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MARZENA NOWAK

ROLA KALPAIN W PROCESIE KRUSZENIA MIESA

Streszczenie

Krucho$¢ migsa oraz czynniki na nia wptywajace od dawna sa przedmiotem badan. Istnieje kilka
teorii wyjasniajacych proces kruszenia migsa. Za najbardziej prawdopodobng uznana zostata kalpainowa
teoria tenderyzacji. Kalpainy spetniaja podstawowe kryteria stawiane czynnikom wptywajacym na proces
kruszenia migsa. Enzymy te sa obecne w komorce mig$niowej, a w doswiadczeniach przeprowadzanych
in vitro prowadza do tych samych produktéw degradacji biatek, jakie wykrywane sa w migsie po okresie
dojrzewania. Maja one dostgp do miofibryli w komorce. Aktywno$¢ kalpain oraz stosunek aktywnos$ci
kalpainy do aktywnosci kalpastatyny sa skorelowane z twardo$cia migsa. Im wyzsza jest aktywnos$¢
kalpain i im wyzszy stosunek kalpaina/kalpastatyna, tym bardziej kruche migso otrzymuje si¢. Warunki w
jakich enzymy te wykazuja aktywnos$¢ sa zblizone do warunkéw panujacych w tkance mig$niowej po
$mierci zwierzgcia. Na aktywno$¢ kalpain w migsie dzialaja zaréwno czynniki przyzyciowe, w tym
genetyczne, jak i po§miertne.

Mimo, ze mechanizm dzialania kalpain nie jest calkowicie wyjasniony, na podstawie wynikéw
licznych do$wiadczen mozna stwierdzi¢, ze kalpainy petnia wazna rolg w procesie tenderyzacji migsa.

W artykule scharakteryzowano kalpainy i opisano niektére z czynnikéw wptywajacych na ich
aktywno$¢.

Stowa kluczowe: kalpainy, kruszenie migsa (tenderyzacja).

Wprowadzenie

Wigkszo$¢ konsumentéw uwaza krucho$¢ za najwazniejsza cechg jako$ciowa
migsa. Jednak wyprodukowanie migsa kruchego, o okreslonym standardzie, jest bardzo
trudne ze wzgledu na niewyjasniony dotad mechanizm jego kruszenia [30]. Konieczne
jest wigc zrozumienie tego mechanizmu, aby mozna byto sterowac procesem kruszenia
[29].

Istnieje duze zr6znicowanie jako$ci migsa zarowno pomigdzy réznymi gatunkami
zwierzat, jak i w obrgbie tego samego gatunku. Jako$¢ migsa jest zalezna takze od
warunkow $rodowiska i od plci zwierzecia [33].
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W celu poprawy krucho$ci konieczne jest przechowywanie migsa post mortem
przez okres od kilkunastu godzin do kilku tygodni w temperaturze 3-5°C. Taki okres
nazywany jest dojrzewaniem. Podczas dojrzewania zachodzi proces tenderyzacji, ktéry
zalezy od warunkéw chlodzenia, rodzaju migsnia oraz gatunku zwierzgcia.
Prawdopodobnie réznice te sa spowodowane dziatalno$cia kalpain w migsie. Moga by¢
takze wynikiem stopnia zesztywnienia mig$nia po $mierci zwierzgcia, ktére przebiega
znacznie szybciej w migsie drobiowym niz w wotowinie [43]. Czas dojrzewania
wotowiny wynosi 2—4 tygodni, wieprzowiny 6—10 dni, a drobiu 0,5-1 dnia [46, 55].

Teorie dotyczace procesu kruszenia migsa

Obecnie istnieja dwie gtéwne teorie dotyczace procesu tenderyzacji migsa. Jedna z
nich jest ,,wapniowa teoria tenderyzacji” proponowana przez Takahashiego [55]. Wedlug
tej teorii jony wapnia bezposrednio dziatajace na widkna migSniowe przyczyniaja si¢ do
kruszenia migsa podczas dojrzewania poubojowego. Ostabienie linii Z nastgpuje w
wyniku odtaczania si¢ fosfolipidow pod wptywem przytaczajacych si¢ do nich jonéw
wapnia. Rozpuszczalno$¢ fosfolipidéw zmienia si¢ pod wptywem tych jonéw. Wedtug
teorii Takahashiego [55] rozpad titiny zachodzi nawet wtedy, gdy w roztworze znajduja
si¢ jednoczesnie jony wapnia i inhibitory proteaz. Niezbedna ilo§¢ wapnia w komdrce,
konieczna do spowodowania widocznych zmian w krucho$ci migsa, wynosi 0,1 mM.
Zmiany te nie sa zalezne od pH mig$nia, ani od temperatury [53]. Jednak wielu
naukowcéw twierdzi, ze za proces kruszenia migsa odpowiedzialny jest, zalezny od
stezenia jondw wapnia, system kalpainowy [7, 29, 42]. Kalpainy uznano za jeden z
mozliwych czynnikéw przyczyniajacych si¢ do kruszenia migsa, poniewaz: sa
umieszczone w obrgbie komoérek tkanki mig$niowej, maja dostgp do substratu, maja
zdolno$¢ hydrolizowania bialek degradowanych podczas dojrzewania migsa post
mortem. Przeprowadzono wiele badan, ktére dowiodly, Ze kalpainowy system
proteolityczny jest odpowiedzialny za proces tenderyzacji. Niektére z dowodéw to:
przyspieszenie proteolizy post mortem po inkubacji kawatkéw migsnia w roztworze
jonéw wapnia i zatrzymanie proteolizy po inkubacji z chelatorami jonéw wapnia [28],
blokowanie proteolizy i tenderyzacji migsa po wstrzyknigciu chlorku cynku,
potencjalnego inhibitora kalpain [58].

Do niedawna istniata teoria, ze do tenderyzacji moga przyczynia¢ si¢ rowniez
katepsyny — proteolityczne enzymy lizosomalne. Powodem odrzucenia tej teorii jest fakt,
7e maja one mozliwos¢ rozktadu miozyny, aktyny i a-aktyniny [59], podczas gdy w
czasie normalnego dojrzewania migsa niewielka ilo$¢ tych biatek jest degradowana [42].
Ponadto, sa one umieszczone w lizosomach i nie ma dowodu na to, ze po $mierci
zwierzecia nastgpuje ich uwolnienie [30]. Innym systemem funkcjonujacym w komorce
jest multikatalityczny kompleks proteolityczny (MCP). Jednak kompleks ten dziata na
biatka, ktére nie sa rozktadane podczas procesu dojrzewania. Dlatego tez enzymow tego
kompleksu nie uznano za przyczyniajacych si¢ do tenderyzacji migsa [30].
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Charakterystyka kalpain

Kalpainy (E C 3.4.22.17) sa wewnatrzkomérkowymi, aktywowanymi przez jony
wapnia neutralnymi proteinazami i zaklasyfikowane zostaly do grupy cysteinowych
endopeptydaz. Znajduja si¢ one we wszystkich komoérkach krggowcéw; w migsniu
wystgpuja w cytoplazmie [8]. Gléwnymi komponentami systemu kalpainowego sa:
U-kalpaina, m-kalpaina, p/m kalpaina oraz ich specyficzny inhibitor kalpastatyna.
Kalpastatyna hamuje tylko aktywno$¢ kalpain, nie dziala na inne proteazy cysteinowe.
Moze ona wystgpowac w kilku réznych izoformach, ktére maja jedna, trzy lub cztery
domeny i rézne N-terminalne sekwencje [15]. Jest to biatko o masie czasteczkowej
60-10>-70-10° Da. Ma ona cztery miejsca inhibitorowe o powtarzajacej si¢ strukturze
130-aminokwasowej. Wiaze si¢ ona z kalpaina w obecno$ci jonéw wapnia.
Kalpastatyna jest rowniez substratem kalpainy. Powstajace w wyniku hydrolizy
peptydy maja nadal zdolno$§¢ hamowania aktywnosci kalpainy [22]. Istnieje takze tzw.
kalpaina 3 (p94), ktéra przez dlugi czas nie mogta by¢ analizowana ze wzgledu na
szybka autoliz¢ w warunkach in vitro, a takze dlatego, ze jest zwiazana z titing, ktéra
prawdopodobnie reguluje jej aktywnos¢ [48]. Opinie dotyczace roli kalpainy p94 w
procesie tenderyzacji nie sa jednoznaczne. Parr i wsp. [40] nie zauwazyli wplywu
kalpainy p94 na krucho$¢ migsa. Natomiast Illian i wsp. [21] stwierdzili wyraZny
zwiagzek pomigdzy zawartoscia kalpainy 3 a wzgledna szybko$cia tenderyzacji.
Stwierdzili oni wazna rolg p-kalpainy i kalpainy 3 w procesie tenderyzacji migsa.

Odkryto takze inne specyficzne kalpainy tkankowe (nCl-2, n-CI-3, n-Cl-4...)
i nietypowe, jak: kalpainy 5, 6, 10. Prawdopodobnie istnieje jeszcze wiele innych
niewyizolowanych dotychczas kalpain [15, 35, 49, 51]. Nietypowe kalpainy odkryto
gtéwnie w takich organizmach, jak: insekty, drozdze, grzyby. Ich nietypowos$¢ polega
na tym, ze maja one domene o masie okoto 30-10° Da, podobna bardziej do duzej
podjednostki kalpain ssakow niz do proteinaz, takich jak papaina czy katepsyny,
a pozostate domeny sa prawdopodobnie odpowiedzialne za specyficzne funkcje, jakie
moga spetnia¢ [49]. Najnowszym odkryciem jest kalpaina C, ktéra zostata
wyodrgbniona podczas badan Drosophila melanogaster 1 ktéra prawdopodobnie jest
nieaktywna katalitycznie [50].

Najbardziej znanymi i najczgsciej badanymi sa (- i m-kalpaina. Nazwy p- i m-
kalpainy pochodza od st¢zenia jonéw wapnia wymaganego do ich aktywacji; u-
kalpaina wymaga 3-50 uM, a m-kalpaina 0,4-0,8 mM wapnia do osiagnigcia potowy
aktywnos$ci maksymalnej. St¢zenie jonéw wapnia w zywym migéniu wynosi 0,2 uM
[32] i jest to poziom duzo nizszy niz ten wymagany do aktywacji p-kalpain. Jednak po
uboju stgzenie wolnego wapnia w komérce zwigksza si¢ i wynosi 100 uM [24]. W celu
zapoczatkowania procesu autolizy in vitro (czyli do uaktywnienia) konieczne jest
st¢zenie jondw wapnia wynoszace 100 uM, ale poziom ten zmniejsza obecno$¢
fosfolipidéw lub membran plazmowych [6]. Hopkins i Thompson [17] wykazali, ze
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stg¢zenie jondw wapnia po uboju, w momencie osiagnigcia pH 5,5, w owczych
mig¢$niach m. longissimus lumborum 1 m. longissimus thoracis wynosito 110 uM, co
jest warto$cia wystarczajaca do aktywacji (-kalpainy.

Obie kalpainy (1- i m-kalpaina) zostaly oczyszczone i wyodrgbnione z wielu
zrodet, chociaz zadna nie zostata wykrystalizowana. Sa to heterodimery sktadajace si¢
z duzej podjednostki (80-10° Da, jednostka regulacyjna) i matej podjednostki
(30-10° Da). Duza podjednostka p-kalpainy jest w 50% homologiczna z duza
podjednostka m-kalpainy, natomiast mate podjednostki sa identyczne u obu kalpain [8,
27]. Podjednostka p- i m-kalpainy o wielkosci 80-10° Da moze byé podzielona na
cztery domeny. Domena I jest krotkim fragmentem wprowadzajacym i dziata jako
inhibitor aktywnosci proteolitycznej. Domena II reprezentuje odlegta, podobng do
papainy czgs¢ typowa dla proteinaz cysteinowych. Domena III nie jest homologiczna z
zadnym innym biatkiem. Analiza strukturalna wskazuje, ze domena III fizycznie
asocjuje si¢ z domena II. Domena IV wiaze jony wapnia i zostala wyodrgbniona jako
rozpoznajaca substrat, ma ona charakterystyczny motyw strukturalny, powtérzony
czterokrotnie anazywany ,,EF-hands”. Pary motywéw strukturalnych ,,EF-hands”
tworza globularne domeny, ktére maja wspolny hydrofobowy rdzen, a ktdére sa
potaczone diugim odcinkiem o-helikalnym. Mata podjednostka sktada si¢ z domen V
i VI. Domena V zawiera duza liczbg¢ reszt glicynowych i reszt aminokwaséw
hydrofobowych. Domena VI jest homologiczna z domeng IV, ma cztery rejony
wiazace jony Ca®*. Obie podjednostki potaczone sa wiazaniem niekowalencyjnym [2,
3, 23].

Mechanizmy aktywacji kalpain

Aktywacja przez jony wapnia, przytaczajace si¢ do konca kazdej podjednostki,
powoduje hydrolize obu czesci (duza podjednostka zmniejsza swoja mase do 76-10°
Da, natomiast mniejsza do 18-10° Da) i w rezultacie powstaje aktywny enzym [8].
Koohmaraie [27] wykazal, ze w wyniku autolizy matej podjednostki powstaje
przewaznie jeden gtéwny fragment 18-10° Da, chociaz mozliwe, ze powstaje seria
produktéw o masie czasteczkowej od 30-10° do 18-10° Da, a takie fragmenty nie mogty
by¢ wychwycone przez zel SDS-PAGE uzyty w do$wiadczeniu. Natomiast duza
podjednostka rozpada si¢ na kilka réznych fragmentéw o masie czasteczkowej od
61-10° do 21-10° Da. Polipeptyd o masie czasteczkowej 40-10° Da reprezentuje juz
nieaktywna forme kalpainy.

Yoshizawa i wsp. [61] zaproponowali nieco inny mechanizm aktywacji. Pod
wplywem jondw wapnia kalpaina rozpada si¢ na dwie odregbne podjednostki. Jednostka
80-10° Da nie rézni si¢ whasciwosciami Kkatalitycznymi od catej kalpainy,
charakteryzuje si¢ natomiast wigksza wrazliwo$cia na jony wapnia. Odlaczona
podjednostka 80-10° Da wymaga stezenia wapnia takiego samego jak zautolizowana
aktywna forma kalpainy.
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Aktywno$¢ p-kalpainy zmniejsza si¢ gwaltownie w ciagu pierwszych dni po
uboju (po 72 godz. jej aktywno$¢ byla mniejsza niz czulo$¢ zastosowanej metody
analitycznej), podobnie dzieje si¢ z aktywnoscia kalpastatyny, natomiast aktywno$¢ m-
kalpainy jest stabilna [27]. Spadek aktywnos$ci p-kalpainy koreluje z podwyzszeniem
stopnia kruchos$ci [56]. Optymalne warunki aktywnos$ci kalpain ustalone in vitro to
temp. 25°C i pH w zakresie od 7,2-8,2 [8]. Jednak podczas dojrzewania migso
przechowywane jest w temp. ponizej 15°C, a jego pH wynosi okoto 5,5. W badaniach
przeprowadzonych przez Kanawg i wsp. [25] p-kalpaina wykazata maksimum swojej
aktywnosci przy pH 7,58 i w temp. 25°C, byta ciagle aktywna przy pH 5,5 w tej samej
temperaturze, wykazujac 17,7% swojej aktywnos$ci maksymalnej, ale w warunkach pH
5,78 i w temp. 5°C byta catkowicie nieaktywna. Z badan Koohmaraie’go [27] wynika
jednak, ze stopien inaktywacji proteolitycznej p-kalpainy zwigksza si¢ ze
zmniejszajacym si¢ pH i ze wzrostem temperatury. Po 60 min, w temp. 25°C i przy pH
5,8 u-kalpaina zachowata jedynie 9,2% swojej aktywnosci poczatkowej, a po 120 min,
wtemp. 5°C zachowata 79,2% swojej poczatkowej aktywno$ci. Badania Huff-
Lonergan i wsp. [18] potwierdzily, ze oczyszczone miofibryle sa degradowane przez
u-kalpaing w temp. 4°C przy pH réwnym 5,6 z dodatkiem 100 uM chlorku wapnia.
Wiele badan wskazuje na to, ze zaden inny czynnik, jak tylko kalpainy petnia gtéwna
role w procesie kruszenia migsa [1, 28, 31, 41].

Duza czg$¢ kalpain jest zwiazana z miofibrylami. Aktywnos$¢ kalpain zwiazana
z miofibrylami przypisuje si¢ gtéwnie p-kalpainie. Zwiazany w ten spos6b enzym ma
lepszy dostgp do substratu i jest bardziej oporny na inhibicje przez kalpastatyne [1].
Jednak analiza mig¢$ni pochodzacych z owiec z fenotypem callipyge oraz ze zwierzat
normalnych wykazata, ze aktywno$¢ zwiazanej z miofibrylami kalpainy jest taka sama,
podczas gdy twardo$¢ migsa jest dwa razy wigksza u owiec callipyge. W zwiazku z
tym wydaje si¢ niemozliwe, aby zwigzana z miofibrylami kalpaina miata duzy udziat w
procesie tenderyzacji [5].

Funkcje kalpain

Funkcje kalpain nie zostaly dotad w pelni okre§lone. Wiadomo, Zze sa zwiazane
z podstawowymi frakcjami komdrkowymi. Potwierdzono, ze kalpaina-10 powoduje
zaburzenia w wydzielaniu i dziataniu insuliny w zywym organizmie [51]. Istnieja
dowody na to, ze kalpainy przyczyniaja si¢ do remodelowania cytoszkieletu aktyny,
migracji komorki oraz transformacji onkologicznych [2]. Wigkszo$¢ sktadnikéw
wiokien migsniowych, szczegdlnie biatek cytoszkieletowych, uznano za potencjalny
substrat biologiczny kalpain [46]. Teoretycznie aktywno$¢ [-kalpainy in sifu powoduje
proteolityczny rozpad, ktéry z kolei oslabia struktur¢ widkien migsniowych, dajac w
rezultacie kruche migso po ugotowaniu. Aby rozpoczal si¢ proces kruszenia musi
nastapi¢ wzrost stgzenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie, jony wapnia powoduja
wtedy aktywacje kalpain, ktére nast¢pnie hydrolizuja biatka budujace strukture widkna



10 Marzena Nowak

migsniowego. Nie ma bezposredniego dowodu na to, ze kalpainy sa aktywne w mig$niu
post mortem, nie ma nawet dowodu, ze sa aktywne w zywym mig$niu. Aktywnos¢
kalpain stwierdza si¢ jednak na podstawie dowodéw posrednich, czyli produktéw
autolizy kalpain obecnych w migs$niu [8]. Badajac produkty degradacji biatek obecnych
w migéniu podczas dojrzewania, a takze produkty jakie powstaja podczas inkubacji
miofibryli z kalpainami in vitro mozna okresli¢ wptyw kalpain na proces tenderyzacji.

Jedna ze zmian zachodzacych podczas dojrzewania migsa jest degradacja troponiny-
T oraz pojawienie si¢ fragmentéw 27-10° lub 30-10° Da [13]. Podobne zmiany
w troponinie T pojawiaja si¢ podczas inkubacji miofibryli z p-kalpaing w temp. 4°C przy
pH 5,6 [18]. Hydroliza troponiny T przez p-kalpaing przebiega z uwolnieniem o$miu
peptydéw o masie czasteczkowej od 14 do 26-10° Da. Troponina T jest rozcinana w
miejscu zawierajacym jedna hydrofobowa reszte aminokwasowa [19].

Duze zmiany zachodza rowniez w titinie i nebulinie. Titina jest zwigzana z linig
2", a jej degradacja powoduje rozluznienie tej wilasnie linii i utratg elastycznosci
mig$nia. Nastepuje dezintegracja posrednich filamentéw desminy.
Charakterystyczne dla dziatania kalpain w tkance mig$niowej jest uwolnienie -
aktyniny z linii Z bez jej degradowania. Stwierdzono, ze podczas dojrzewania o-
konektyna jest rozszczepiana na B-konektyne i fragment o m. cz. 12-10° Da [14, 18,
55]. Steen i wsp. [52] nie stwierdzili jednak zZadnej =zalezno$ci pomigdzy
koncentracjq titiny a sila cigcia mierzona w réznych przedziatach czasowych post
mortem. Nie wykazali tez zaleznos$ci pomigdzy koncentracja nebuliny a aktywnos$cia
m-kalpainy, kalpastatyny czy stosunkiem m-kalpainy do kalpastatyny. Nebulina
natomiast zanika podczas dojrzewania migsa post mortem. Filamenty nebuliny
rozpadaja si¢ na pieé mniejszych fragmentéw o tancuchach 20-10*, 18-10", 40-10°,
33.10° i 23-10° Da. W $rodowisku i temp. 4°C i pH 5,6 p-kalpaina jest w stanie
zdegradowa¢ nebuling po 15 min inkubacji i degradacja ta zachodzi szybciej niz
rozpad titiny. Desmina z kolei jest degradowana podczas dojrzewania post mortem, a
gléwnym produktem tej degradacji jest produkt o m. cz. ok. 38-10° Da. Ten produkt
pojawia si¢ rowniez podczas inkubacji miofibryli z p-kalpaina. Filamina rozpada si¢
cze$ciowo na produkt o m. cz. ok. 240-10° Da w prébkach migsa dojrzewajacego
naturalnie oraz w prébkach oczyszczonych miofibryli z dodana p-kalpaina [18, 55].

Czynniki wplywajace na aktywno$¢ kalpain w migsie

Tenderyzacja migsa post mortem nie zalezy od degradacji pojedynczych biatek,
ale jest zwiazana z wieloma zmianami biochemicznymi i strukturalnymi zachodzacymi
w biatkach [18]. Aktywno$¢ kalpain moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od gatunku zwierzat,
migsénia, moze zaleze¢ od wielu czynnikéw dziatajacych na migsénie jeszcze podczas
zycia zwierzgcia (poprzez modyfikowanie sposobu zywienia czy tez poprzez rodzaj
chowu) lub czynnikéw majacych wplyw na migso w pierwszych godzinach po uboju
lub podczas jego przetwarzania. Nie bez znaczenia s réwniez czynniki genetyczne.
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Istnieja dowody na to, ze kalpainy petnia wazna rol¢ podczas wzrostu migé$nia po
urodzeniu zwierzecia, a takze podczas niszczenia tkanki migSniowej obserwowanego
podczas zaniku mig$ni [15].

Czynniki przyzyciowe

W hodowli zwierzat rzeznych dazy si¢ do zwigkszenia migsnos$ci oraz obnizenia
stopnia otluszczenia. Jednak bardzo czgsto obserwuje si¢ zwigkszenie twardosci migsa
ze zwierzat o podwyzszonej migsnosci. Przyktadem moze by¢ rasa bydta podwdjnie
umi¢$niona Belgian Blue White. Zalezno$¢ pomiedzy sita cigcia a iloscia fragmentu
o wielkoéci 30-10° Da, charakterystycznego dla degradacji troponiny T, jest duzo
stabsza niz u innych ras [52].

Znanym sposobem zwigkszenia ilosci tkanki migsnej kosztem zmniejszenia
zawartosci tluszczu, bez koniecznosci zwigkszania dawki zywieniowej, jest podawanie
zwierzegtom clenbuterolu. Jest to sztuczny $rodek adrenergiczny podobny do
adrenaliny. Podawanie go jest dobrym sposobem na uzyskanie wigkszej ilosci migsa,
jest ono jednak twarde. Podawanie clenbuterolu nie wptywa na aktywnos$¢ p-kalpainy,
ale podwyzsza aktywno$¢ kalpastatyny, ktéra blokuje tenderyzacje migsa [47].
Podobny efekt uzyskuje si¢ podajac adrenaling, naturalnie wystgpujacy w organizmie
czynnik adrenergiczny powodujacy podwyzszenie o 97% aktywnosci kalpastatyny.
Jednak aktywnosci enzymoéw systemu kalpainowego w czasie skladowania migsa
zmieniaja si¢. Mozna wigc powiedzie¢, ze zréznicowany poziom adrenaliny w plazmie
krwi powoduje silne zaburzenia w systemie kalpainowym [44]. Ertbjerg i wsp. [10],
przeprowadzajac badania swin, wykazali, ze wstrzykiwanie adrenaliny domig$niowo w
polaczeniu z wysitkiem fizycznym zwierzat powoduje podwyzszenie pH migsa
i obnizenie stopnia jego twardosci.

Hodowla $win, od ktérych uzyskuje si¢ chude migso, doprowadzita do powstania
mutacji genu RyR1. Obecnos¢ tego genu jest zwigzana z podatnos$cia zwierzat na stres
1 obnizong jako$cia migsa. W migsie takich zwierzat obserwuje si¢ nizszy poziom
aktywnos$ci m-kalpainy w poréwnaniu ze zwierzgtami nie dotknigtymi ta mutacja genu,
co moze decydowac o podwyzszonej twardosci migsa [45].

Ciekawym przypadkiem jest fenotyp owiec callipyge. Zostat on zidentyfikowany
po raz pierwszy w roku 1983 w Dorset. Jeden z osobnikéw megskich przekazywat
specyficzny fenotyp niektérym potomkom. Charakteryzowaly si¢ one tym, ze tylna
cze$¢ ciala (szczeg6lnie migénie: biceps femoris, semimembranosus, semitendinosus i
longissimus) byla szczegdlnie umig$niona [11]. Migsnie objete fenotypem callipyge
charakteryzuja si¢ duzo wigkszym (o okoto 60% w momencie $mierci) poziomem
kalpastatyny w poréwnaniu z migsniami normalnych owiec [4, 12]. Fenotyp callipyge
umozliwia produkowania migsa chudego, ale o mniejszej krucho$ci. Mrozenie
powoduje zmniejszenie twardosci migsa, prawdopodobnie na skutek obnizenia
aktywnosci kalpastatyny [9]. Migsnie biceps femoris i longissimus dorsi z fenotypem
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callipyge charakteryzuja si¢ wigksza twardo$cia 1 masa, natomiast migsien
infraspinatus nie jest zaliczany do migsni z tym fenotypem. Aktywnos$¢ m-kalpainy
jest wyzsza w m. biceps femoris i m. longissimus owiec callipyge niz w tych samych
mig$niach owiec normalnych. Natomiast m-kalpaina w migs$niu infraspinatus owiec
normalnych i callipyge byta tak samo aktywna [4]. Degradacja titiny, nebuliny,
desminy i troponiny T przebiega znacznie wolniej podczas dojrzewania migsa owiec
callipyge [12]. Przypadek owiec callipyge $wiadczy o tym, ze podwyzszony przyrost
masy migs$nia moze powodowa¢ zmniejszenie stopnia degradacji biatek zwigzane ze
spadkiem aktywnos$ci kalpain, ktéry z kolei taczy si¢ z podwyzszonym poziomem
kalpastatyny [15]. Istnieje wyrazna zalezno$¢ pomigdzy jako$cia migsa a typem
mig$nia, z ktérego to migso pochodzi. R6znorodno$¢ pomigdzy mig$niami jest czgsto
zwiazana z wlasciwos$ciami metabolicznymi migénia i jego zdolno$cia kurczenia si¢
[26]. Szybciej dojrzewaja migsnie biate, szybko kurczace si¢, niz czerwone — wolno
kurczliwe. Aktywno$¢ m-kalpainy i kalpastatyny okazaty si¢ silnie zwiazane z typem
mig¢$nia. Aktywno$¢ m-kalpainy jest tym nizsza im wigksza jest szybko$¢ skurczu
migsnia oraz tym nizsza aktywno$¢ m-kalpainy im wyzsza aktywno$¢ ATPazy.
Podobne wyniki uzyskano w przypadku p-kalpainy [39]. Por6wnujac mig$nie indycze,
wyzsza aktywno$¢ m-kalpainy zanotowano w mig$niach udzca niz w migsniach
piersiowych [38].

Wprowadzanie witaminy E do mig$nia moze zapobiega¢ utlenianiu kalpain
ipoprzez takie dziatanie spotggowa¢ dziatlanie dodanych jonéw wapnia [16].
Wzbogacanie paszy witaming D powoduje zwigkszenie st¢zenia wapnia w m.
longissimus dorsi, a tym samym zmniejszenie sity cigcia w przypadku migsa
wotowego. W 21. dniu po uboju sita cigcia migéni zwierzat karmionych pasza
wzbogacong w witaming D byta mniejsza o 15%. Taka wtasciwos$¢ witaminy D moze
by¢ wykorzystana jako czynnik powodujacy zwigkszenie krucho$ci migsa [53].

Czynniki poubojowe

Zwigkszenie stgzenia wapnia w $rodowisku, w ktérym dojrzewa migso, sprzyja
zwigkszeniu jego kruchoséci. Moczenie migsa, pochodzacego z 8- do 11-letnich kréw,
w roztworze chlorku wapnia przez 24 godz. powoduje niskie wartoSci sity cigcia [60].
Takze wstrzykiwanie chlorku wapnia razem z tokoferolem wywotuje intensywne
kruszenie wotowiny.

Stymulacja elektryczna stosowana jest w celu uniknigcia tzw. skurczu
chtodniczego, ktéry jest czgstym problem pojawiajacym si¢ podczas szybkiego
chtodzenia tusz po uboju [36]. Niskonapigciowa stymulacja elektryczna jest stosowana
zazwyczaj od razu po oszolomieniu, natomiast wysokonapigciowa stosowana jest jakis
czas po oszotomieniu, na jednym z odcinkéw linii ubojowej. Za bardziej efektywna
uznaje si¢ stymulacj¢ wysokonapigciowa [20].
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Stymulacja elektryczna tusz wotowych w 3. min post mortem, niezaleznie od jej
rodzaju (niskie czy wysokie natgzenie pradu), powoduje podwyzszenie twardosci
migsa. Obserwuje si¢ przy tym gwattowny spadek pH, co jest prawdopodobna
przyczyna twardo$ci migsa w poréwnaniu z tuszami stymulowanymi w 40. min post
mortem [20]. Badania te wskazuja, ze stymulacji elektrycznej nie powinno sig
przeprowadza¢ od razu po uboju. W innych badaniach takze potwierdzono, ze
stymulacja pozwala uzyska¢ bardziej kruche migso [34, 36, 37]. Zwigkszony naptyw
jonéw wapnia po stymulacji elektrycznej do cytoplazmy moze powodowa¢ chwilowe
uaktywnienie p-kalpainy i dzigki temu proteoliza moze zaj$¢ szybciej [57]. Morton i
wsp. [37] zaobserwowali niewielki wzrost aktywnosci p-kalpainy, a takze kalpastatyny
w wotowinie o pH 5,5 i w temp. 15°C, ale w 24. godz. aktywno$¢ W-kalpainy, jak i
kalpastatyny obnizyla si¢ 0 80%. Srednia twardo§¢ zmniejszylta si¢ z 81 N w 12. godz.
do 49 N w 336. godz. Ci sami naukowcy stwierdzili, ze w stymulowanych elektrycznie
tuszach owczych aktywno$¢ u-kalpainy zmniejszata si¢ na poczatku wolno (do
9. godz.), a pomiedzy 9. a 18. godz. spadata gwattownie. Twardo$¢ migsa owczego
spadata ze 113 N w 6. godz. do 38 N w 96. godz. W innych badaniach [37]
przeprowadzonych na tuszach wieprzowych wykazano, ze elektryczna stymulacja
wywotata efekt w polowie tak silny jak proces dojrzewania. W rezultacie uzyskano
migso bardziej kruche.

Podsumowanie

Dotychczas odkryto wiele rodzajéw kalpain i prawdopodobnie bedzie ich wigce;.
Kalpainy sa obecne w réznych tkankach i spelniaja rézne role. Obecnos¢ kalpain
w tkance mig$niowej jest stwierdzona, chociaz ich funkcje sa nadal nie w petni
wyjasnione. Kalpainy spetniaja podstawowe kryteria stawiane czynnikom
wplywajacym na proces kruszenia migsa. Enzymy te sa obecne w komoérce
migsniowej, a w doswiadczeniach przeprowadzanych in vitro prowadza do tych
samych produktow degradacji biatek, jakie wykrywane sa w migsie po okresie
dojrzewania. Maja one dostgp do miofibryli w komoérce [30]. Aktywnos¢ kalpain oraz
stosunek aktywnosci kalpainy do aktywnosci kalpastatyny sa skorelowane z twardo$cia
migsa. Im wyzsza jest aktywno$¢ kalpain oraz im wyzszy stosunek
kalpaina/kalpastatyna, tym bardziej kruche migso otrzymuje sig.

W wigkszosci badan aktywno$¢ kalpain byta mierzona po wyizolowaniu ich
7 migsa, uzywajac jako substratu innych (niz miofibrylarne) biatek. Nie mierzono wigc
rzeczywistej aktywnosci tych enzyméw. Istnieja wige gléwnie posrednie dowody na
dziatanie kalpain podczas procesu kruszenia migsa. W zaleznosci od wielu czynnikéw
aktywno$¢ ta moze by¢ rézna. Mimo, ze mechanizm dziatania kalpain nie jest
catkowicie wyjasniony, na podstawie wynikéw licznych dos$wiadczen mozna
stwierdzi¢, ze kalpainy pelnia wazna rol¢ w procesie tenderyzacji migsa. Doktadne
poznanie mechanizmu kruszenia mig¢sa oraz dziatania kalpain umozliwitoby §wiadome
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sterowanie procesem tenderyzacji i uzyskiwanie migsa kruchego o standardowej
jakosci.
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Summary

Meat tenderness and factors influencing it have been investigated for a long time. There are several
theories explaining the process of meat tenderization. The calpain theory of tenderization has been
accepted as the most feasible one. Calpains meet the basic criteria defined for factors that impact meat
tenderization. These enzymes are present in a muscle cell, and in vitro experiments, when calpains are
used, there are detected the same protein degradation products as in the meat after its raping. Calpains
have access to myofibrils in cells. The activeness of calpains and the ratio between it and the calpastatin
are correlated with the meat hardness. The higher the hardness of meat and the higher the ratio: calpain to
calpastatin, the more tender meat can be obtained. Conditions under which these enzymes are active are
close to conditions in the meat tissue after the death of animal. The calpain activity depends both on the
survival, including genetic, and the post-mortem factors.

Although the mechanism of calpain activity has not been satisfactorily explained so far, but on the
basis of results obtained, it can be concluded that they play an important role in the meat tenderization
process.

In this paper, calpains are characterized and some factors influencing their activeness are described.

Key words: calpains, meat tenderization.



