Der Einfluss einiger Proteasen auf das Myoglobin
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Die Praxis zeigt, dass die Anwendung einiger proteolytischen Enzy’
. e . . 5 i i Aanih
in der Fleischverarbeitung zu gewissen Farbveranderungen fiithren ka™
at

Das Ziel unserer Untersuchungen war den Einfluss dieser Proteasen
die Myoglobinlésungen spektophotometrisch zu erforschen. o

Bekanntlich, 90 9, des Gesamtgehalts an Farbstoffen, welche die 111('1.,
schfarbe bedingen gehéren zu dem Myoglobin und seinen Derivaten (0%
myoglobin und Metmyoglobin (1).

Durch Behandlung mit bestimmten Agenten kann das \l\()!floblﬂ
H4im und Globin gespaltet werden. Es wird hervorgehoben, dass das nati®
Himproteid vielmehr gegen den Einfluss &dusserer Agenten, einsc hll(‘*“l]L
Proteasen wi(h‘rst;m(lsfuhlgvr ist, als das Globin.

Das zweiwertige Eisenion des Myoglobins ist im Stande reversible
Reihe der Ligande: Sauerstoff, Kohlenoxyd, Zyanide, Stickstoffoxyd
zu verbinden (2). Das Myoglobin als Chromoproteid besitzt ein charakt® 3
tisches Absorptionsspektrum. Es wird quantitativ durch einen Spektrad }wh”

)
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tometer bestimmt und die Ergebnisse daraus sind graphisch dargestellt (-

Das Ligandieren wird von spektralen Veriderungen einschliesslic h

. ,)ll’
sichtbaren Gebietes begleitet, Freilich wird das Myoglobin bezw. sein ADbs¢ ¢

i
tionsspektrum nicht nur durch Ligandieren, sondern (m(h durch eine R€ &

anderer Faktoren niamlich pH, Licht, Temperatur und Sauerstoffp: wrtialdr®

u.a. beeinflusst (1, 5). 9)
Sogar die geringsten Verdnderungen der Konfirmation von Globin ("

konnen wesentlich grossere Verinderungen des funktionalen Verhe alt®

von Myoglobin hervorrufen (2). "
Auf Grund dessen kann man annehmen, dass die Behandlung der \l\ﬂ’

globinpriparate mit proteolytischen Enzymen das A\lm)rptionsspt‘k“ p
des Myoglobins beeinflussen kénnte. Um dies zu beweisen haben wif (;l~l
Prozess der Wechselwirkung zwischen Eiweisstoffen und Proteasen an ‘\Mi_-,
von Myoglobinlosungen erforscht. Die Verdnderungen des Al)sorlﬁi“ﬂiﬂ
pektrums bei 400—750 nm und andere Merkmale deuten auf die eintreten®

Ve

rinderungen hin.




MATERIAL UND METHODEN
Zur Bep, anglung von Myoglobinpriparaten wurden Ficin (Calbiochem),
1‘““ und Bromelin (Miles Chemical Company) und das proteolytische
\(Id\l\)?;dt E-30 (Institut f. Mikrobiologie an der Akad. d. Wisse nschaften)
det.
nslzn\uxll(h\m 11111.11 wurde schlachtwarmer M. longissimus dorsi von
eds 1 Alter von 5—6 Jahren verwendet. Das Material muss unter sterilen
m\““”('n entnommen werden.
’h)[gi[\ Myoglobinpriparat wurde nach der Methode von Hamm (6) und
Kationen vorbereitet.

1(
Phat 0 g durcl 1\\()111(» Muskelfleisch wird mit 150 ml gekiihltem 0,05 MPhos-
\\lrlp“flumlt 1 & 7 \(I\L‘tlt Mit Hilfe eines Homogenisators 1)‘1) »Unipany
% 128 Gemisch mnuh b 2 Minuten bei 8000 U/m homogenisiert, innerhalb

(Ho linyten bei 5000 X g und Temperatur von 0—4° C zentrifugiert. Um

( : e
Jbe erflichefettschicht entfernt zu werden, wird das Supernatant filtriet

|
mit Pyffer auf Extinktionswert von 0,900 bei 546 nm erdiinnt. Die

Sorp
x\(](] I11‘)11\\}><1\t1um\(mndumwan von Myoglobin und seinen Derivaten
( "

I mit Hilfe eines Registrierspektralphotometers gemessen (5).
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S von Ficin auf das Absorptionsspektrum des Myoglobins nach 30 minutiger
1-Kontrolle; 2-Ficin 40 mkg|ml; 3-Ficin 80 mkg|ml; 4-Ficin 160 mkg|ml.
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ERGEBNISSE

UND DISKUSSION

16U

Untersucht wurde der Einfluss von Ficinkonzentration (40,80 oder ,

ks e . . , i

pg Enzymeiweiss pro ml Reaktionsgemisch) auf das Absorptionsspek ctrv!
. 1

des Myoglobins. Die Messungen wurden nach der Zugabe der Proteasen U

- . " \k"
30 Minuten spdter durchgefiihrt. Wihrend (fxtcmpnre keine merkliche
rainderungen beobachtet werden, treten nach 30 minutiger Inkubation

m
Zimmertemperatur unreversible Verinderungen des \anptmn\\pd\ll”

auf. Die Verdnderungen sind am stirksten bei der hochsten Konzentrati®”
der Proteasen. .

Visuell wird eine Tribung der Myoglobinlésungen beobachtet und spek*
rographisch-eine Erweiterung der Zone von SORET, -Ausgleich von 0- Uﬂ:,
B Piks in der Zone Q/entsprechend bei 582 und 545 nm und starkes A
ziehen der spektralen Kurven im Bereich der grossen Wellenldnge /bt‘1 e
600 nm.

Die letzte Erscheinung wird von entsprechender Verminderung der I ich
durchlédssigkeit proportional der angewendeten Ficinkonzentration bc“hli
Unter den gleichen Bedingungen wurde auch der Einfluss von Papain unt®
sucht. "

Die durch Papain hervorgerufenen Verinderungen denjenigen von L
ahnlich sind, doch verhéltnismissig in niedrigerem Grade
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ABB. 2. Einfluss von Bromelin auf das Absorptionsspektrum des Myoglobins nach 30 mi"
Inkubation bei 20° C. 1-Kontrolle; 2-Bromelin 12 mkg/ml; 3-Bromelin 25 mkg|ml; 4-Bro”

50 mkg|/ml.
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H’Iltlfi\l?(ll.il]](\llt('“ \\'11FF1(‘ bcwi.(*wn, dass die Bromelinkonzentration keinen
dUsgedruckten Effekt besitzt.
die Ver: anderungen hervorgerufen durch 12 pg Bromelin und 50 ug
)m‘lm nerhalb 30 Min. decken sich. (Abb. 2). Die Wirkung des pro-
\11\(}1(11 Priparats auf das Absorptionsspektrum des Myoglobins ist

IF\un(r von Papain dhnlich. Es wurde die Dynamik der Myoglobin-

dr . ; o 5

U( 1](1< fungen wihrend der Inkubationszeit untersucht. Als Kriterium
I'c 2 i g 3

‘0 die scharfen Verdnderungen in der Zone Q und die progressive

“Istre Uung

)n(

3 y - ; ~ :

i} L (Ll\\ die Wirkungsdynamik der verwendeten 4 Enzyme unterschied-
A
1 :

bei der Lichtwelle y > 600 nm angenommen. Unsere Versuche

q das Bromelin wirkt am stirksten bei Beginn der Inkubation

Von O bis zu der 3. Minute und schliesst seine Wirkung nach der 6. Mi-

Qotische Dichle
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8 Einfluss von Bromelin (50 mkg|ml) auf das Absovptionsspektrum des Myoglobins bei
20° ¢ . : { ; :
-« T-in dev 0 min. (Kontrolle); 2-nach 3 min.; 3-nach 6 min.; 4-nach 12 min.

—A
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), die optimale Wirkung von Papain und E-30 liegt zwischen
dep J) Und 6. Minute. Den maximalen Effekt erreicht das Ficin zwischen
in, nu“]‘tl der 12. Minute der Inkubation. I)u‘so- ‘\«:1*511011(* \\'(jrdon mit
flgn X‘(m/(lnmtmmn gleicher proteolytischen ‘\1'11\'1l’it durchgefihrt. Aus
dag 1:(1)1”‘“11 tber die 30 minutige Inkubation bei 37° C geht hervor, dass
2y (<1 M und das Bromelin sich durch eine stirkere \\nl\nn“ im Vergleich
. ’apain und E-30 auszeichnet (Abb. 4).
tong e Wurden Untersuchungenniiber den Einfluss verschiedener Inkuba-
\'nn (l(])’lll:lldtlmn (1],31) und . »/ C) innerhalb 30 Minuten bei Anwendung
In (Abb. 5) durchgefiihrt.
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Qotische Dichle
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ABB. 4. Einfluss von Ficin Papain, Bromelin und E-30 (25 mkg|ml) auf das ;I/N“,Nl 1.
spektrum des Myoglobins nach 30 minutiger Inkubation bei 37° C. 1-Kontrolle; 2-Papat’™

E-30; 4-Ficin; 5-Bromelin.

2,50

Got/sche Dichte

i i A "

400 450 500 550 60q 650 700 750
/(mm/(

, M

ABB. 5. Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Inkubation der J[vrr:;/r;/n'ulr'r.\‘N“"-"“_’m

Bromelin (25 mkg|ml) nach 30 minutiger Einwirkung. 1-Kontrolle (bei 20° ohmne /)’f’f””“’[‘;;,«

2-Inkubation mit Bromelin bei 20° C; 3-Inkubation mit Bromelin bei 20° C,; 4-Inkubation 2
melin bei 37° C.
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(50 m * Einflygs von pH ber 30 minutiger Inkubation der Myoglobinlisungen mit Bromelin
ho

be; o " bet 37° ). 1-Kontrolle (bei 20° C, ohne Inkubation),; 2-bei pH 7,0 ohne Bromelin; 3
7,0 mit Bromelin; 4-bei pH 8,0 ohne Bromelin, 5-bei pH 8,0 mit Bromelin.

Wurden auch Versuche mit 50 wg Bromelin pro ml und pH fir das
» e =

()nl
Rlo = > il g " . .
j bin und Enzymlosungen 7,0 und 8,0 durchgefiihrt. Die Ergebnisse
S¢n l
)

'5s die Verdnderungen des Absorptionsspektrums des Myoglobins

Nti’lr\f \\nl\unr' der verwendeten Enzymlosungen bei pH 8 (Abb. 6) in
A ‘L“\”t‘”]uhcn sind.

din ]lltu]

tejla Tng;lllmlv liegenden Erscheinungen als Ergebnis verschiedener Bestand-
& d Be dingungen zu beteachten sind (Abb. 5).

li()n = Sind gene igt anzunehmen, dass die Verdnderungen in dem Absorp-

e
deg 1 l‘t“lm des Myoglobins durch die Verinderungen der ]\()H[()mlll()]l
) 1“(1\\
o5

‘IEIH})])(} i
N giner
Nsze

retation der Ergebnisse ist durch die Tatsache beschrinkt weil

und die daran anschliessenden Verdnderungen der Chro
Ham zuriickzufiithren sind.
typischen Proteolyse bei diesen verhiltnismi issig kurzen Inku-
5 iten jst kaum zu sprechen. Dies wird auch durch unsere Ergebnisse
Lnt(lxli}l“ €rte von Hydrolysaten bei 280 nm, welche auf keinen signifikanten
By s id zwischen den mit Proteasen behandelten und unbehandelten
Nwiese .,
kgjnnt: Ilnnﬂuss der betreffender Proteasen auf~ die My)glol')in](:'sungm
Nty CUF durch Ausdel hnung der Peptidkette (7) und die teilweise De-

ey i 3 s
Mg und Destruktion der Globinmolekiile und vorldufige oder beg-
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