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Aktivierung der ATP-Spaltung im Warm- und Kaltbliiter-
muskel durch Gefrieren und mechanische Verletzung
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Mit 15 Abbildungen und 4 Tabellen

(Eingegangen am 5. Miirz 1961)

Wihrend des Auftauens von Warmbliittermuskulatur, die unmittelbar
nach dem Tode eingefroren wurde, kommt es hiufig zu einer Taukontraktur.
Sie wird auch als Taurigor bezeichnet. BeNpaLL und MarsE haben zuerst
darauf hingewiesen, daB diese Kontraktur durch die relativ rasche Spaltung
von ATP beim Auftauen bedingt ist. Durch das Gefrieren des Gewebes un-
mittelbar nach dem Tode werden die glykolytischen Prozesse verlangsamt
und bei geniigend groBler Temperatursenkung praktisch fixiert. Das hierbei
noch vorhandene ATP bleibt erhalten und wird erst durch die Temperatur-
erhdhung beim Auftauen unter Entfaltung seiner physiologischen Kontrak-
tionswirkung vollstindig gespalten (1). Im Warmbliitermuskel, speziell beim
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Wal, kann bei dieser Kontraktur etwa 309, des Gewebegewichtes in Form von
Tropfsaft verloren gehen (2). Damit sind erhebliche Verluste an Eiweillen und
Vitaminen verbunden.

Bei der Durchsicht der Literatur tiber den Taurigor und den ATP-Abbau
im gefrorenen Gewebe beim Auftauen (3) gewinnt man den Eindruck, da8
beide Vorginge unerwartet rasch ablaufen, die Geschwindigkeit der ATP-
Spaltung sogar groBer ist als im ungefrorenen Material bei Temperaturen iber
0°C. Es erschien uns wiinschenswert, diesem Problem, das fiir das Studium
biochemischer Gefrierverdnderungen wie fiir die Erarbeitung optimaler Ge-
frierbedingungen gleichermaBen interessant ist, nachzugehen. Es wurden
daher die pH-Werte und die ATP-Spaltung im Muskelgewebe verschiedener
Tierarten im Temperaturbereich zwischen - 20° und —24°C in Abhdngigkeit
von der Zeit post mortem gemessen. Dabei wurde in die Untersuchung auch
die Frage mit einbezogen, inwieweit bei Fischen und Warmbliitern die Tempe-
raturabhingigkeit der ATP-Spaltung unter 0°C iibereinstimmt. Wir hofften,
damit zugleich einen Beitrag zum experimentell im allgemeinen schwer
bearbeitbaren Problem der Enzymaktivitdaten in gefrorenen Geweben leisten
zu konnen.

Material und Methoden

1. Material

Als Material dienten die weie Seitenrumpfmuskulatur von Cyprinus carpio L. und
von Salmo irideus Gibb., der Musculus pectoralis major des Haushuhnes (es handelte sich
um ,,rebhuhnfarbige Italiener*‘), der Musculus extensor digitalis communis vom Rind und
der Musculus psoas vom Rind. Die rote Oberschenkelmuskulatur des Huhnes wurde im
allgemeinen nur zur Bestimmung von Anfangswerten benutzt.

Die Fische wurden zur Beruhigung und Temperaturanpassung einen Tag vor dem
Schlachten in Wasser von + 10° C gebracht. Die Muskelproben wurden zum frithest mog-
lichen Termin nach dem Téten der Tiere entnommen und wie in den einzelnen Versuchs-
reihen angegeben, weiterbehandelt. Beim Rindermuskel konnte die erste Probeentnahme
erst 1 bis 11f, Stunden nach dem Tode der Tiere erfolgen.

Piir die Messung des ATP-Abbaues im Muskel bei verschiedenen Temperaturen
wurden Proben bis zu sinem Gewicht von & g aus dem priparierten Muskel des gerade
getoteten Tieres entnommen, an einer Schnur befestigt und in flitssige Luft getaucht. Die
hart gefrorenen Proben wurden mit Ausnahme der anschlie@end bei —2° C gelagerten in
polyiithylenbeschichtete Cellophanbeutel gepackt, um Austrocknungsverluste bei lingerer
Lagerung zu vermeiden und sogleich ins Gefrierlager gegeben. Bis zum Einbringen ins
Gefrierlager stieg die Temperatur im Innern der Proben nie iiber —80° C an. Die bei
—20 ¢ und —4° C zu lagernden Proben wurden durch rasche Luftumwilzung in einem
kleinen Behiilter, der in das Bad eines Kithlthermostaten (— 2° C) eintauchte und im Fach
der Gefriertruhe (—4° C) innerhalb von einer Stunde auf die Lagertemperatur gebracht,
Eine rasche Temperatureinstellung gerade bei diesen Temperaturen war erforderlich, um
auch bei Lagerzeiten von wenigen Stunden zu brauchbaren Ergebnissen zu kommen. Bei
den Lagertemperaturen iiber 0° C wurden nicht zuvor gefrorene gréBere Muskelproben, die
durch Abdecken mit feuchtem Filtrierpapier vor dem Austrocknen geschiitzt wurden,
verwandt. Die angeschnittenen Auflenschichten wurden bei der spiteren Probenahme
fiir Versuche nicht benutzt. Dadurch wurde die Verschisbung der Werte durch den
rascheren ATP-Abbau vor allen Dingen in den verletzten du3eren Fasern geringer (4). Ins-
gesamtb wurden in dieser Versuchsreihe folgende Lagertemperaturen verwandt: 4- 20°, 4- 59,
+ 20, —20, 49, 80 und —24° C.
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2. Methoden:

Die Messung des Gehaltes an energiereichem labilen Phosphor = ~ P (vorwiegend
ATP und ADP) und des pH-Wertes der Muskelproben erfolgte nach den an anderer Stelle
angegebenen Methoden (4). Kam es darauf an, die ATP-Gehalte und die pH-Werte der
gofrorenen Proben zu ermitteln, wurde mit grofler Sorgfalt darauf geachtet, daB sie erst
beim Zerreiben mit Trichloressigsiiure — wenn es sich um die Bestimmung von ~P
handelte — oder Natriumjodazetatljsung -~ wenn der pH-Wert gemessen wurde — auf-
tauten.

Die Temperaturmessungen wurden mit Thermoelementen (Kupfer-Konstanten
0,6 mm Drahtdurchmesser) durchgefiihrt. Die Temperaturverldufe wurden durch einen
Kompensographen mit einer Punktfolge von 4 sec registriert.

Ergebnisse
1. AT P-Anfangsgehalte

Bei der Durchsicht der in Tab. 1 zusammengestellten Anfangsgehalte
an labilem, energiereichem P in den untersuchten Proben fallen die hohen
Werte fiir den Brustmuskel des Huhnes auf. Sie bestitigen die insbesondere
von LawriE aufgedeckte Beziehung zwischen Myoglobingehalt und bio-
chemischen Eigenschaften (6). Der weille Brustmuskel des Huhnes, der fiir
die kurzen Flatterfliige zu einer groBen Arbeitsleistung in kurzer Zeit befihigt
gein mufB, bedarf eines groBBen Vorrates an energiereichem Phosphat, zumal die
Resynthese iiber die oxydative Phosphorylierung infolge des Mangels an
Myoglobin und vermutlich auch an Mitochondrien recht langsam erfolgen
wird. Die hohen ATP-Gehalte sind bei den maBigen Resynthesemdoglichkeiten
aber auch deshalb besonders giinstig, weil sie dazu beitragen kénnen, daB unter
Beteiligung des MaRsH-BENDALL-Faktors die ATP-Spaltung im Ruhezustand
infolge der Substrathemmung auf das mogliche Minimum herabgesetzt wird (5).

In den roten Oberschenkelmuskeln, die ja bei den schlecht fliegenden
Hiihnern funktionell einer Dauerbeanspruchung gewachsen sein miissen, sind
gute Resynthesemoglichkeiten fiir das labile energiereiche Phosphat wesent-
licher als hohe ATP-Gehalte. Infolgedessen ist es verstandlich, daB hier fiir
den ~P nur etwa halb.so grofie Ausgangswerte gefunden wurden wie im
weilen Brustmuskel (Tab. 1). Da sich die einzelnen Oberschenkelmuskeln
jedoch im Myoglobingehalt und funktionell betrichtlich unterscheiden, wird
das ATP wihrend der Glykolyse in den einzelnen Muskeln mit voneinander
abweichenden Geschwindigkeiten abgebaut. Die kleinen Muskeln, als ,,Ober-
schenkelmuskulatur® zusammengenommen, sind daher fiir eine Auswertung
der Temperaturabhingigkeit der postmortalen ATP-Spaltung ungeeignet.

Bei den Seitenrumpfmuskeln der Fische sowie dem Musculus extensor
digitalis communis und dem Musculus psoas des Rindes betrugen die Werte
fiir den ATP-Anfangsgehalt zwischen 0,3 und 0,55 mg ~P/g Muskulatur. Die
in der Hauptsache nach Literaturangaben an anderer Stelle fir die ATP-
Anfangsgehalte von Siugetier- und Fischmuskeln angegebenen Werte liegen
fiir die Warmbliitermuskeln im gleichen Bereich. Fiir Fischmuskeln finden
sich dagegen in dieser Zusammenstellung auch recht viel niedrigere Werte (7).
Wir nehmen heute an, daB sie zum Teil von erschépften Tieren stammen und
zum anderen Teil auf Fehler, vor allen Dingen zeitlicher Art, bei der Probe-
nahme und Weiterverarbeitung zuriickzufithren sind. Die Hauptursache
dieser Fehlerquelle ergibt sich aus den weiteren experimentellen Befunden.
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Tabelle 1

ATP-Anfangsgehalte

Zeit.
Tierart Muskel mﬁ;kz{g Datum Sncs;fl};ciiz:x
in Stunden

Spiegelkarpfen weille Seitenrumpfmuskulatur 0,30 11. 4. 60 ~ 0,1
Spiegelkarpfen weille Seitenrumpfmuskulatur 0,39 3. 3. 60 ~0,1
Spiegelkarpfen weille Seitenrumpfmuskulatur 0,54 17. 2. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle | weile Seitenrumpfmuskulatur 0,48 30. 3. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle weifle Seitenrumpfmuskulatur 0,48 19. 2. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle weille Seitenrumpfmuskulatur 0,38 19. 2. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle weile Seitenrumpfmuskulatur 0,45 22. 3. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle | weile Seitenrumpfmuskulatur 0,43 22. 3. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle | weille Seitenrumpfmuskulatur 0,54 22. 3. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle | weile Seitenrumpfmuskulatur 0,40 3. 5. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle | weile Seitenrumpfmuskulatur 0,40 3. 5. 60 ~ 0,1
Regenbogenforelle weille Seitenrumpfmuskulatur 0,44 24. 5. 60 ~ 0.1
Rind Musc. extensor digit. com. 0,37 14. 3. 60 ~1
Rind Musc. extensor digit. com. 0,40 28. 3. 60 ~ 1
Rind Muse. extensor digit. com. 0,38 9. 5. 60 ~1
Rind Musec. extensor digit. com. 0,34 4. 4. 60 ~1
Rind Musec. psoas 0,31 18. 7. 60 ~1
Rind Musec. psoas 0,33 20. 6. 60 ~ 1
Haushuhn Musc. pectoralis major 0,69 12. 7. 60 ~ 0,1
Haushuhn Musc. pectoralis major 0,86 5. 7. 60 ~ 0,1
Haushuhn Musec. pectoralis major 0,63 14, 7. 60 ~ 0,1
Haushuhn rote Oberschenkelmuskeln 0,27 12. 7. 60 ~ 0,56
Haushuhn rote Oberschenkelmuskeln 0,28 5.7. 60 ~ 0,6
Haushuhn rote Oberschenkelmuskeln 0,23 14. 7. 60 ~ 0,8

2. AT P-Abbau im frisch entnommenen, ungefrorenen Muskelblock und im
aufgetauten Muskelblock

Die bereits von anderen Autoren bei der Taukontraktur und in eigenen
Versuchen zur Ermittlung des Anfangsgehaltes an ~P in verschiedenen
Muskeln erhaltenen Ergebnisse lieBen vermuten, dafl nach dem Auftauen eine
raschere Nukleotidspaltung erfolgt als im ungefrorenen Gewebe. Zur Nach-
prifung dieser Annahme wurde nach dem Tode der Tiere der ATP-Abbau
im Muskelstreifen von Regenbogenforellen, Karpfen und im Muskelstreifen
aus dem Musculus psoas des Rindes nach dem Einfrieren in flissiger Luft
und nach ibereinstimmenden Gefrierlagerzeiten im gefrorenen und im aufge-
tauten Zustand mit dem ATP-Abbau im Muskelstreifen desselben Tieres ver-
glichen, der bei 4 10°C gelagert wurde. Der enzymatische Abbau der energie-
reichen Phosphatverbindungen wurde durch Zusatz von Trichloressigsiure
vor dem Zerreiben der Muskelproben unterbunden. Die erhaltenen Ergebnisse
sind in Tab. 2 zusammengestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dafi das Ein-
frieren in fliissiger Luft — also mit grofler Gefriergeschwindigkeit — praktisch
mit keinem ATP-Verlust verbundenist. Auch wihrend derrelativ kurzen Lager-
zeit von einem Tage findet bei —190°C erwartungsgemil kein ATP-Abbau
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Tabelle 2

ATP-Abbau im Muskelstreifen vom Seitenrumpfmuskel des Karpfens und der Regenbogen-

forelle sowie vom Musculus psoas des Rindes nach dem Einfrieren in fliissiger Luft im

gefrorenen und im aufgetauten Zustand, verglichen mit dem ATP-Abbau im analogen

Muskelstreifen (bei Fischen Filet der anderen Seite) desselben Tieres, der bei -- 10° C
gelagert wurde.

Trichloressigsiure- mg ~ P/g Muskelgewebe

Muskel von zugatz gefroren u.

nach dem Tode ungefroren gefroren aufgetaut
Spiegelkarpfen 10 min 0,46 0,46 —
Spiegelkarpfen 36 min 0,42 0,46 0,11
Spiegelkarpfen 5,6h 0,51 0,63 0,03
Spiegelkarpfen 25 h 0,25 0,46 0,07
Regenbogenforelle 11 min 0,32 0,36 —
Regenbogenforelle 36 min 0,30 0,35 0,06
Regenbogenforelle 53h 0,30 —_ 0,02
Regenbogenforelle 24 h 0,02 0,36 0,02
Rind 1 h 0,29 0,30 —
Rind 1,6h 0,24 0,29 0,24
Rind 4 h 0,23 0,26 0,20
Rind 24 h 0,05 0,28 0,22

statt. Dagegen ist in den gefrorenen und dann sofort aufgetauten Fisch-
proben bereits etwa eine halbe Stunde nach dem Tode der GroBteil der labilen
energiereichen Phosphate gespalten. Im ungefrorenen Muskel haben sie zu
diesem Zeitpunkt erst unwesentlich abgenommen.

Im Rindermuskel wird das ATP nach Auftaubeginn wesentlich langsamer
gespalten als im Fischmuskel; wie Abb. 1 erkennen liBt, sind noch zwei
Stunden nach Auftaubeginn ~ 409, des ATP-Anfangsgehaltes vorhanden.
Durch das Gefrieren und Auftauen bei 4 10°C wird das ATP im Musculus
psoas des Rindes etwa 5mal so schnell hydrolysiert wie im nicht gefrorenen
Muskel bei derselben Temperatur (Tab. 2 und Abb. 1). Im Karpfen- und
Forellenmuskel beschleunigen Gefrieren und Auftauen den Zerfall des energie-
reichen Phosphates etwa 50—200fach.

Es ergibt sich somit, daf das Einfrieren von Muskelgewebe in fliissiger
Luft zur ,,Fixierung® des Nukleotidbestandes nur dann sinnvoll ist, wenn es
bis zur Inaktivierung der beteiligten Enzyme z. B. durch Trichloressigsidure
nicht zu einer Temperaturerhdhung — selbst von kurzer Daner — kommt. Taut
das Gewebe auf, so werden die energiereichen Phosphate im Vergleich zu
denen der ungefrorenen Proben beschleunigt hydrolysiert. Die Unkenntnis
dieser Zusammenhinge kann insbesondere bei analytischen Phosphatbe-
stimmungen am lebendfrischen Fischmuskel zu schweren Fehlern fiihren. Es
ist zu fragen, ob die offenbar durch das Einfrieren bzw. Auftauen des Muskel-
gewebes bedingte Verdnderung der Reaktionsgeschwindigkeit der Nukleotid-
spaltung sich bereits bei Temperaturen unterhalb des Gefrierbeginns bemerk-
bar macht. Dariiber sollte die folgende Versuchsreihe Auskunft geben.
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Abb. 1. ATP-Abbau und pH-Werte im aufgetauten Muskelstreifen vom Musculus psoas des Rindes. Der
Muskelstreifen wurde in fliissiger Luft gefroren, anschlieBend einen Tag bet —18°C gelagert und dann bei
+ 10°C aufgetaut. ATP-Gehalte x, pH-Werte (.

3. AT P-Abbau im Muskel bei verschiedenen Temperaturen

MaBgeblich fir die Planung der Versuchsdurchfithrung war die Frage-
stellung, ob das ATP im normalen Muskelgewebe iiber 0°C langsamer ge-
spalten wird als im gefrorenen Gewebe des gleichem Materials in der Nihe
des Gefrierbeginns. Um im Gefrierbereich vergleichbare MeBergebnisse zu
erhalten, erschien es uns notwendig, die Temperatur in allen Fillen rasch zu
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Abb, 4, Gehalte an ~ P in Streifen aus dem Musculus pectoralis major zweier Haushithner (x und ()
4 Stunden (——) und 24 Stunden (-------) nach dem Tode in Abhiingigkeit von der Temperatur.

senken, die Einfrierbedingungen konstant zu halten und insbesondere bei
moglicherweise auftretenden groBen Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die
ATP-Spaltung in der Néhe des Gefrierbeginns moglichst schnell auf die ge-
wiinschte Lagertemperatur einzustellen. Durch das Eintauchen der Proben
in fliissige Luft wurden ohne ATP-Verluste und ohne schwerwiegende Folgen
von Unterkiihlungseffekten geeignete Einfrierbedingungen geschaffen (s. S. 2).

Oberhalb der Temperatur des Gefrierbeginns wurde am gleichen, aber
ungefrorenen Muskelmaterial gemessen.

In den Abb. 2 bis 5 sind die zu 2 oder 3 verschiedenen Zeitpunkten nach
dem Tode ermittelten ATP-Gehalte (bezogen auf den Anfangsgehalt) im
Karpfen- (Abb. 2), Forellen- (Abb. 3), Hithner- (Abb. 4) und Rindermuskel
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(Abb. 5) dargestellt. Es wird deutlich, daB in den weiBen Seitenrumpfmuskeln
der Fische der ATP-Abbau bei —4° und —2°C wesentlich rascher verlduft
als im ungefrorenen Muskel bei 4 10°C. Im Temperaturbereich des Gefrier-
beginns wird somit die ATP-Spaltung in den weiBen Muskeln von Forelle und
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Abb. 5. Gehaite an ~ P in Streifen aus dem Musculus psoas ( x ) und demMusculus extensor digitalis communis
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Karpfen im gefrorenen Zustand stark aktiviert. Dieser Aktivierungseffekt
wurde dagegen im Musc. pectoralis major des Huhnes (Abb. 4) und im Rinder-
.muskel (Abb. 5) nicht beobachtet. Bei den beiden Warmbliitern wurde die
normalerweise zu erwartende Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit
sinkender Temperatur gefunden.

Um zu genaueren Vorstellungen iiber die Verinderungen der Raktions-
geschwindigkeiten in Abhingigkeit von der Temperatur zu kommen, sollte
bekannt sein, nach welcher Ordnung die enzymatische ATP-Spaltung im
Muskelgewebe erfolgt. Wie die in Abb. 6 gewahlte halblogarithmische Dar-
stellung des ATP-Abbaues im Musculus extensor digitalis communis des
Rindes in den ersten 100 Stunden nach dem Tode bei Lagertemperaturen von
—80, 40 .20 (9 20 yund 4-20°C erkennen liBt, folgt die ATP-Hydrolyse
offenbar dem Schema einer monomolekularen Reaktion. Auch die fiir Hithner-,
Karpfen- und Forellenmuskel in Abhingigkeit von der Zeit nach dem Tode
ermittelten ATP-Werte waren fiir eine bestimmte Temperatur und Tierart
am besten als Ergebnisse einer nach der ersten Ordnung verlaufenden Reaktion
zu interpretieren. Die unter Zugrundelegung eines formal monomolekularen
Reaktionsablaufes ermittelten Geschwindigkeitskonstanten kdnnen bei den
stark streuenden MeBwerten nur angenéhert als richtig gelten. Sie sind aber
sicher nicht so ungenau, daB die aus ihrer GroBe gezogenen und nunmehr zu
diskutierenden SchluBfolgerungen zweifelhaft waren. Die Geschwindigkeits-
konstanten wurden fiir die Warmbliitermuskeln in Abb. 7 und fir die Fisch-
muskeln in Abb. 8 in Abhingigkeit von der Temperatur eingezeichnet. Bei der
gewahlten halblogarithmischen Darstellung erkennt man, daB sich der Verlauf
der Reaktionsgeschwindigkeiten (bei gleicher ATP-Ausgangsmenge) im
Temperaturbereich von —8° bis —0,8°C und von —0,8? bis --20°C jeweils
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Abb 27, Geschwindigkeitskonstanten (K) fiir den ATP-Abbau im Musculus extensor digitalis communis des
Rindes (x) und im Musculus pectoralis major des Hanshuhnes () in Abhingigkeit von der Temperatur
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durch eine Gerade darstellen li8t. Lediglich beim Rindermuskel wurden
unterhaib von —4°C groflere Geschwindigkeitskonstanten ermittelt als nach
dem bisherigen Verlauf unterhalb des Gefrierbeginns zu erwarten gewesen
wiren. Es wird deutlich, daB sich bei etwa —1°C, also bei Gefrierbeginn des
Muskelgewebes, der Reaktionsmechanismus fiir die ATP-Spaltung stark ver-
gndert. Aus dem Verlanf der Kurvenabschnitte oberbalb und unterhalb der
Temperatur des Gefrierbeginns folgt, daB die Reaktionsgeschwindigkeiten
fiir die beiden verglichenen Muskeln jeder Abbildung (7 und 8) angendhert
dieselbe Temperaturabhiangigkeit besitzen. Im Temperaturbereich zwischen
0 und 20°C wurden fiir den ATP.Abbau folgende Q,,-Werte errechnet: fiir den
Karpfenmuskel 2,62, fir den Forellenmuskel 2,64, fir den Musc. extensor
digitalis communis -des Rindes 1,66, fiir den Musc. pectoralis major des Huhnes
1,40. BENDALL ermittelte fiir den ATP-Abbau im Kaninchenmuskel bei
-+20°C einen Q,o-Wert von 1,63 (9). Fiir die postmortalen pH-Verinderungen
im Rindermuskel im Temperaturbereich zwischen 7 und 33°C wurden von
MarsH ebenfalls Q,;,-Werte unter 2 bestimmt (10).
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Abb, 8. Geschwindigkeitskonstanten (K) fiir den ATP-Abbau im weiBen Seitenrumpfmuskel vom Splegel-
karpfen (%) und Regenbogenforelle {©) in Abhiingigkeit von der Temperatur

Im Temperaturbereich wenig unter —1°C wird auch in dieser Darstellung
(Abb. 8) die bei Fischen schon weiter oben erkannte starke Aktivierung der
ATP-Spaltung durch das Gefrieren deutlich. Nur um die Gré8enordnung zu
charakterisieren, sei erwahnt, da wir im Bereich zwischen —2 und —49C
fir Karpfenmuskel einen Q,y-Wert von ~ 400 und fiir Regenbogenforelle von
~ 1000 ermittelten. Im Rindermuskel betrug der berechnete Wert etwas iiber
2000 und fiir Hithnermuskel im Temperaturbereich zwischen —29 und —8°C
gogar fiber 7000. Derart hohe Temperaturquotienten sind unseres Wissens bei
enzymatischen Reaktionen nur dann berechnet worden, wenn in dem be-
treffenden Temperaturbereich das Enzymeiweill denaturierte (8). Es erscheint
uns schwer vorstellbar, daf mit Gefrierbeginn die fiir die ATP-Spaltung ver-
antwortlichen fibrilliren Muskelproteine denaturieren und darauf die hohen

8
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Qqo-Werte zuriickzufithren sind. Wir vermuten vielmehr, dall die mit Gefrier-
beginn einsetzende Umstellung des Reaktionsmechanismus und die zur Ein-
stellung des neuen Gleichgewichtszustandes erforderlichen Temperatur- und
Zeitbedingungen dafiir verantwortlich sind. Die Reaktion sollte nach Ein-
stellung des neuen Reaktionsmechanismus mit kleineren, fiir enzymatische
Vorginge typischen Temperaturquotienten weiterlaufen. Dall dieses der Fall
ist, koénnte fiir Rindermuskel aus dem deutlich flacher werdenden Kurven-
verlauf fir die Geschwindigkeitskonstanten unterhalb von —4°C (Abb. 7)
entnommen werden. Bei den iibrigen Muskeln ist dieser neue Gleichgewichts-
zustand bei —8°C offenbar noch nicht erreicht. Insgesamt sind die Vorgénge
in den viele Komponenten und Strukturen enthaltenden Muskelfasern natiir-
lich weit komplizierter und kinetisch schwerer zu deuten als etwa in einfachen
Zweistoffsystemen. Die Reaktionen kénnen durch Permeabilitdatsveranderun-
gen, wie sie beim Gefrieren von Zellen hiufig beobachtet wurden, grundlegend
umgestaltet werden. Hinzu kommt, daB durch das Gefrieren mit sinkender
Temperatur die wisserige Phase mehr und mehr abnimmt und damit Hand
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Abb. 9. Enzymatische Spaltung des ~P in der Seitenrumpfmuskulatur des Karpfens bei -8°C (x) und
—24° C () in Abhingigkeit von der Gefrierlagerzeit

in Hand die Tonenkonzentration zunimmt. Beide Vorginge werden die
Reaktionsgeschwindigkeit, zumindest in. gewissen Temperaturbereichen,
starker beeinflussen als die in diesem Bereich erfolgte Temperaturverdnderung.
Im aufgetauten Gewebe wird der durch das Gefrieren in Kraft getretene neue
Reaktionsmechanismus, der offenbar auch nach der Stabilisierung noch héhere
Temperaturquotienten besitzt als der im ungefrorenen Gewebe titige, auch
bei Temperaturen iiber 0°C noch wirksam sein. Damit wird verstandlich, da8:
wohl im aufgetauten Warmblittermuskelgewebe, aber nicht im gefrorenen, die
Reaktionsgeschwindigkeit fiir die ATP-Spaltung groBer ist als im nicht ge-
froren gewegenen und damit véllig intakten Gewebe bei derselben Temperatur.
Bei den Fischmuskeln werden die Verhiltnisse dadurch zunachst komplizierter,
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Abb. 10, Enzymatizche Spaltung des ~P in der Seitenrumpfmuskulatur der Regenbogenforelle bei —8° C (x)
und —24° C () in Abhingigkeit von der Gefrierlagerzeit
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Abb, 11, Enzymatische Spaltung des ~P im Musculus pectoralis major des Huhnes bei —8* (x) und —24°C
() in Abhingigkeit von der Gefrierlagerzelt

daB die beiden Reaktionsmechanismen durch den Gefriervorgang bedingt,
sich anscheinend beziehungslos ablésen, ohne Ubergang im Gegensatz zum
Rindermuskel und mit ganz unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten
bei der Temperatur des Gefrierbeginns.

Um abzuschitzen, nach welcher Gefrierlagerzeit noch mibt einer Tau-
kontraktur zu rechnen ist, wurden die fiir die einzelnen Muskeln und Lager-
temperaturen —8¢ und —249C ermittelten ATP-Gehalte in Abhingigkeit
von der Lagerzeit dargestellt (Abb. 9—12). Wenn man beriicksichtigt, daB ein
kleiner Teil des Nukleotids an die Muskelproteine gebunden ist und nicht
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Abb, 12, Enzymadtische Spaltung des ~P im Rindermuskel bei —8° { X) und —24°C (Q) in Abhingigkeit von
der Gefrierlagerzeit

enzymatisch gespalten wird, ergibt sich, daB bei —8°C die ATP-Hydrolyse
im Forellenmuskel bereits nach 10 Tagen, im Musculus pectoralis major des
Huhnes sowie im Karpfenmuskel nach 20 Tagen und im Rindermuskel (Muscu-
lus psoas und Musculus extensor digitalis communis zusammengenommen) —
hier offenbar mit Unterschieden von Muskel zu Muskel — nach etwa 25 Tagen
abgeschlossen ist. Bei einer Lagertemperatur von —24°C wurde nach Lager-
zeiten bis zu einem halben Jahr bei relativ stark streuenden MeBwerten noch
der GroBteil des unmittelbar post mortem vorhandenen energiereichen Phos-
phates wiedergefunden.

Wie bereits frither festgestellt wurde (4, 9, 10), besteht bei den postmortalen
Vorgingen im Muskel eine enge Beziehung zwischen ATP-Abbau und pH-
Senkung. Auch hier ergab sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen be-
schleunigtem ATP.Abbau im Fischmuskel bei Gefrierbeginn und rascher pH-
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Abb. 13, pH-Wert in Streifen aus den weiBen Scitenrumpfmuskeln zweier Earpfen (O und x) einen Tag nach
dem Tode in Abhingigkeit von der Lagertemperatur
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Senkung (Abb. 13). Unterhalb des Gefrierbeginns ist ebenfalls die Abnahme
des ATP-Gehaltes mit einem mefbaren Absinken des pH-Wertes gekoppelt
(Abb. 14). Es ergibt sich somit, dal} die postmortale Glykolyse im negativen
Temperaturbereich weiterlaiuft und jhre Reaktionsgeschwindigkeit mit
sinkender Temperatur auBerordentlich stark verlangsamt wird.
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Abb. 14, Verfiinderung des pH-Wertes in Streifen aus dem weiBen Seltenrumpfmuskel des Karpfens bel
—8°% C {x) und ~—24° C () in Abhiingigkeit von der Lagerzeit

4. AT P-Abbau im zerkleinerten und unzerkleinerten Muskelgewebe

Wie bereits weiter oben gezeigt wurde, diirfte mit dem Gefrierbeginn der
Reaktionsmechanismus fiir die ATP-Spaltung im Muskel sich verdindern. Es
ist naheliegend daran zu denken, daB es sich hierbei um einen ,,Verletzungs-
offekt handelt. Damit ist gemeint, da die durch das Gefrieren bedingte
Verletzung des Gewebes die ATP-Spaltung im Fischmuskel stark aktiviert,
wihrend sie die Reaktionsgeschwindigkeit im Rindermuskel erst bei Tempe-
raturen iber 0°C erhoht. (Abb. 1)

Falls unsere Annahme stimmt, sollten sich beim Vergleich des ATP-
Abbaues itber 0°C im zerkleinerten und intakien Muskelstreifen von unter-
suchten Kalt- und Warmbliitern wesentliche Unterschiede ergeben. Wie
Tabelle 3 lehrt, sind bei Karpfen, Regenbogenforelle und Rindermuskel die
Anfangswerte fiir den ATP-Gehalt wenige Minuten nach Muskelentnahme im
Muskelstreifen und Muskelbrei fast gleich groff und betragen 0,3—0,5 mg ~P/g
Muskel. Bereits eine halbe Stunde spater ist bei den Fischen das gesamte
energiereiche Phosphat im Muskelbrei bei +20°C abgebaut, wihrend es im
Muskelstreifen noch kaum abgenommen hat. Beim Rindermuskel hat dagegen
auch der Muskelbrei nach einer halben Stunde nur wenig an enzymatisch
spaltbarem energiereichen Phosphat verloren. Nach einer Lagerzeit von
5,5 Stunden bei + 5°C waren in Muskelstreifen von Rind und Fisch und im
Muskelbrei vom Rindermuskel noch betrachtliche Mengen an labilem ~P
vorhanden. Beim Rindermuskel ist also auch die Aktivierung der ATP-
Spaltung durch Zerkleinerung wesentlich geringer als beim Fischmuskel.

Die durch Gefrieren und Zerkleinerung. bedingten ,,Verletzungseffekte*
beruhen offenbar auf einer Zerstorung oder Inaktivierung des MARSH-BENDALL-
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Tabelle 3

ATP-Abbau und pH-Werte im Muskelbrei und Muskelstreifen vom Seitenrumpfmuskel
des Karpfens, der Regenbogenforelle und vorn Musculus psoas des Rindes bei 4 5°C in
Abhéingigkeit von der Zeit nach dem Tode

Muskel Zoit nach dem Muskelbrei Muskelstreifen
1 *

vom Tode in Stunden) mg~P/gMuskel | pH-Wert | mg~P/gMuskel | pH-Wert
o 0 0,30 7,00 0,32 7,08
go‘a 0,5 0,04 6,88 0,28 7,00
A5 5,5 0,00 6,88 0,26 7,00
w M 24 0,02 6,86 0,16 6,89

a

$ o 0 0,25 7,05 0,48 7,10
2 ;2 0,5 0,02 6,90 0,43 7,00
g 8 5,5 0,04 6,90 0,37 7,00
é" 24 0,00 6,90 0,08 6,90
0 0,29 6,80 0,30 6,88
'g 0,5 0,27 6,48 0,29 6,78
= 5,5 0,18 6,10 0,24 6,49
21 0,03 5,71 0,06 5,88

Faktors (Erschlaffungsfaktor). Die in der ruhenden lebenden Muskelfaser
durch seine Mitwirkung auf Distanz gehaltenen Aktin- und Myosinfilamente
gleiten in den assoziierten Zustand zuriick. Wahrend zuvor nur die L-Myosin-
ATP-ase wirksam war, ist jetzt die Aktomyosin-ATP-ase mit ihrer weit
groBeren Aktivitat (11) wirksam. Die Befunde machen wahrscheinlich, daf3
die Vorginge, die zum Unwirksamwerden des Erschlaffungsfaktors durch
»Verletzung und zu allen Folgeerscheinungen fithren, in den untersuchten
Fischmuskeln rascher und u. U. auch vollstindiger ablaufen als im Warm-
bliitermuskel. Damit stimmt iiberein, daB man bei der Extraktion von
Karpfenmuskel mit KCl-Losung ~ also nach der Zerkleinerung — bei pH 7,1
und z 0,35 nur Aktomyosin erhilt, wahrend man unter denselben Bedingungen
aus Kaninchenmuskel Aktomyosin und Myosin gewinnt (12). ’

Als Ursache fiir die Hemmung des Erschlaffungsfaktors kommt die
Einwanderung von Ca-Ionen in das Innere der Muskelfasern in Betracht. Man
nimmt bekanntlich an, dal auch bei der Muskelkontraktion Catt von der
Fasermembran her eindringen, den MarsH-BENDALL-Faktor inaktivieren und
dadurch die aktive Muskelbewegung auslésen. Die Annahme eines einfachen
Diffusionsprozesses fiir die Ca-Wanderung erscheint allerdings recht zweifel-
haft. MUELLER zeigte, dafl bereits 10— mmol freies Ca/ml in Gegenwart von
3-102 mmol ATP/ml den Erschlaffungsfaktor hemmen (15). Es ist anzu-
nehmen, daB beim Gefrieren und Zerkleinern von Muskelfasern die Permeabili-
tat der Fasermembran verandert wird. Dieser ,,Verletzungseffekt* kénnte den

*) Boim Rindermuskel nach der Praparation des Muskels, die etwa eine Stunde nach
dem Tode erfolgte
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Zutritt der Cat+ zum Faserinneren ermdglichen und somit iiber die Inakti-
vierung des MArsH-BENDALL-Faktors die Umwandlung der L-Myosin-ATP-ase
in die Actomyosin-ATP-ase bewirken. Es ist ferner denkbar, dall diese
Permeabilititsverinderungen sich bei den Muskelfasern von Kalt- und Warm-
blittern unterschiedlich auswirken, wie das z. B. beim Gefrieren von Erythro-
zyten verschiedener ‘Warmbliiterarten festgestellt wurde (16).

Moglicherweise unterscheiden sich dariiber hinaus auch die Transport-
vorgiange fiir das Ca innerhalb der Muskelfasern weit entfernter Tierarten
betrachtlich. Damit waren uns méglich erscheinende Ursachen fiir die unter-
schiedliche Auswirkung des ,,Verletzungseffektes“ in Warm- und Kaltbliiter-
muskeln aufgezeigt.

Man konnte die Bildung des Aktomyosinkomplexes im Sinne der von
Norp aufgestellten Desaggregations-Aggregations-Hypothese deuten (17).
Jedoch diirfte damit fiir die kausale Analyse des beobachteten Phinomens
wenig gewonnen werden.

&. AT P-Gehalte im Sifwasserfisch nach dem Einfrieren

Dije Ergebnisse iiber die Temperaturabhingigkeit der ATP-Spaltung im
Gefrierbereich lassen erwarten, dal beim Gefrieren von isolierten Warm-
blitermuskeln unmittelbar nach dem Tode, etwa im bewegten Luftstrom,
noch ein groBer Teil des ATP erhalten bleibt. Beim Auftanen kommt es dann
hiufig zur Taukontraktur. Der in situ belassene Warmbliitermuskel, der an
verschiedenen Skeletteilen in seiner Lage mehr oder weniger fixiert ist, zeigt
jedoch eine weniger ausgeprigte Taukontraktur als der isolierte (13). An
warmen Rindervierteln, die sofort nach dem Schlachten in einem Gefrier-
tunnel bei —35°C und einer Windgeschwindigkeit von ~ 1,25 m/sec gefroren
wurden, fand man, dal bei Thnen die Totenstarre bereits begonnen hatte,
bevor sie durchgefroren waren (14). In Rindervierteln, die unter derzeit meist
iiblichen Bedingungen gefroren und gelagert werden, ist daher nicht mit einer
Taukontraktur zu rechnen.

Da bei den untersuchten Siiwasserfischen die ATP-Spaltung bei Ge-
frierbeginn wesentlich rascher als im Warmblitermuskel verlduft, sind bei
vergleichbaren Dimensionen und infolgedessen auch vergleichbaren Gefrier-
geschwindigkeiten die ATP-Verluste im Fischmuskel grofler als im Warm-
blittermuskel. Das wird insbesondere der Fall sein, wenn Forellen und Karpfen
unmittelbar nach dem Tade, z. B. in dicken Bltcken, gefroren werden. Beim
Gefrieren von kleineren Einzelfischen, speziell von Forellen, ist zu bedenken,
daB infolge der relativ geringen Schichtdicken die Gefriergeschwindigkeit
recht grof sein wird. Genaueren Einblick in die ATP.Verluste beim Gefrieren
dieser Fische sollten einige orientierende Versuche ergeben. In der Seiten-
rumpfmuskulatur der Regenbogenforelle von ~ 250 g Gewicht mit einem
mittleren Anfangsgehalt von 0,47 mg ~P/g Muskel wurde unmittelbar nach
dem Gefrieren im Luftstrom von —24° bis —259C bei einer Windgeschwindig-
keit von etwa 0,5 m/sec noch im Mittel ein Gehalt von 0,28 mg ~P/g Muskel
festgestellt.

In Abb. 15 ist der Temperaturverlauf bei einem Spiegelkarpfen von
1,4 kg Gewicht und einer Regenbogenforelle von 260 g Gewicht unter den
angegebenen Gefrierbedingungen fiir je drei MeBstellen dargestellt. Die zu-
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gehorigen ATP-Anfangsgehalte und die nach einer Gefrierdauer von sechs
Stunden erhaltenen ATP-Endgehalte sind aus Tabelle 4 zu erschen.

Unter diesen ausgewihlt giinstigen To6tungs-, Verarbeitungs- und Ge-
frierbedingungen wird nach dem Gefrieren in beiden Fallen noch etwa die
Hilfte des ATP-Anfangsgehaltes gefunden. In der Praxis der Hochseefischerei,
d. b. beim Gefrieren auf See, sind die Fang-, Totungs- und Bebandlungs-
bedingungen der Fische bis zum Gefrieren wesentlich ungiinstiger. Falls der
ATP-Abbau im Seefischmuskel durch das Gefrieren im Temperaturbereich
zwischen —0,8 und —5°C im gleichen MaBe aktiviert wird wie beim Karpfen
und bei der Regenbogenforelle, diirften nach dem Gefrieren nur noch geringe
Mengen an ATP vorhanden sein.
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Abb, 15, Temperaturverlauf in einem Spiegelkarpfen von 1,4 kg Gewicht und in einer Regenbogenforelle

von 0,26 kg Gewicht, die unmittelbar nach dem Tode bei einer Lufttemperatur tf, = —22°C und einer mitt-

leren Windgeschwindigkelt von 0,5 m/sec eingefroren wurden. Die Skizzen 1, 2 und 3 geben mafiatabgerecht

(1:12,5) die Umrisse des zu den 3 MeBstellen am Karpfen gehdrenden Querschnittes wieder. Die Skizzen 4, 5

und 6 sind die entsprechenden Querschnittsbilder fiir die drei MeBstellen der Regenbogenforelle. Die Pfeilspitze
zeigt jeweils die Lage der Spitze des eingefiihrten Thermoelementes an

Bei Rotbarschfilets, welche nach Angabe der Schiffsbesatzung eine Stunde
nach dem Einhieven des Netzes in Platten von 6 em Dicke gefroren wurden
(Gefrierdauer im Kontaktschrank knapp 2 Stunden, Kerntemperatur —21°C),
wurden nach einer Gefrierlagerung von 14 Tagen bei —24° C nur Werte
zwischen 0,04 und 0,13 mg ~P/g Muskulatur gemessen. Das bedeutet, dal
beim Auftauen industriell an Bord gefrorener Fische oder Filets mit keiner
oder nur mit einer ebenso geringfiigigen Taukontraktur zu rechnen sein wird,
wie wir sie bereits bei Karpfen beschrieben haben (4).

Infolge der groBen Labilitét des energiereichen Phosphates im gefrorenen
Fischmuskel bei Temperaturen bereits unterhalb des Gefrierbeginns erscheint
es durchaus denkbar, es bei unmittelbar nach dem Tode eingefrorenem Fisch-
muskelgewebe als Indikator fiir untraghare Temperaturschwankungen oder
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Tabelle 4

ATP-Gehalte in der Seitenrumpfmuskulatur eines Spiegelkarpfens von 1,4 kg Gewicht und
einer Regenbogenforelle von 0,26 kg Gewicht unmittelbar nach dem Tode sowie nach einer
Gefrierdauer von 6 Stunden bei einer Windgeschwindigkeit von 0,6 m/sec (s. Abb. 15)

ATP-Gehalt in mg ~P/g Muskulatur

Figchart MeBstelle . nach einer Gefrierzeit
vor dem Gefrieren
; von 6 Stunden
Spiegelkarpfen 1 0,35 0,14
Spiegelkarpfen 2 0,43 0,16
Spiegelkarpfen 3 0,40 0,27
Regenbogenforelle 4 0,64 0,28
Regenbogenforells 5 0,55 0,24
Regenbogenforelle 6 0,55 0,21

einmalige Temperaturerhéhungen in Gefrierrsumen verwenden zu kénnen.
Es sollte dann allerdings ein geeignetes Modellsystem entwickelt werden, das
demselben oder einem &hnlichen Wirkungsprinzip gehorcht.

Es hat sich somit ergeben, daB bei Gefrierbeginn wesentliche biochemische
Vorginge im Fischmuskel beschleunigt ablaufen. Manche Beobachtungen wei-
sen darauf hin, da8 auch Folgereaktionen, wie z. B. die Desaminierung des
gebildeten Adenosinmonophosphates, betrachtlich aktiviert werden. Es muB
daher zweifelhaft erscheinen, daB Lagertemperaturen knapp unterhalb des
Gefrierbeginns fiir Fisch im Vergleich zu Lagertemperaturen von ungefrorenem
Fisch unmittelbar oberhalb des Gefrierbeginns giinstiger beurteilt werden
konnen. Um hier zu einem eindeutigen Ergebnis zu kommen, miiBite allerdings
auch die bakteriologische Seite des Problems in die Untersuchungen mit ein-
bezogen werden.

Zusammenfassung

Die postmortalen Verinderungen des ATP-Gehaltes und des pH-Wertes wurden im
isolierten Musculus psoas und Museulus extensor digitalis communis des Rindes, im
Musculus pectoralis major des Haushuhnes und im weien dorsalen Seitenrumpfmuskel
von Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio L.) und Regenbogenforelle (Salmo irideus Gibb.)
in Abhingigkeit von der Temperatur und Zeit gemessen.

Die AT P-Anfangsgehalte, ausgedriickt als labiler energiereicher P (~P), waren mit
Werten zwischen 0,59 und 0,86 mg ~P/g Muskulatur im weiBen Brustmuskel des Huhnes
besonders hoch. In den roten Oberschenkelmuskeln erreichten sie nur etwa die Hilfte
dieser Werte. In den Rindermuskeln und in den weiBen Seitenrumpfmuskeln der Fische
wurden Anfangsgehalte zwischen 0,3 und 0,55 mg ~P/g Muskulatur gemessen.

Beim Einfrieren von Muskelstreifen in flissiger Luft traten keine Verluste an energie-
reichem Phosphat auf, dagegen war es in den Fischmuskeln nach dem Auftauen in Luft
bei - 20° C véllig gespalten; im ungefrorenen Muskelstreifen hatte der ATP-Gehalt zu
diesem Zeitpunkt (!/, Stunde nach dem Tode) bei -+ 10° C nur unwesentlich abgenommen.
Beim Auftauen von Rindermuskel wurde das ATP unter den angegebenen Bedingungen
wesentlich langsamer gespalten als im aufgetauten Fischmuskel. Allerdings wurde es im
aufgetauten Musculus psoas des Rindes etwa 5mal so schnell hydrolysiert: wie im nicht
gefrorenen Muskel; im Fischmuskel lag der Beschlounigungsfaktor zwischen 50 und 200.
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In den weilen Seitenrumpfmuskeln von Karpfen und Regenbogenforelle verlief der
ATP-Abbau bei — 2° und — 4° C wesentlich rascher als im ungefrorenen Muskel bei + 10°C.
Diese auBBerordentliche Aktivierung der ATP-Spaltung bei Gefrierbeginn konnte im Rinder-
und Hiihnermuskel nicht gefunden werden. )

Die Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeiten in Abh#ngigkeit von der Temperatur
148t erkennen, daB bei allen untersuchten Muskeln der im positiven Temperaturbereich
wirkende Reaktionsmechanismus fiir die ATP-Spaltung bei Gefrierbeginn durch einen
anderen abgelést wird. Fiir den Temperaturbereich zwischen 0°und -+ 20° C wurden folgende
Q- Werte berechnet: Karpfenmuskel 2,5, Forellenmuskel 2,6, Musculus extensor digitalis
communis des Rindes 1,7, Musculus pectoralis major des Huhnes 1,4. Zwischen —2° und
—49C wurden fiir die Muskeln Q,,-Werte zwischen 400 und 7000 ermittelt. Bei einer Lager-
temperatur von —8° C war die enzymatische Hydrolyse des ~P im Forellenmuskel
bereits nach 10 Tagen, im Musculus pectoralis major des Huhnes und im Karpfenmuskel
nach 20 Tagen und im Rindermuskel nach etwa 25 Tagen abgeschlossen. Bei einer Lager-
temperatur von —24° C betrugen die Gehalte an energiereichemm Phosphat nach einem
halben Jahr im allgemeinen noch 650 bis 1009, des Ausgangswertes.

Dem ATP-Abbaun im Muskelgewebe geht eine Abnahme des pH-Wertes parallel.

Die Beschleunigung des ATP-Abbaues beim Auftauen wird als ein ,,Verletzungs-
effekt* durch das Gefrieren gedeutet. Dafiir spricht, daB bei Temperaturen iiber 0° C die
ATP-Spaltung durch Zerkleinerung ebenfalls stark aktiviert wird.

Bei Karpfen (1,4 kg) und Regenbogenforelle (0,26 kg), die innerhalb einer Stunde
nach dem Téten im Luftstrom gefroren wurden, betrugen die Gehalte fiir den ~P nach
dem Gefrieren noch etwa die Hilfte des Ausgangswertes. Bei auf Hochsee gefrorenen
Rotbarschfilots wurden nur Werte zwischen 0,04 und 0,13 mg ~P[g Muskel gemesgen.
Es wird geschlossen, daf bei Seefischen nur mit einer geringfiigigen Taukontraktur zu
rechnen ist.

Bei unmittelbar nach dem Tode eingefrorenem Fisch konnte der ATP-Gehalt u. U.
als Indikator zur Kontrolle unerwiinschter Temperaturanstiege benutzt werden.

Summary

The post mortem changes of the ATP-content and of the pH-value in dependence
of temperature and time were measured in the isolated Musculus psoas and Musculus
digitalis communis of cattle, in the Musculus pectoralis major of the hen and in the white
dorsal body muscle of the mirror-carp (Cyprinus carpio L.) and the rainbow-trout (Salmo
irideus Gibb.). :

The initial ATP-contents expressed as labile energy-rich P (~P) were especially
high in the pectoralis major muscle of the hen, amounting to values between 0,59 to
0,86 mg ~ P/g musecle. In the red muscles of the upper part of the thigh only about half
of the mentioned values were obtained. In beef muscle and in the white body muscles of
fishes the initial ATP values were from 0,3 to 0,55 mg ~ P/g muscle tissue.

When freezing strips of muscle tissue in liquid air no losses of energy-rich phosphate
were observed; on the other hand in fish muscles it was completely split after thawing in
air at -+ 20°C; at the same moment (half an hour after death) in unfrozen musecle strips
of comparable size and at a temperature of + 10°C the ATP-content had only slightly
decreased. When thawing beef-muscle under the conditions mentioned, the ATP broke
down more slowly in comparison to the thawed fish-muscle. Nevertheless it was hydrolysed
in the psoas muscle of beef about 5 times more quickly than in the unfrozen muscle. In
fish-muscle the acceleration was about 50- to 200-fold.

In white body muscle of carp and rainbow-trout, at temperatures of —2°C and
—4°C ATP was split distinctly more quickly than in unfrozen muscle at -+ 10°C. This
unusual activation of the ATP-breakdown at the beginning of freezing could not be found
in muscle tissue of beef and hen. -

From the temperature-dependence of the reaction veloeity it is evident that in all’
muscles the reaction mechanism for the ATP.splitting changes when freezing of the tissue
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starts. For the temperature range between 0°C and 20°C the following Q4-values were
calculated: carp-muscle 2,5; trout-muscle 2,6; Musculus extensor digitalis communis of
beef 1,7; Musculus pectoralis major of hen 1,4. Between —29C and -—49C for all the
muscles investigated Q,,-values ranging from 400 to 7000 were obtained. At a storage
temperature of —8°C the enzymatic hydrolysis of the labile P was finished in trout muscle
already after 10 days, in carp-muscle and the pectoralis major-musele of hen after 20 days,
and in beef-muscle after about 25 days. After a storage time of half a year at a storage
temperature of —24°C normally 50 to 1009, of the initial content of energy-rich phosphate
were still present.

The ATP-breakdown in the muscle tissue corresponds to the decrease in pH-value.

The acceleration of the ATP-gplitting on thawing is interpreted as an effect of the
injury (,,Verletzungseffekt*‘) caused by freezing. This is in aceordance with the observation
that in ground muscle tissue at temperatures higher than 0°C there is a strong activation
of the ATP-splitting, too.

After blast-freezing of carps (1,4 kg weight) and rainbow-trouts, (0,26 kg weight)
immediately after killing, about 509, of the initial ATP-level were still present in the
frozen tissue. In fillets of redfish frozen at sea only values ranging from 0,04 to 0,13 mg
energy-rich P/g muscle were measured. Therefore, it is assumed that in saltwater-fish
only an insjgnificant thawshortening is to be expected.

In fish frozen immediately after death the change in ATP.content during freezer-
storage might be used as a measure for the control of unwelcome increases of temperature.

Résumé

Les changements aprés la mort de la teneur en ATP et du pH furent mesurés apras
isolation en dépendance de la température et du temps au musculus psoas et musculus
extensor digitalis communis du boeuf, au musculus pectoralis de la pouls et au blanc
muscle latéral de trone de la carpe & miroir (Cyprinus carpio L.) et de la truite d’arc-en-ciel
(Salmo irideus Gibb.).

Les valeurs initiales en ATP, exprimées comme instable P (~ P) riche d'énergie
étaient surtout hautes aux valeurs entre 0,59 et 0,86 mg P/g musculature au blanc pectoral
de la poule. Aux rouges muscles de cuisse elles n’attendirent qu'environ la moitié de ces
valeurs. Aux muscles de boeufs et aux blancs muscles latéraux de tronc des poissons des
teneurs initiales furent mesurées entre 0,3 et 0,65 mg ~ P[g musculature.

Il n’y avait pas de pertes du phosphate riche d’énergie & la congélation des algmllettes
de muscle dans V'air liquide, mais il était compldtement décomposé aux muscles de poissons
aprés la décongélation & l'air & + 20°C; a I'siguillette de muscle non congelé la teneur en
ATP ne s’était pas beaucoup affaibli & - 10°C & ce moment (}/; h apréds la mort). A la
décongélation du muscle de boeuf I’ATP fut décomposé plus lentement sous les conditions
nommées comme au muscle de poisson décongelé. Cependant il fut hydrolysé cinq fois
s8i vite au muscle de boeuf décongelé comme au muscle non congelé; le facteur d’accélération
comparable du musele de poisson se trouva entre 50 et 200..

Aux blancs muscles latéraux de tronc de la carpe et truite d’arcen-ciel la décompo-
sition I’ATP se passa & —2°C et —4°C considérablement plus vite qu’au muscle non
congelé & 4 10°C, Cette activation extraordinaire de la dissociation d’ATP au commen-
cement de congélation ne pouvait pas étre trouvée au muscle de boeuf et de poule.

L’exposition des vitesses de réaction en dépendance de la température permet de
connaitre que le mécanisme de réaction agissant pour la dissociation d’ATP & la positive
zéne de température & tous les muscles étudiés au commencement de congélation prend la
place d'un autre. Les valeurs suivantes de Q,, furent calculées pour la z6ne de température
entre 0 et 20°C: muscle de carpe 2,5; muscle de truite 2,6; musculus extensor digitalis
communis du boeuf 1,7; musculus pectoralis major de la poule 1,4. Entre —2° et —4°C
nous avons trouvé des valeurs de Q,, entre 400 et 7000. A une température de stockage de
—8°C I'hydrolyse enzymatique du ~ P était déja fini au muscle de carpe aprds 10 jours
au muscle pectoralis major de la poule et au muscle de carpe aprés 20 jours et au muscle de
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boeuf aprés environ 25 jours. A une température de stockage de —24°C des valeurs du
phosphate riche d’énergie étaient encore en général 50 & 1009 de la valeur de sortie.

Une diminution du pH est paralldle & la décomposition d’ATP au tissue musculaire,

L’accélération de la décomposition ’ATP pendant la décongélation est expliquée
comme un «effet de lésions (,,Verletzungseffekt‘‘) par la congélation. C’est probable que la
dissociation d’ATP est aussi fortement activée par le broyage aux températures plus de
0°C. .

Les teneurs en ~ P montaient & la carpe (1,4 kg) et & la truite d’arc-en-ciel (0,26 kg),
congelée & une heure aprés la mortification au courant d’air, aprés la congélation encore
& peu prés la moitié de la valeur de sortie. Les valeurs ne furent que mesurées entre 0,04 et
0,13 mg P/g musculature aux filets d’eglefin de Norwége congelés en pleine mer. On peut
conclure qu’il n’y & qu’un point de contracture insignifiant & la décongélation des poissons
de mer.

La teneur d’ATP du poisson, congelé immédiatement aprés la mort, pouvait étre
utilisée le cas échéant comme indicateur pour le contréle des élévations de température
indésirables.
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