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GRAZYNA KRASNOWSKA, EWA DWORECKA

OCENA PRZYDATNOSCI PROTEAZ TRZUSTKOWYCH DO
DEGRADACJI SUROWCOW ZWIERZECYCH BOGATYCH
W TKANKE LACZNA

Streszczenie

W pracy scharakteryzowano wilasciwo$ci proteolityczne preparatu enzymatycznego uzyskanego z
trzustek indyczych oraz oceniono przydatnos¢ tych enzyméw do degradacji skér wieprzowych. Hydrolizg
enzymatyczng surowca prowadzono w srodowisku o pH = 7,0, a nastgpnie przedtuzano ja o hydrolize
kwasowa w pH = 3,2. Na podstawie wynikow badan wykazano wysoka aktywnos¢ proteolityczna proteaz
trzustkowych wobec kazeiny oraz stwierdzono aktywno$¢ wobec substratéw kolagenowych. Efektywno$¢
hydrolizy enzymatycznej skér wieprzowych, wyrazona ilo§cia uwalnianej hydroksyproliny, wolnych grup
aminowych oraz biatka, byta kilkakrotnie wigksza niz hydrolizy kwasowej. Ponadto poprzez odpowiedni
dobér warunkéw prowadzenia procesu (temperatura, pH oraz rozdrobnienie surowca) mozna istotnie
wptywaé na jego wydajnos¢. Reasumujac, enzymy z trzustek indyczych charakteryzuja si¢ wysoka
aktywno$cia proteolityczng w stosunku do biatek skor wieprzowych.

Stowa kluczowe: enzymy proteolityczne, aktywnos$¢ kolagenolityczna, trzustki indycze, skory wieprzowe.

Wprowadzenie

W  przemys$le spozywczym mniej cenne surowce znajduja rdézne,
niekonwencjonalne zastosowania dzigki postgpowi technologicznemu w ich
przetwarzaniu i modyfikowaniu, a w szczegdlno$ci dzigki rozwojowi metod
biotechnologicznych. Enzymatyczne modyfikowanie biatek Zzywnosci umozliwia
poprawe ich cech reologicznych i funkcjonalnych, usunigcie lub inaktywacje
szkodliwych sktadnikéw zywnosci czy tez wytworzenie nowych produktéow. Istotny
jest réwniez fakt, ze procesy, w ktérych wykorzystywane sa enzymy, prowadzi sig¢
najczgsciej w warunkach mato uciazliwych dla srodowiska [3, 4, 18].

Skéry $win sa tanim surowcem wykorzystywanym bezposrednio w produkcji
przetworéw migsnych badz sa zrédlem kolagenu o szerokim, przemystowym
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zastosowaniu. Bialko to dzigki specyficznym cechom fizykochemicznym decyduje o
wlasciwosciach reologicznych produktéw zywnosciowych, do ktérych jest dodawane.
Powszechnie znane sa zastosowania kolagenu w medycynie, w przemysSle
kosmetycznym, garbarskim i wielu innych gatgziach gospodarki [5, 6].

Celem niniejszych badan byta préba degradacji skér wieprzowych, wykorzystujac
wlasciwosci proteolityczne preparatu enzymatycznego uzyskanego =z trzustek
indyczych.

Material i metody badan

Wstepna czes¢ badan dotyczyta charakterystyki preparatu enzymatycznego
uzyskanego z trzustek indyczych zgodnie z metodyka Ttuscika i wsp.[17]. Trzustki
pochodzity od indykéw rasy BUT 8T.

Preparat enzymatyczny oceniono pod wzgledem wilasciwosci proteolitycznych
wobec standardowych substratéw biatkowych: kazeiny (Serva), zelatyny (Serva),
hemoglobiny (preparat przygotowany laboratoryjnie z krwi wolowej) i preparatow
syntetycznych (Sigma): elastyny Congo Red, Azocollu, Hide Power Azure, peptydu
BApNA. Aktywnos$¢ wobec tych substratéw oznaczano sperktrofotometrycznie, a jako
jednostke aktywnosci przyjeto taka ilo§¢ enzymu, ktéra powoduje przyrost ekstynkcji
0 0,01 pomigdzy proba wtasciwa a kontrolna, po dwugodzinnej inkubacji substratu w
temp. 35°C z preparatem enzyméw trzustkowych w buforze TRIS-HCI o pH = 8,0 lub
w buforze Brittona-Robinsona o pH = 6,0 [2, 8, 10]. Ponadto przeprowadzano oceng
wlasciwosci  kolagenolitycznych wobec 1% roztworu kolagenu rozpuszczalnego
(Serva) oraz wobec natywnych bialek z wotowych $ciggien Achillesa. Podatno$¢ na
degradacj¢ enzyméw trzustkowych kolagenu rozpuszczalnego oceniano na podstawie
dynamiki przyrostu wolnych grup aminowych [7, 15] i hydroksyproliny [1] w
roztworze po 2, 5 i 24 h prowadzenia procesu hydrolizy tego substratu w buforze
Brittona Robinsona o pH = 6,0 w temp. 35°C. Natomiast wolowe $ciegna Achillesa
poddawano dziataniu proteaz trzustkowych w analogicznych warunkach, a
intensywno$¢ procesu degradacji surowca okreslano po 24, 48 i 72 h czasu jego
trwania.

W dalszym etapie doswiadczenia prowadzono enzymatyczna hydrolize skor
wieprzowych w $rodowisku o pH = 7,0, ktéra nastgpnie przedtuzano o hydroliz¢
kwasowa w pH = 3,2. Materiat ten uzyskano z partii bocznych skoér §win rasy Pietrain i
poddano oczyszczeniu z tkanki tluszczowej. Jednocze$nie analizowano wpltyw
zmiennosci takich czynnikow, jak: stopien rozdrobnienia skor, czas i temperatura
prowadzenia procesu. Oceng efektywnosci degradacji doswiadczalnego surowca
prowadzono w oparciu o analizg przyrostu wolnej hydroksyproliny, wolnych grup
aminowych i biatka [9] w roztworach po hydrolizie oraz zmiany podstawowego sktadu
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chemicznego i zawartosci kolagenu w skoérach. Przeprowadzone warianty hydrolizy
skdr oznaczono:

A —

hydroliza skér rozdrobnionych w wilku laboratoryjnym (@ 3 mm) -
enzymatyczna 8 h w temp. 20°C, pH = 7,0 oraz kwasowa w pH = 3,2 w temp. 4°C
przez 24148 h;

hydroliza skér rozdrobnionych na paski o wymiarach ok. 1 x 5 cm —
enzymatyczna 8 h w temp. 20°C, pH = 7,0 oraz kwasowa w pH = 3,2 w temp.
4°C przez 24 1 48 h;

hydroliza skér rozdrobnionych na paski o wymiarach ok. 1 x 5 cm —
enzymatyczna 8 h w temp. 20°C, pH = 7,0 oraz kwasowa w pH = 3,2 w temp.
20°C przez 24 148 h.

Wyniki poddano wielokierunkowej analizie wariancji za pomoca programu

STATISTICA w wersji 5.0.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki oznaczen wtasciwosci proteolitycznych doswiadczalnego preparatu

enzymatycznego wobec wybranych substratéw przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1

Aktywno$¢ preparatu enzymatycznego z trzustek indyczych.
Activity of the enzymatic preparation from turkey pancreases.

Substrat " Aktywnos¢ / Activity
Substrate p [j. a/cm’] [j.a./mg biatka]
[wa./ cm’] [u.a./mg protein]
Hemoglobina
Hemoglobin 8,0 825 55,0
Kazeina 8,0 10266 684,4
Casein 6.0 6066 404.4
Zelatyna 8,0 975 65,0
Gelatin 6.0 brak aktywnoS$ci brak aktywnosci
’ no activity no activity
Elastyna Congo Red
Congo Red Elastin 6.0 924 61,6
Azocoll 6,0 1046 69,7
Hide Power Azure
(HPA) 6,0 510 34,0
BApNa 6,0 4095 273,0
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Uzyskany preparat wykazywat najwyzsza aktywno$¢ hydrolityczna w stosunku do
kazeiny, przy czym bardzo istotny wplyw na efektywno$¢ tych enzyméw miato pH
srodowiska, gdyz obnizenie o 2 jednostki spowodowato 40% spadek ich aktywno$ci w
stosunku do tego biatka. Sposréd pozostalych analizowanych substratéw wysoka
aktywno$¢ enzymow trzustkowych odnotowano w stosunku do substratow syntetycznych
— peptydu BApNa i Azocollu. Wobec hemoglobiny i zelatyny aktywno$¢ byla nizsza, a
przy obnizeniu pH $rodowiska dziatania proteaz trzustkowych nie stwierdzono
aktywnosci wobec zelatyny. Wykazano réwniez aktywno$¢ elastazowa na poziomie
ponad 900 j.a./cm’ preparatu. Oznaczona aktywno$¢ specyficzna ocenianego preparatu
enzymatycznego w stosunku do kazeiny ksztattowata si¢ na poziomie 684 j.a./cm® przy
pH = 8,0, a 404 j.a/cm’ przy pH = 6,0. Blisko dwukrotnie nizsza aktywnos$¢ wykazaty
biatka enzymatyczne preparatu wobec peptydu BApNa, natomiast na wyraznie nizZszym
poziomie, w granicach 62-69 j.a./cm3, ksztaltowata si¢ ona w stosunku do zelatyny,
elastyny Congo Red i Azocollu. Hemoglobina, mimo optymalnego dla proteaz
trzustkowych pH prowadzenia analizy, okazala si¢ rwniez opornym substratem.

W dalszej cze$ci badan przeprowadzono ocen¢ aktywno$ci kolagenolitycznej
uzyskanego preparatu enzymatycznego z trzustek indyczych. Zastosowanymi
substratami byt kolagen rozpuszczalny oraz wotowe Sciggna Achillesa. Podatnos¢ tych
substratow oceniono na podstawie dynamiki zmian zawarto$ci wolnych grup
aminowych 1 hydroksyproliny w roztworach po przeprowadzonej degradacji
surowcoéw. Wyniki oznaczen zestawiono w tab. 2.

Tabela 2
Aktywno$¢ kolagenolityczna preparatu enzymatycznego z trzustek indyczych.
Collagenolytic activity of enzymatic preparation from turkey pancreates.
Czas Przyrosty wolnej Przyrosty wolnych
Substrat degradacji hydroksyproliny grup aminowych
Substrate Time of Increases in free hydroxyprolin | Increases in free amine groups
degradation [ug Hyp/g substratu] [ug Gly/g substratu]
[h] [ng Hyp/g substrate] [ug Gly/g substrate]
2 254 185,5
Kolagen
rozpuszczalny 5 29,2 487.4
Soluble collagen
24 35,7 836,8
Wotowe $ciggna 24 11,5 160,0
Achillesa 48 13.8 195.2
Achilles tendon
from beef 72 21,2 2104
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Biatka wotowych natywnych $ciggien Achillesa byly bardziej opornym
substratem na dziatanie proteaz trzustkowych niz zastosowany roztwodr kolagenu
rozpuszczalnego. Powszechnie znane dziatanie enzyméw trzustkowych [16] na
wigzania peptydowe tworzone przez aminokwasy zasadowe i aromatyczne oraz
elastazy degradujacej wiazania peptydowe niskoczasteczkowych aminokwaséw, jak
np. glicyna, bylo wyraznie efektywniejsze w stosunku do roztworu kolagenu
rozpuszczalnego niz wobec biatek Sciggien Achillesa. Wydtuzanie czasu trwania
procesu hydrolizy o kolejna dobe w nieznacznym stopniu intensyfikowaty ten proces.
Przyrosty wolnych grup aminowych i hydroksyproliny ksztaltowaty sie tylko na
nieznacznie wyzszym poziomie w stosunku do okresu poprzedniego i po 72 h
prowadzenia procesu byt on na poziomie duzo nizszym niz w wyniku degradacji
kolagenu rozpuszczalnego po 24 h. Obserwowany przyrost iloSci hydroksyproliny
utrzymywat si¢ przez 72 h prowadzenia procesu na poziomie 20% w stosunku do
poprzedniej doby, natomiast ilos¢ oznaczanej glicyny przyrastata o 20% po 48 h
hydrolizy, a po 72 h tylko o 10%.

Proteoliza kolagenu rozpuszczalnego byta bardziej widoczna w pomiarze
przyrostu grup aminowych niz hydroksyproliny w roztworze. Stopien degradacji tego
biatka po 2 h prowadzenia hydrolizy wyrazal si¢ przyrostem wolnych grup
aminowych na poziomie 185 pg Gly/g substratu i ponad 25 pg Hyp. Wydtuzenie
procesu o 3 h spowodowato ponad 2,5-krotny przyrost grup aminowych oraz niespeina
20% przyrost uwalnianej hydroksyproliny. Dwudziestoczterogodzinna hydroliza tego
substratu nie byta juz tak efektywna i poziom przyrostu hydroksyproliny byt podobny
do obserwowanego migdzy 2. a 5. h, za$§ przyrost grup aminowych byl prawie
dwukrotnie wyzszy w stosunku do poprzednio ocenianego okresu.

Ostatnim etapem badan, dotyczacych oceny wlasciwosci proteolitycznych
preparatu  enzymatycznego uzyskanego z trzustek indyczych, bylo okredlenie
efektywnosci degradacji skér wieprzowych poddanych réznym wariantom hydrolizy
enzymatycznej polaczonej z kwasowa. Analiz¢ wynikéw przeprowadzono w oparciu o
przyrosty zawartosci wolnej hydroksyproliny, biatka i wolnych grup aminowych w
roztworach (tab. 3) oraz zmiany podstawowego sktadu chemicznego skor po hydrolizie
(rys. 1).

Analiza statystyczna potwierdzita istotnos¢ wptywu rozdrobnienia skdr na ich
degradacjg, co znalazto odzwierciedlenie w wynikach oznaczen wszystkich ocenianych
parametrow. Przyrosty zawarto$ci hydroksyproliny, biatka i wolnych grup aminowych
w roztworach po hydrolizie skér, w przypadku surowca rozdrobnionego w wilku
laboratoryjnym, byly ponad dwukrotnie wigksze po 8 h hydrolizy enzymatycznej w
stosunku do surowca pocietego w paski. Przedtuzenie prowadzenia procesu w
warunkach hydrolizy kwasowej wptyng¢to na dalsza degradacj¢ skér i byto réwniez
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czynnikiem istotnie intensyfikujacym ten proces. Ponadto stwierdzono istotny wptyw
temperatury prowadzenia hydrolizy kwasowej na jej intensywnos¢. Zawarto$¢
hydroksyproliny w roztworach po hydrolizie skér w postaci paskow (warianty B i C)
byla istotnie mniejsza w poréwnaniu z surowcem o wigkszym rozdrobnieniu.
Hydroliza kwasowa prowadzona w temp. 4°C przez 48 h doprowadzita do uwolnienia
zblizonej zawarto$ci tego aminokwasu jaki oznaczono po 8 h prowadzenia procesu
enzymatycznego skor rozdrobnionych w wilku laboratoryjnym.

Tabela 3
Zawarto$¢ biatka, hydroksyproliny i wolnych grup aminowych w roztworach po hydrolizie.
Contents of protein, hydroksyproline, and free amino groups in the solutions after hydrolysis.
Przyrosty
Przyrosty wolnej | Przyrosty | wolnych grup
Parametry procesu Hyp biatka aminowych
Wariant : i
. Parameters of process Increases in free | Increases Increases in
hydrolizy . .
Hyp protein free amino
Variant of groups
hydrolysis
yaroy Rozdrobnienie - Czas [ng Hyp/gl [%] [ng Gly/g]
Comminuted [irg;) “| pH | Time substratu substratu substratu
to.. [h] substrate substrate substrate
20 0 0,00"" 0,00* 0,00*
20 | 7.0 8 8,97" 0,98 24,335
A ¢ 3mm F F F
4 3,2 24 13,06 1,58 32,05
4 32 | 48 15,426 1,91¢ 35,839
20 0 0,00" 0,00* 0,00*
20 | 7.0 8 3918 0,428 10,09®
B 0,5x3cm D c c
3,2 24 7,48 0,89 16,21
4 32 | 48 9,558 0,98 18,56”
20 0 0,00* 0,00* 0,00*
20 | 7,0 8 3918 0,428 10,09®
C 0,5x3cm c E E
20 3,2 24 6,56 1,30 24,56
20 | 32| 48 6,66¢ 1,60° 26,06"

Wartos$ci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone ré6znymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie przy p
<0,05
Mean values in the same column and designated by various letters are significantly different at p < 0,05

Podobna dynamike przyrostu stwierdzono w przypadku oznaczenia wolnych grup
aminowych 1 bialka w roztworze. Natomiast w pozostalych poréwnywanych
wariantach doswiadczenia ilo$ci hydroksyproliny byly istotnie mniejsze. W przypadku
pozostatych analizowanych wyréznikow (biatka i wolnych grup aminowych)



OCENA PRZYDATNOSCI PROTEAZ TRZUSTKOWYCH DO DEGRADACJI SUROWCOW ZWIERZECYCH... 29

wydtuzenie prowadzenia hydrolizy kwasowej pozwolilo nieznacznie zmniejszy¢
réznicg efektu degradacji skoér przy ré6znym stopniu ich rozdrobnienia, niemniej jednak
réznice te byly istotne. Na podstawie omoéwionych wynikéw oznaczen nalezy
stwierdzi¢, ze proteoliza skoér przebiegala najintensywniej podczas procesu
enzymatycznego.

40
35 4
30
O ttuszez w
2 5.m.% / fat in
d.m.
20 - kolagen /
collagen %
15 H
[0 biatko /
10 || protein %
5 ] O sucha masa /
dry matter%
O .

0 8 8424 8448 8 8424 8448 8 8424 88  yas/fime

WARIANT / VARIANT A WARIANT / VARIANT B~ WARIANT / VARIANT C

Rys. 1. Sktad chemiczny skér po hydrolizie
Fig. 1.  Chemical contents of skins after hydrolysis.

W surowcu doswiadczalnym przeprowadzono analiz¢ podstawowego sktadu
chemicznego 1 stwierdzono, ze charakteryzuje si¢ on warto$ciami odnos$nych
parametrow zblizonymi do danych cytowanych w literaturze [13]. Zawarto$¢ biatka
ksztattowala si¢ na poziomie 30,54%, przy czym oznaczono 19,27% kolagenu, przy
zawartosci suchej masy 36,53% i tluszczu 6,02%. Analiza sktadu chemicznego skor
wieprzowych po procesie hydrolizy (rys. 1) potwierdzila oméwione wyzej wyniki
dotyczace stopnia degradacji w zaleznosci od zastosowanych czynnikéw zmiennosci.
Najwigkszy wptyw na zmiany zawartoS$ci biatka i kolagenu mial stopief rozdrobnienia
surowca, a mniejszy czas 1 temperatura prowadzenia procesu. Z pewnos$cig na
efektywnos¢ ekstrakcji biatka i rozpuszczalnych frakcji kolagenu skér wieprzowych
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miat réwniez wplyw bufor cytrynianowo-fosforanowy zastosowany w procesie
hydrolizy. Zrédta literaturowe podaja, ze zastosowanie kwaséw i buforéw o pH okoto
3,5 pozwala na uzyskanie kolagenu rozpuszczalnego zdolnego do rekonstrukcji. W
buforze fosforanowym rozpuszcza si¢ tylko mlody tropokolagen, natomiast bufor
cytrynianowy degraduje réwniez czg§¢ kowalencyjnych wiazan sieciujacych w
kolagenie. Wydajnosci tych proceséw sa niewielkie i osiagaja poziom do 20% [11, 12,
14]. Skéra zbudowana jest giéwnie z kolagenu typu I i II, ktére maja strukturg
widknista, ale r6znia si¢ rozpuszczalnoscia. Kolagen typu I rozpuszcza si¢ w znacznym
stopniu w rozcienczonych roztworach kwaséw i soli, natomiast kolagen typu II jest
praktycznie nierozpuszczalny w tych warunkach. Dostgpno$¢ kolagenu dla
niespecyficznych enzyméw wyraznie mozna poprawi¢ poprzez mechaniczne
rozdrobnienie surowca czy tez rozluznienie struktury kolagenu poprzez dzialanie
czynnikow chemicznych o odpowiedniej sile jonowej [12, 13]. Przedstawione badania
potwierdzity rowniez istotny wptyw tych czynnikéw, czyli rozdrobnienia surowca,
czasu, temperatury i odczynu Srodowiska prowadzenia procesu na degradacje¢ biatek
skoér wieprzowych.

Whioski

1. Przeprowadzone badania wykazaly, ze preparat enzymatyczny z trzustek
indyczych charakteryzuje si¢ najwyzsza aktywnoscia proteolityczng wobec
kazeiny.

2. Proteazy trzustkowe rowniez wykazywaty aktywno$¢ w stosunku do substratéw
kolagenowych.

3. Hydroliza enzymatyczna skér wieprzowych prowadzona w srodowisku o pH = 7,0
charakteryzowata si¢ kilkakrotnie wigksza wydajnoscia niz hydroliza kwasowa w
pH=3,2.

4. Stopien rozdrobnienia do§wiadczalnego surowca mial istotny wplyw na poziom
degradacji jego biatek.

5. Wydluzenie czasu prowadzenia procesu degradacji kwasowej skér wptywato na
zwigkszenie ilo$ci uwalnianych zwiazkéw azotowych, w tym réwniez
hydroksyproliny.

Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN 5 PO6G 028 19
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THE USE OF PANCREAS PROTEASES FOR THE DEGRADATION OF ANIMAL PRODUCTS
RICH IN CONNECTIVE TISSUE

Summary

The study presents the proteolytic qualities of an enzymatic preparation obtained from turkey pancreas
and the usefulness of enzymes for the degradation of pigskins. Enzymatic hydrolysis of the material was
carried out at pH = 7.0, and, then, acid hydrolysis was conducted at pH = 3.2. The results indicated a high
proteolytic activity of pancreas proteases towards the casein. Their activity towards collagen substrates
was also observed. The efficiency of enzymatic hydrolysis of pigskins, expressed by the amount of freed
hydroxyproline, free amine groups and protein, was several times higher than the efficiency of acid
hydrolysis. Moreover, the proper selection of the process conditions (temperature, pH and material
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comminuting) significantly increases its efficiency. It may be concluded that the enzymes from turkey
pancreas are characterized by a high proteolytic activity towards proteins from pigskins.

Key words: proteolytic enzymes, collagenolytic activity, turkey pancreas, pigskins



