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GRAZYNA KRASNOWSKA

PROBA WYKORZYSTANIA ENZYMOW POCHODZENIA
MIKROBIOLOGICZNEGO DO DEGRADACJI SUROWCOW
ZWIERZECYCH BOGATYCH W TKANKE LACZNA

Streszczenie

Celem pracy byto poréwnanie aktywnosci proteolitycznej preparatow enzymatycznych uzyskanych z
pltynéw pohodowlanych drozdzy Yarrowia lipolytica szczepu A101 1 grzybéw Beauveria bassiana 278
oraz ocena ich przydatnosci do degradacji skoér wieprzowych. Preparaty enzymatyczne
scharakteryzowano pod wzgledem ich aktywnos$ci proteolitycznej wobec kazeiny, zelatyny oraz
hemoglobiny. Ponadto przeprowadzono oceng wtasciwosci kolagenolitycznych preparatow w stosunku do
kolagenu rozpuszczalnego oraz wolowych $ciggien Achillesa. Aktywno$¢ kolagenolityczng oceniono na
podstawie dynamiki uwalniania wolnych grup aminowych i hydroksyproliny z substratéw.

W drugim etapie badan przeprowadzono hydroliz¢ skér wieprzowych doswiadczalnymi preparatami
enzymatycznymi w $rodowiskach o pH = 3,5 i pH = 6,0 w temp. 20°C. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze preparat z Beauveria bassiana 278 wykazywatl najwyzsza aktywnosc
proteolityczna w $rodowisku o pH = 6,0, natomiast preparat z Yarrowia lipolytica przy pH = 3,5. W
stosunku do kolagenu skér wieprzowych aktywno$¢ obu preparatéw enzymatycznych byta wyzsza przy
pH = 6.0, jednak z przewaga aktywnoS$ci kolagenolitycznej preparatu uzyskanego z Yarrowia lipolytica.
Enzymy z Yarrowia lipolytica efektywniej degradowaty réwniez biatka skér wieprzowych, zwtaszcza w
srodowisku o optymalnym pH = 3.5.

Stowa kluczowe: enzymy proteolityczne, aktywno$¢ kolagenolityczna, hydroliza enzymatyczna, skory
wieprzowe.

Wprowadzenie

Dynamiczny rozwdj biotechnologii w znacznym stopniu przyczynia si¢ do
postepu technologicznego oraz stwarza mozliwosci zastapienia tradycyjnych procesow
chemicznych. Ponadto, w przetworstwie zywnosci, poprzez m.in. popraw¢ wiasciwosci
funkcjonalnych bialek pozwala na poszerzenie oferty asortymentowej kierowanej do
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wielu grup konsumentéw [5, 7, 17]. Najwigksze znaczenie praktyczne maja
technologie, w ktérych zastosowano enzymy. Procesy te moga by¢ kontrolowane i
przerywane na okreslonym, pozadanym etapie. Zastosowanie preparatéw
enzymatycznych w technologii zZywno$ci umozliwia produkcj¢ nowych i bardziej
atrakcyjnych pod wzgledem zywieniowym i sensorycznym produktéw, pelniejsze
wykorzystanie surowcow i produktow ubocznych, a tym samym zmniejszenie kosztow
produkcji [7]. Enzymy stosowane w przemysle spozywczym otrzymywane sa z tkanek
roslinnych i zwierzgcych, ale obecnie najwigksze znaczenie ma produkcja enzymoéw
przy uzyciu wyselekcjonowanych drobnoustrojow [15]. Synteza enzyméw z hodowli
drobnoustrojéw zalezy od warunkéw jej prowadzenia, co z kolei umozliwia ich
produkcje o $ci$le okreslonej specyficznosci. Wzrastajace zapotrzebowanie na
standaryzowane preparaty enzymatyczne, ktérych produkcja i zastosowanie begdzie
ekonomicznie uzasadnione, stwarza konieczno$¢ poszukiwania nowych i tanich ich
zrodet [4, 17].

Wséréd mikroorganizméw zdolnych do biosyntezy znacznych ilosci enzyméw
hydrolitycznych znajduja si¢ grzyby pasozytujace na owadach, okreslane wspdlna
nazwa entomopatogenéw. Enzymy proteolityczne tych grzybéw i ich specyficzno$é
substratowa stanowily przedmiot zainteresowan badaczy w wielu opracowaniach [2, 4,
13]. Do grzybéw tych naleza m.in. grzyby Beauveria bassiana z klasy Deuteromyces.
Drugi z analizowanych mikroorganizméw to drozdze z gatunku Yarrowia lipolytica,
ktére naleza do tzw. drozdzy niekonwencjonalnych, wystepujacych w glebie, w
naturalnych zasobach wodnych oraz stanowia dominujaca flor¢ w produktach
spozywczych bogatych w tluszcz i biatka. Charakteryzuja si¢ rzadko spotykana u
drozdzy zdolnoscia biosyntezy enzyméw pozakomoérkowych hydrolizujacych biatka i
tluszcze. Drozdze te wykorzystuja, jako zrédto wegla i energii, tylko niektére cukry,
takie jak: glukoza, fruktoza i ryboza. Sa jednym z gatunkéw drozdzy wchodzacych
m.in. w sktad dzikiej mikroflory wystepujacej w serach, szczegdlnie plesniowych i
maziowych [6, 20].

Celem pracy bylo poréwnanie aktywnosci proteolitycznej preparatow
enzymatycznych uzyskanych z ptynéw pohodowlanych drozdzy Yarrowia lipolytica i
grzybow Beauveria bassiana oraz ocena ich przydatno$ci do degradacji skor
wieprzowych.

Material i metody badan

Do badan uzyto dwoéch preparatéw enzymatycznych uzyskanych z hodowli
wgtebnej drozdzy Yarrowia lipolytica szczepu A 101 oraz  grzybéw
entomopatogennych Beauveria bassiana 278. Szczep drozdzy pochodzit z kolekcji
Katedry Biotechnologii Akademii Rolniczej we Wroctawiu, natomiast szczep grzyboéw
z Katedry Botaniki i Biologii Akademii Medycznej we Wroctawiu. Hodowle
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drobnoustrojéw prowadzono w temp. 26-28°C metoda wstrzasowa przez 72 h wg
Chrzanowskiej 1 wsp. [3, 6]. W otrzymanych preparatach enzymatycznych okreslano
ich aktywno$¢ proteolityczng wobec: 1% kazeiny (Serva), 2% zelatyny (Serva) oraz
2% hemoglobiny preparowanej w warunkach laboratoryjnych z krwi wotowej [12].
Przyrost produktéw degradacji substratéw oznaczano poprzez pomiar absorbancji przy
dtugosci fali 280 nm w prébach inkubowanych w temp. 35°C przez 1 h z dodatkiem
ocenianego preparatu enzymatycznego 1 substratu rozpuszczonego w buforze
cytrynianowo-fosforanowym przy pH = 3,5; 6,0 i 8,0 [2, 11, 13]. Za jednostke
aktywnosci przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktéra w warunkach testu powodowata przyrost
ekstynkcji AE = 0,01. Ponadto przeprowadzono oceng wtasciwos$ci kolagenolitycznych
preparatbw wobec 1% roztworu kolagenu rozpuszczalnego (Serva) oraz wobec
natywnych biatek wotowych §ciggien Achillesa. Podatno$¢ kolagenu rozpuszczalnego
(do 20 cm’ roztworu wprowadzono 2 cm’ preparatu enzymatycznego) na degradacje
oceniano na podstawie dynamiki przyrostu wolnych grup aminowych [10, 19] i
hydroksyproliny [1] po 2, 5 i 24 h prowadzenia procesu hydrolizy tego substratu w
buforze Brittona Robinsona o pH = 6,0 w temp. 35°C. Natomiast wotowe $ciggna
Achillesa (50 mg w 4 cm’ buforu) poddano dziataniu 1 cm’ preparatu enzymatycznego
w analogicznych warunkach, a intensywnos$¢ procesu degradacji surowca okre$lano po
24,48 172 h jego trwania.

W drugim etapie badan przeprowadzono hydrolizg skér wieprzowych wyzej
wymienionymi preparatami enzymatycznymi, w srodowiskach o pH=3,5ipH=6,0 w
temp. 20°C. Material ten uzyskano z partii bocznych skér $win rasy Pietrain i po
oczyszczeniu z tkanki ttuszczowej poddano dwukrotnemu rozdrobnieniu w wilku
laboratoryjnym. Hydroliz¢ prowadzono metoda zalewowa przy stosunku surowca do
preparatu enzymatycznego jak 1:1 w buforze cytrynianowo-fosforanowym w temp.
20£1°C. Reakcje przerywano po 8, 24 i 48 h prowadzenia procesu wprowadzajac 5%
roztwor TCA, a nastgpnie proby wirowano przy 7000 obr./min przez 10 min. Stopien
hydrolizy bialek surowca doswiadczalnego okreslano na podstawie oznaczen
przyrostdw zawartosci wolnej hydroksyproliny, azotu rozpuszczalnego [11] oraz
wolnych grup aminowych w roztworach po okreslonym czasie trwania degradacji
surowca. Doswiadczenie przeprowadzono w pigciu seriach.

Analizg statystyczng wynikOw przeprowadzono uzywajac programu Statgraphics
(wersja 5.0).

Wiyniki i dyskusja

Wyniki oznaczen aktywnoS$ci proteolitycznej preparatu enzymatycznego wobec
wybranych substratéw przedstawiono w tab. 1. Dowodza one, Ze preparat
enzymatyczny uzyskany z drozdzy Yarrowia lipolytica wykazywal najwyzsze
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zdolnosci proteolityczne w $rodowisku o pH = 3,5, natomiast w przypadku preparatu z
grzybow Beauveria bassiana optymalnym pH dziatania byto 6,0.

Tabela 1
Aktywno$¢ preparatéw enzymatycznych wobec kazeiny, zelatyny i hemoglobiny.
The activity of enzymatic preparations towards casein, gelatin, and hemoglobin
Kazeina Zelatyna Hemoglobina
Preparat enzymatyczny Casein Gelatin Hemoglobin
pH | Enzymatic preparation [j.a/em | [j.a/mg] | [ja/em’] | [j.a/mg] | [j.a/cm’] | [j.a./mg]
[u.a./cm3] [u.a./mg] [u.a./cm3] [u.a./mg] [u.a./cm3] [u.a./mg]
Yarrowia lipolytica 74,4 97,9 brak - 293,2 385.9
no
35
Beauveria bassiana 25,6 168.5 2,0 13,2 52,4 3449
Yarrowia lipolytica 30,0 39,5 1,2 1,6 282,0 371,0
6,0
. . brak
Beauveria bassiana 160,0 1053,3 o - 226,4 1490,4
Yarrowia lipolytica 8.0 10,67 1,0 1,3 79,0 105.,3
80 brak
Beauveria bassiana 32,0 213,3 o - 29,0 193,3

Kazeina pod wplywem dzialania obu preparatow ulegata hydrolizie we
wszystkich zakresach pH. Preparat z Yarrowia lipolytica wykazywal najwyzsza
zdolnoé¢ hydrolityczna w stosunku do tego biatka przy pH=3,5 (74,4 j.a/cm’
preparatu) i wraz z obnizeniem kwasowosci $rodowiska reakcji jego aktywno$¢ malata,
osiagajac warto$é 8,0 j.a./em’ przy pH = 8,0. Optymalnymi warunkami prowadzenia
procesu przy zastosowaniu preparatu enzymatycznego z Beauveria bassiana byto
srodowisko buforu o pH = 6,0, w ktérym aktywno$¢ osiagneta wartos¢ 160 j.a./cm’,
natomiast zarowno w kwasnym (pH = 3.5), jak i zasadowym (pH = 8,0) roztworze
aktywno$¢ spadata odpowiednio do wartosci 25,6 i 32,0 j.a/em® Aktywnosé
specyficzna wobec tego substratu wyrazona w aktywnosci 1 mg biatka
enzymatycznego jest duzo wyzsza w przypadku preparatu pochodzenia grzybowego i
w optymalnych warunkach dziatania osiagneta warto$¢ powyzej 1050 jednostek.
Swiadczy to jednak o tym, ze uzyskany preparat enzymatyczny charakteryzowat sie
niewielkim stgzeniem biatka enzymatycznego i nalezatoby go zatgzy¢, aby poprawic
jego funkcjonalnos$¢.
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Zelatyna zastosowana w do$wiadczeniu okazata si¢ substratem bardzo mato
dostepnym i tylko nieznaczng aktywno$é¢ (2 j.a./cm’) wobec niej stwierdzono przy
uzyciu preparatu z Beauveria bassiana w roztworze o pH 3,5 oraz preparatu z
Yarrowia lipolytica w $rodowisku o pH 6,0 (1.2 j.a./cm®). Aktywno$é specyficzna
preparatu Beauveria bassiana byta ponad 8-krotnie wyzsza (13,2 j.a./mg biatka) niz z
Yarrowia lipolytica (1,6 j.a./mg biatka).

Sposréd analizowanych substratéw najbardziej podatna na dziatanie ocenianych
preparatow byta hemoglobina. Wobec hemoglobiny preparat z Beauveria bassiana
wykazywat aktywnos¢ na poziomie 52,4 j.a/cm’ przy pH = 3,5, okoto 4,5-krotnie wyzsza
(226,4 j.a/em®) przy pH = 6,0, a przy pH = 8,0 najnizsza, rzedu 29,0 j.a./cm’. Preparat z
Yarrowia lipolytica charakteryzowal si¢ wobec tego substratu najwyzsza aktywnoscig i
byta ona zblizona w roztworach o warto$ciach pH = 3,5 1 6,0, a wynosita odpowiednio:
293,2 i 282,0 j.a/em’, ale znacznie spadta w tescie przeprowadzonym w $rodowisku
alkalicznym (przy pH = 8,0 oznaczono 79 j.a./cm® preparatu). Uwzgledniajac zawarto$é
biatka w preparatach (0,15 mg biatka w 1 cm’ preparatu z Beauveria bassiana i 0,76 mg
biatka w 1 cm’ preparatu z Yarrowia lipolytica) obliczono ich aktywno$¢ specyficzna.
Najwyzsze wartosci odnotowano w przypadku proteaz z Beauveria bassiana — 344.9
j-a/mg biatka (pH = 3,5) i 1490,4 j.a/mg biatka (pH=6,0), natomiast enzymy z Yarrowia
lipolytica cechowatly si¢ aktywnoscia rzedu 371 j.a/mg biatka (pH = 6,0) i 386 j.a/mg
biatka (pH = 3,5). Wartosci te wskazuja réwniez, ze preparat enzymatyczny z Yarrowia
lipolytica byt bardziej stabilny w r6znych zakresach pH, gdyz nie zmienial istotnie swej
aktywnosci wobec tego substratu.

W dalszej czgSci badah przeprowadzono oceng aktywnosci kolagenolitycznej
analizowanych preparatow enzymatycznych. Zastosowanymi substratami byty:
kolagen rozpuszczalny oraz wolowe §ciggna Achillesa. Podatno$¢ tych substratéw
oceniono na podstawie dynamiki zmian zawarto$ci wolnych grup aminowych i
hydroksyproliny w roztworach po przeprowadzonej degradacji surowcow. Wiadomo,
ze niespecyficzne dla biatek kolagenowych enzymy oddziatuja tylko na niehelikalne
konce czasteczek kolagenu oraz na biatka towarzyszace, niemniej sa one stosowane do
izolacji kolagenu z réznych zrédet [14, 18]. Analizujac uzyskane dane (tab. 2) nalezy
stwierdzi¢, ze bgdace przedmiotem badan preparaty enzymatyczne wykazaty odmienne
wiasciwosci hydrolityczne w stosunku do tych surowcéw. Biatka natywnych $ciggien
Achillesa okazaty si¢ bardziej opornym substratem na dziatanie preparatu z grzybéw
Beauveria bassiana niz zastosowany roztwor kolagenu rozpuszczalnego. Poziom
hydrolizy bialek ze $ciggien Achillesa, wyrazony przyrostem wolnych grup aminowych
po 3 dobach prowadzenia procesu, byt na niewiele wyzszym poziomie niz hydroliza
kolagenu rozpuszczalnego prowadzona przez 2 h (85,3 pug Gly z wolowych $ciggien
Achillesa i 62,1 pg Gly z kolagenu rozpuszczalnego). Wyrazniejsze efekty obserwowano
w degradacji biatek kolagenowych $ciggien, gdzie po 48 h hydrolizy poziom oznaczanej
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hydroksyproliny (18,2 ng) przewyzszat jej ilos¢ mierzong po 24 h hydrolizy kolagenu
rozpuszczalnego (17,8 pg). W przypadku prowadzenia hydrolizy z zastosowaniem
preparatu  drozdzowego przyrosty wolnych grup aminowych 1 hydroksyproliny
ksztattowaty si¢ na znacznie wyzszym poziomie. Proteoliza obu substratow po 24 h
osiagne-ta zblizony poziom degradacji tych biatek. W przypadku kolagenu
rozpuszczalnego oznaczono bowiem 72,6 pg hydroksyproliny i 316,2 pg glicyny,
natomiast w drugim poréwnywanym surowcu wartosci te ksztattowaty si¢
odpowiednio na poziomie 87,7 png hydroksyproliny i 303,8 pg glicyny. Wyniki tych
oznaczen potwierdzily poprzednio zaobserwowane spostrzezenia, ze aktywnos$¢
kolagenolityczna preparatu drozdzowego jest wyzsza niz preparatu uzyskanego po
hodowli grzybéw Beauveria bassiana.

Tabela 2
Aktywno$¢ kolagenolityczna preparatow enzymatycznych.
The collagenolytic activity of enzymatic preparations.
Cuas Przyrosty wolnej Przyrosty wolnych grup
degradacii hydroksyproliny aminowych
Substrat Duration of Increase of free hydroxyprolin Increases in free amine groups
Substrate degradation [ng Hyp/g substrate] : [ng Qly/g substrate] .
[h] Yarrowia Beauveria Yarrowia Beauveria
lipolytica bassiana lipolytica bassiana
Kolagen 2 26,8 11,2 75,1 62,1
rozpuszczalny 5 52,5 13,4 133,2 183,3
Soluble collagen 24 72,6 17,8 316,2 280,4
Wotowe $ciggna 24 87,7 6,0 303,8 16,7
Achillesa 48 137,7 18,2 510,0 50,2
Achilles tendons
of beef cattle 72 2547 27,6 602,5 85,3

W  drugim etapie badan przeprowadzono hydroliz¢ enzymatyczng skor
wieprzowych w temp. 20°C, w Srodowisku o pH = 3,5 i pH = 6,0. Po uplywie 8, 24 i
48 h prowadzenia procesu okreslono stopien degradacji enzymatycznej surowca,
oznaczajac zawarto$¢ wolnej hydroksyproliny, azotu rozpuszczalnego i wolnych grup
aminowych. Wyniki tych oznaczeh przedstawiono w tab. 3.1 4.

W wyniku degradacji skér wieprzowych, prowadzonej przy pH = 3,5 z
wykorzystaniem enzyméw z Yarrowia lipolytica, po 8 h trwania procesu
hydroksyprolina byta uwalniana na poziomie 27,5 pg Hyp/g substratu. Przedtuzanie
hydrolizy do 24 i 48 h powodowalo znacznie mniejsze przyrosty oznaczanej Hyp w
roztworze do wartosci 30,1 1 32,8 ng Hyp/g substratu. Analiza statystyczna wynikéw
dowiodta istotnos$ci ré6znic pomiedzy pordwnywanymi okresami badawczymi. Nizsze
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przyrosty wolnej hydroksyproliny odnotowano podczas hydrolizy prowadzonej w
obecnos$ci preparatu enzymatycznego z grzybow Beauveria bassiana. Wielkosci te
zawieraly si¢ w granicach od 0,4 do 8,9 pg Hyp z 1g substratu (tab. 4), niemniej
wydiuzanie czasu prowadzenia procesu powodowalo istotny statystycznie przyrost
ilodci tego aminokwasu.

Tabela 3
Produkty degradacji enzymatycznej skér wieprzowych.
Products of enzymatic degradation of pigskins.
Preparat enzymatyczny
Parametr Cza§ Enzymatic preparation
Duration — - - -
Parameter (h] Yarrowia lipolytica Beauveria bassiana
pH=3,5 pH=16,0 pH=3,5 pH=16,0
Wolna hydroksyprolina 0 19,7 22,3 2,8 5,5
[ng Hyp/g substratu] 8 27,5 26,2 3,2 7,9
Free hydroxyprolin 24 30,1 40,6 4,2 9.6
[ng Hyp/g substrate] 48 32,8 47,2 11,7 23,2
Wolne grupy aminowe 0 657,8 603,8 386,3 303,8
[1g Gly/g substratu] 8 1127.3 1402,5 441,8 334,5
Free amine groups 24 2488.,5 2104,5 538.5 621,8
[ng Gly/g substrate] 48 28478 2300,3 590,3 705,0
Azot rozpuszczalny 0 0,1 0,1 0,7 2,2
[mg N/g substratu] 8 2.3 0,2 3,9 4,5
Soluble nitrogen 24 3,9 2,7 4,5 6,2
[mg N/g substrate] 48 5.4 3,1 4,7 7,0

Podczas prowadzenia hydrolizy enzymatycznej do§wiadczalnego surowca przy
pH = 6,0 preparatem z Yarrowia lipolytica, przyrost wolnej hydroksyproliny po 8 h byt
nieznaczny i wynosit tylko okoto 4 pg Hyp z 1g substratu, natomiast dtuzszy okres
prowadzenia hydrolizy (48 h) przyczynit si¢ do blisko dwukrotnego przyrostu
uwalnianej hydroksyproliny w poréwnaniu ze §rodowiskiem o nizszej kwasowos$ci. W
przypadku prowadzenia degradacji z wykorzystaniem preparatu z Beauveria bassiana
ilo$¢ oznaczonej hydroksyproliny byla nizsza, a warto$ci przyrostu tego aminokwasu
w $rodowisku o wyzszym pH wskazuja, ze sa to warunki efektywniejszej hydrolizy
skér przez te enzymy. Tak wigc aktywnos$¢ kolagenolityczna obu preparatow
enzymatycznych byla wyzsza w stosunku do kolagenu skér wieprzowych przy pH =
6,0, mimo ze przy proponowanym nizszym pH wydajnos$¢ hydrolizy tego biatka jest
dodatkowo wspomagana przez S$rodowisko prowadzenia procesu. Z literatury
przedmiotu wiadomo, ze stosowanie kwaséw i buforéow w zakresach pH od 3 do 3,5
pozwala na uzyskanie kolagenu rozpuszczalnego, gdyz nastgpuje rozpuszczenie
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mtodego tropokolagenu oraz ulegaja degradacji niektére kowalencyjne wiazania
sieciujace [8, 9, 16].

Analizujac wyniki oznaczen wolnych grup aminowych po procesie hydrolizy skér
stwierdzono, ze wydtuzenie czasu trwania procesu istotnie wptyngto na zwigkszenie
poziomu degradacji biatek tego surowca. W przypadku zastosowania preparatu
drozdzowego oznaczone ilosci glicyny byly ponad 10-krotnie wyzsze przy pH = 3,5
niz przy degradacji skor preparatem grzybowym. Réznice te byty mniej drastyczne (4-
5-krotny wzrost zawarto$ci oznaczanej glicyny) po hydrolizie skor w czasie 48 i 72 h,
przy pH = 6,0. Poréwnujac ilo$ci oznaczanej glicyny w réznych okresach badawczych
nalezy podkresli¢, ze najintensywniejsza degradacja biatek nastgpowata w pierwszych
24 h prowadzenia procesu w obu zakresach pH. Wydtuzanie czasu trwania hydrolizy o
nastgpne 24 h przyniosto réwniez istotna zmian¢ w warto$ciach oznaczanego
parametru, ale charakteryzowata si¢ ona mniejsza intensywnoscia.

Tabela 4
Przyrosty produktéw degradacji enzymatycznej skér wieprzowych.
Increases in products of enzymatic degradation of pigskins.
Wolna hydroksyprolina Wolne grupy aminowe Azot rozpuszczalny
Czas [ng Hyp/g substratu] [ng Gly/g substratu] [mg N/g substratu]
pH | Duration Free hydroxyprolin Free amine groups Soluble nitrogen
[h] [ng Hyp/g substrate] [ng Gly/g substrate] [mg N/g substrate]
Yarrowia Beauveria Yarrowia Beauveria Yarrowia Beauveria
lipolytica bassiana lipolytica bassiana lipolytica bassiana
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 7,8 0,4* 469,5" 55,5¢ 2,0° 3,06
3’5 c b de d e d
24 10,4 1.4 1830,8 152,2 3,8 3,8
48 13,1 8,9° 2190,0° 204,0° 5,3¢ 4,0%
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6.0 8 3,9° 2,4¢ 798,7¢ 30,7 0,1° 2,3
’ 24 18,3 4,1 1500,8° 318,0" 2,6 4,0%
48 24,9° 17,7° 1696,5¢ 401,28 3,0f 4,8

Warto$ci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone jednakowymi literami oznaczaja brak réznic
statystycznych przy poziomie ufnosci a < 0,05.

The mean values in the same and designated by the same letters indicate no statistically significant
differences at a trust level of a < 0.05

Oceniajac stopien hydrolizy bialek surowca na podstawie przyrostéw azotu
rozpuszczalnego w roztworach nalezy podkreslic znacznie wyzsza efektywnos$é
hydrolityczna preparatu enzymdéw pochodzenia grzybowego w stosunku do preparatu
drozdzowego. Przy zastosowaniu pierwszego z omawianych preparatow przyrosty
azotu rozpuszczalnego zawieraly si¢ w granicach od 3,37 mg Ndo 4,04 mgNz1g
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substratu przy pH = 3,5 i nieznacznie wigcej (do 4,8 mg N/g substratu) przy pH = 6,0.
W przypadku tego parametru réznice w efektywnos$ci preparatu z grzybéw Beauveria
bassiana byty mniej istotne przy zréznicowaniu warunkéw srodowiskowych. Preparat
pochodzenia drozdzowego wykazywal natomiast wigksza zdolno$¢ hydrolityczna
biatek skor przy pH = 3,5, szczegdlnie przy wydluzeniu czasu dziatania do co najmniej
24 h, jakkolwiek na efektywno$¢ degradacji biatek do$wiadczalnego surowca moze
rowniez wptywaé zastosowany w doswiadczeniu bufor [18]. Mniejsza kwasowos¢
srodowiska istotnie obnizyta aktywnos¢ tych enzyméw. Analiza statystyczna wynikow
wskazuje na istotno$¢ réznic w wartoSciach tego wyréznika we wszystkich okresach
badawczych przy obu testowanych preparatach w kazdym zakresie pH ich dziatania.

Whioski

1. Preparaty enzymatyczne z drozdzy Yarrowia lipolytica oraz z grzyboéw Beauveria
bassiana charakteryzowaty si¢ odmiennymi witasciwosciami hydrolitycznymi.
Optymalna kwasowoscia $rodowiska dziatania preparatu enzymatycznego z
Beauveria bassiana jest warto$¢ pH = 6,0, a w przypadku preparatu z Yarrowia
lipolytica pH = 3,5.

2. Sposrdéd testowanych substratéw, w przypadku obu ocenianych preparatéw
enzymatycznych, hemoglobina byta najbardziej dostgpnym biatkiem, a zelatyna
najbardziej opornym.

3. Aktywno$¢ kolagenolityczna preparatu drozdzowego jest wyzsza niz preparatu
pochodzenia grzybowego.

4. W stosunku do kolagenu skér wieprzowych aktywno$¢ obu preparatow
enzymatycznych jest wyzsza przy pH = 6,0.

5. Enzymy z Yarrowia lipolytica efektywniej degradowaly biatka skér wieprzowych,
przy czym optymalnym pH ich dziatania byto pH = 3,5.

6. Preparat enzymatyczny z Beauveria bassiana wykazuje wyzsze zdolnoSci
proteolityczne w stosunku do biatek skér w §rodowisku o pH = 6,0.

Praca wykonana w ramach grantu KBN 5 PO6G 028 19
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AN ATTEMPT TO USE ENZYMES OF MICROBIOLOGICAL ORIGIN
FOR THE DEGRADATION OF ANIMAL PRODUCTS RICH IN CONNECTIVE TISSUE

Summary

The objective of the investigation was to compare the proteolytic activity of enzymatic preparations
obtained from the post-culture fluids of yeast Yarrowia lipolytica strain A101, fungi Beauveria bassiana
278, and to assess their usefulness for the degradation of pigskins. The proteolytic activity of some
enzymatic preparations towards casein, gelatin, and hemoglobin was investigated. Moreover, the
assessment of collagenolytic features of the preparations towards soluble collagen and Achilles tendons of
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beef cattle was performed. The collagenolytic activity was assessed on the basis of the dynamics of
realizing free amine groups and hydroxyproline from the substrates. Next, the hydrolysis of pigskins using
experimental enzymatic preparations was conducted in the media of pH = 3.5 and pH = 6.0, at 20°C.
Basing on the investigation results, it was stated that the preparation obtained from Beauveria bassiana
278 was characterized by the highest proteolytic activity at pH=6.0, whereas the activity of the
preparation obtained from Yarrowia lipolytica was the highest at pH=3.5. The activity of both enzymatic
preparations towards collagen from beef cattle skins was higher at pH=6.0. However, the collagenolytic
activity of the preparation obtained from Yarrowia lipolytica was higher then the latter one. The proteins
from pigskins degraded the enzymes of Yarrowia lipolytica more efficiently and the optimum pH was 3.5.

Key words: proteolytic enzymes, collagenolytic activity, enzymatic hydrolysis, pigskins.



