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MAGDALENA MIKA, AGNIESZKA WIKIERA, KRZYSZTOF ZYLA,
PRZEMYSELAW PEREK

INTERAKCJE PEKTYNAZ I FOSFATAZ W PROCESIE ZMIAN
BIODOSTEPNOSCI BIALKA Z PASZY DLA DROBIU

Streszczenie

Badano wptyw enzyméw fosforolitycznych i pektynolitycznych na biodostgpno$¢ biatka oraz
okres$lono interakcje zachodzace pomigdzy dziataniem tych enzymoéw. Analizy prowadzono z
wykorzystaniem metody in vitro, symulujacej warunki trawienia w przewodzie pokarmowym ptakéw.
Wyniki analizowano stosujac dwuczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA (dwuelementowe kombinacje
aktywno$ci enzymatycznych — preparaty: Finase P, Finase AP, Rapidase pomaliq 2F, Energex L).
Wykazano, ze zaréwno dodatek pektynaz, jak i fosfataz do paszy ma istotny wptyw na st¢zenie biatka
oznaczanego w dializacie. Ponadto wykazano, ze kooperacja z preparatami pektynolitycznymi jest
efektywniejsza w przypadku fosfatazy kwasnej niz fitazy. Stwierdzono takze, ze wysoka aktywno$¢
pektynoesterazy w preparatach pektynolitycznych jest czynnikiem ograniczajacym biodostgpnos¢ biatka.

Stowa kluczowe: pektynazy, fosfatazy, biodostgpnos¢ biatka.

Wstep

Preparaty enzymatyczne maja szerokie zastosowanie w przemysle paszowym. Ich
wykorzystanie zwigksza dostgpno$¢ sktadnikéw odzywczych z paszy pochodzenia
roslinnego, zwilaszcza dla zwierzat monogastrycznych. Obecno$¢ sktadnikéw
antyzywieniowych, takich jak fityniany czy niestrawne polisacharydy nieskrobiowe
(NSP) moze by¢ niwelowana przez wzbogacanie diet dla drobiu w preparaty
enzymatyczne. Zastosowanie preparatow fosforolitycznych, powodujacych rozktad
fitynianéw, zwigksza nie tylko przyswajalnos¢ fosforu, ale poprawia takze
biodostepnos¢ metali (Ca, Mg, Zn, Fe) [8], biatka [2, 17] i cukrowcoéw [12] tworzacych
kompleksy z kwasem fitynowym. W ostatnich latach pojawity si¢ w literaturze
doniesienia na temat zastosowania preparatéw pektynolitycznych w zywieniu zwierzat
monogastrycznych [14, 16]. Preparaty te, oprécz aktywnosci gtéwnych enzymoéw
rozkladajacych pektyny, wykazuja istotne aktywnosci enzyméw rozktadajacych inne
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polisacharydy nieskrobiowe (B-glukany, hemicelulozy, ksylany). Wysoki stopien
polimeryzacji NSP, czgsto silnie rozgatgziona struktura oraz obecno$¢ grup
zdysocjowanych sprawia, ze zwiazki te tatwo wiaza rézne substancje, tworzac duze
konglomeraty [1]. W $rodowisku przewodu pokarmowego w sktad tych konglomeratéw
najczesciej wchodza czasteczki biatka, skrobi, lipidéw, wolne aminokwasy, witaminy i
r6zne mikroelementy, a nawet enzymy trawienne. Juz w roku 1983 Ikeda i Kuzano [6]
doniesli o inhibitujacym wptywie pektyny, celulozy i ksylanu na aktywno$¢ enzyméw
katalizujacych hydroliz¢ wiazan peptydowych, giéwnie pepsyny i trypsyny. Innym
czynnikiem decydujacym o antyzywieniowym dziataniu NSP jest ich hydrofilowy
charakter, co wptywa na wzrost lepkosci tresci jelitowej [3] i spowolnienie jej przeptywu
szczegOlnie u mtodych zwierzat [7].

Celem badan byto okre$lenie wpltywu preparatow pektynolitycznych i
fosforolitycznych na biodostgpno$¢ biatka oraz okreslenie mozliwych interakcji
zachodzacych pomigdzy dziataniem tych preparatow.

Material i metody badan

Material badawczy stanowita mieszanka kukurydziano-sojowa dla drobiu. Jeden
kilogram paszy charakteryzowal si¢ energia metaboliczna 12,47 MJ (2980 kcal)
i zawierat sktadniki odzywcze w nastgpujacych ilosciach: biatko ogétem — 21,60%,
wapn — 0,6%, fosfor catkowity — 0,40%, fosfor przyswajalny — 0,11%. Do gtéwnych
sktadnikéw paszy nalezaty: $ruta kukurydziana (56,3%), poekstrakcyjna $ruta sojowa
(38,0%) i olej rzepakowy (3,6%).

Do badan zastosowano dwa handlowe preparaty pektynolityczne pochodzenia
mikrobiologicznego: Energex L firmy Novo Nordisk i Rapidase pomaliq 2F firmy
Gist-Brocades oraz dwa preparaty fosforolityczne pochodzenia mikrobiologicznego
fitazg — Finase P i fosfataz¢ kwasna — Finase AP firmy AB Enzymes OY. W kazdym
z preparatow oznaczano aktywnoS$ci gléwne i towarzyszace.

Aktywno$¢ poligalakturonazy (EC 3.2.1.15) oznaczano w obecnosci 0,678%
roztworu pektyny o pH 4,5, w temp 40°C, w ciagu 10 min. Za jednostke aktywnoS$ci
poligalakturonazy (PGU) przyjeto ilos¢ enzymu, ktéra w warunkach oznaczenia
uwalnia 1 pmol kwasu D-galakturonowego w ciagu 1 min [11].

Aktywno$¢ pektynoesterazy (EC 3.1.1.11) oznaczano metoda miareczkowania
potencjometrycznego uwalnianych w czasie reakcji grup karboksylowych. Jako
substrat stosowano 0,5% roztwdér pektyny o pH 4,5. Reakcja zachodzita w temp 40°C
w ciagu 10 min. Jednostke aktywnos$ci pektynoesterazy (PEU) zdefiniowano jako ilo$¢
enzymu rownowazna 1 ml 1 M NaOH potrzebnego do utrzymania stalego pH
mieszaniny reakcyjnej przez 1 min w warunkach reakcji [4].
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Ogodlna aktywno$¢ pektynolityczna oznaczano w temp. 20°C po uprzedniej
hydrolizie 0,5% roztworu pektyny w temp. 40°C, przy pH réwnym 3,2. Jako jednostke
aktywnosci pektynolitycznej przyjeto stopnie PM (°PM) okres$lajace w ilu litrach 0,5%
roztworu pektyny mozna osiagna¢ spadek lepkosci o 85%, w ciagu 5 godz, w temp.
20°C pod wptywem dziatania 1 kg preparatu pektynolitycznego [13].

Aktywnos¢ fitazy (EC 3.1.3.8) oznaczano w temp. 40°C, w ciagu 30 min, stosujac
jako substrat 5 mM roztwor fitynianu sodu o pH 5,0. Jednostkg aktywnosci fitazy
(FTU) okreslano jako ilos¢ enzymu uwalniajaca 1 wmol fosforu w ciagu 1 min w
warunkach reakcji [5].

Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej (EC 3.1.3.2) oznaczano w temp. 40°C, inkubujac
enzym z 5,5 mM roztworem soli sodowej p-nitrofenylofosforanu o pH 4,5 przez 15
min. Jednostke aktywnosci fosfatazy kwasnej (AcPU) definiowano jako ilo$¢ enzymu,
ktéra w warunkach reakcji uwalnia 1 pmol p-nitrofenolu w ciagu 1 min [18].

Aktywno$¢ proteazy kwasnej (EC 3.4.23.6) oznaczano metoda Ansona wobec
2,5% roztworu hemoglobiny. Inkubacje prowadzono przez 10 min, w temp. 40°C przy
pH 2,8. Uwolnione aminokwasy i krotkotancuchowe peptydy oznaczano z
odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a. Jako jednostk¢ aktywno$ci proteazy kwasnej
(AcPRU) przyjeto ilos¢ enzymu, ktéra hydrolizuje hemoglobing w takim stopniu, zZe
barwa z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a odpowiada tej, jaka powoduje 1 pmol
tyrozyny w warunkach oznaczenia [13].

Aktywnos$¢ ksylanazy (EC 3.2.1.8) oznaczano w temp 40°C, w ciagu 10 min,
stosujac w charakterze substratu 3,33% roztwor ksylanu o pH 5,0. Jednostke
aktywnosci ksylanazy (XU) zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu uwalniajaca w warunkach
reakcji 1 wmol ksylozy w ciagu 1 min [11].

Aktywno$¢ celulazy (EC 3.2.1.4) oznaczano wobec 0,833% roztworu CM-
celulozy w temp. 40°C, przy pH réwnym 5,0 w ciagu 10 min. Jako jednostke
aktywnosci celulazy (CU) przyjeto ilo§¢ enzymu potrzebng do uwolnienia 1 pmola
glukozy w ciagu 1 min w warunkach analizy [14].

Aktywno$¢ PB-glukanazy (EC 3.2.1.6) oznaczano w temp. 40°C przy pH 5,0,
prowadzac dwudziestominutowa inkubacje enzymu z 1,66% roztworem lichenanu.
Jednostkg aktywnosci B-glukanazy (GIU) zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu konieczng
do uwalniania 1 pumola glukozy w ciagu 1 min [11].

Biodostgpno$¢ biatka badano, stosujac metode¢ in vitro symulujaca uktad
trawienny ptaka opracowana przez Zyle i wsp. [17]. Preparaty fitazy i fosfatazy
kwasnej stosowano w dawkach wysycajacych w procesie defosforylacji paszy
pszenno-sojowej, réwnych 750 FTU i1 3156 AcPU na 1 kg paszy [16]. Preparaty
pektynolityczne stosowano w dawce optymalnej 100 PGU na 1 kg paszy, ktéra
wyznaczano w pierwszym etapie badan. Wszystkie analizy prowadzono w 6
powtdrzeniach. Biatko (produkty hydrolizy biatka) w dializacie oznaczano metoda
Lowry’ego [10].
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Wyniki opracowano statystycznie, stosujac dwuczynnikowa analiz¢ wariancji.

Wiyniki i dyskusja

Optymalna dawke wieloaktywnos$ciowych preparatow pektynolitycznych
standaryzowano w badaniach in vitro wedlug aktywnosci poligalakturonazy. Uzyskane
wyniki przedstawiono na rys. 1. Jako optymalna dawke¢ uznano ilo$¢ preparatu
wprowadzajaca aktywno$¢ poligalakturonazy réwna 100 PGU do 1 kg paszy. W tab. 1.
przedstawiono poziomy aktywnosci gtéwnych i aktywnosci towarzyszacych, ktére
byly wprowadzane z preparatami pektynolitycznymi do 1 kilograma mieszanki
paszowe;j.
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Rys. 1. Zalezno$¢ migdzy aktywnoscia poligalakturonazy (PGU) w preparatach pektynolitycznych
a iloscia biatka uwalnianego z paszy kukurydziano-sojowej.

Fig. 1.  The relation between a polygalacturonase activity (PGU) in pectolytic preparations and amounts
of protein released from a maize-soyabean-feed.

Tabela 1
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Aktywnosci enzymatyczne towarzyszace 100 PGU w badanych preparatach pektynaz w przeliczeniu na 1
kg paszy kukurydziano-sojowej.
Enzymatic activities accompanying the standardized level of 100 PGU as found
in the pectinase preparations per one kg of feed.

Aktywno$ci enzymatyczne

Nazwa Dawka : o
Enzymatic activities
preparatu ul/kg paszy
Name of Dosage
. PGU |PEU| °PM FTU | AcPU | AcPRU | XU GIU CU
preparation | pl/kg of feed
Energex L 4,3 100 | 2,4 |11943,0| 0,033 | 6,91 15,5 2 13,7 1,8
Rapidase 40 100 | 20,6 231808 (0,029 007 | 44 | 75 |1546| 169
pomaliq 2F

W stosowanych dawkach preparat Energex L zawierat znaczacy poziom jedynie
ogdblnej aktywno$ci pektynolitycznej (11943 °PM), pozostate aktywnosci byly
sladowe. Pektynaza Rapidase pomaliq 2F charakteryzowata si¢ relatywnie wysoka
aktywnos$cia enzymoéw rozktadajacych nieskrobiowe polisacharydy, a ogdlna
aktywnos$¢ pektynolityczna tego preparatu byta dwukrotnie wyzsza niz w preparacie
Energex L. Preparat Rapidase pomaliq 2F wykazywal takze znaczacy poziom
pektynoesterazy, wynoszacy 20,6 PEU na 1 kg paszy. Oba preparaty charakteryzowaty
sladowe aktywnosci: fitazy, fosfatazy kwasnej i proteazy kwasne;j.

W tab. 2. przedstawiono aktywno$ci enzymatyczne towarzyszace wysycajacym
dawkom handlowych preparatow fitazy (Finase P) i fosfatazy kwasnej (Finase AP)
wprowadzanym do 1 kg paszy. Stosowane preparaty fitazy i fosfatazy kwasnej nie
wykazaty ogélnej aktywnosci pektynolitycznej ani pektynoesterazowe;j.

Tabela 2
Aktywnosci enzymatyczne towarzyszace wysycajacym dawkom fitazy i fosfatazy kwasnej w przeliczeniu

na 1 kg paszy kukurydziano-sojowe;j.
Enzymatic activities accompanying the saturated levels of phytase and acid phosphatase per kg of feed.

Nazwa Dawka Aktywno$ci enzymatyczne
preparatu | [pl/kg paszy] Enzymatic activities
Name of Dosage
. PGU | PEU | °PM | FTU | AcPU | AcPRU | XU | GIU | CU
preparation | [ul/kg of feed]
Finase P 0,3 80 0 0 750 305 24 53 32 54
Finase AP 0,48 106 0 0 178 | 3156 97 82 22 32

Wszystkie preparaty stosowane w do$wiadczeniach in vitro wplywaly istotnie na
poziom uwalnianego biatka (rys. 2). Z preparatow pektynolitycznych nieznacznie lepsze
rezultaty uzyskano w przypadku preparatu Rapidase pomaliq 2F, ktéry spowodowat
wyzszy o 23% przyrost ilo$ci biatka w dializacie niz preparat Energex L. Fakt ten mozna
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wytlumaczy¢ wykazanymi uprzednio w preparacie Rapidase pomaliq 2F wyzszymi, niz
w preparacie Energex L, poziomami wszystkich aktywno$ci enzyméw rozktadajacych
NSP. Wywotana przez glikozydazy depolimeryzacja paszowych pektyn, ksylanéw i [B-
glukandw obnizata lepko§¢ paszy trawionej metoda in vitro, ponadto podwyzszata
dostgpnos¢  substratu  (biatka), uwalniajac go =z wielkich polisacharydowych
konglomeratéw, jak rowniez eliminowata inhibitujacy wptyw nieskrobiowych
polisacharydéw, zwigkszajac tym samym ilo$¢ aktywnych czasteczek enzymoéw
trawiennych.
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40 —
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B F+KF R+F R+KF R+F+KF E  E+F E+KF E+F+KF
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Protein [mg/g]

Rys. 2. Wplyw dodatku preparatow enzymatycznych na poziom biatka uwalnianego z paszy do
dializatu. [K — préba kontrolna, F — fitaza (Finase P), KF — fosfataza kwasna (Finase AP), E —
preparat Energex L, R — preparat Rapidase pomaliq 2F]. Rézne litery superskryptu oznaczaja
réznice statystycznie istotne (test LSD).

Fig.2. The influence of different enzyme preparations added to feed on the concentration of protein
being released from feed to a dializate. [K — control, F — phytase (Finase P), KF - acid
phosphatase (Finase AP), E — Energex L pectinase preparation, R — Rapidase pomaliq 2F
pectinase preparation]. Different letters in superscripts denote statistically essential difference
(LSD test).

Zaréwno fitaza, jak i fosfataza kwasna, wptynety istotnie na przyrost ilosci biatka

w dializacie (rys. 2), ale pomigdzy efektywno$cia dziatania tych preparatéw nie

obserwowano istotnych  statystycznie réznic. Zastosowanie réwnoczesnie
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wysycajacych dawek obu fosfataz nie zwigkszalo w sposéb istotny ilosci biatka
uwalnianego z paszy. Pomigdzy dziataniem preparatéw fosforolitycznych zachodzita
interakcja (tab. 3). Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze preparat Finase AP dziatajacy bez
dodatku preparatu Finase P wptywat istotnie na wzrost poziomu biatka uwalnianego do
dializatu, mimo iz fosfataza kwas$na samodzielnie nie jest w stanie hydrolizowac¢ kwasu
fitynowego. Substratem do jej dziatania moze by¢ dopiero produkt powstaty w reakcji
(odszczepienia pierwszej reszty fosforanowej od kwasu fitynowego) katalizowanej
przez fitazg [15]. Wskazuje to, ze poziom aktywnosci endogennej fitazy sktadnikéw
paszy i poziom aktywnoS$ci fitazowej wprowadzanej z wysycajaca dawka preparatu
Finase AP byly wystarczajace do uwolnienia odpowiedniej ilo$ci substratu.

Tabela 3
Wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA.
Results of the two way ANOVA variance analysis.
Interakcje F — wartos¢ testu P — prawdopodobienstwo
Interactions F — test value P — probability
Finase P x Finase AP 10,65 0,003
Finase P x Energex L 12,06 0,002
Finase P x Rapidase pomaliq 2F 53,29 0,000
Finase AP x Energex L 0,01 0,924
Finase AP x Rapidase pomaliq 2F 8,46 0,007

W tab. 3. przedstawiono wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA
(dwuelementowe kombinacje aktywno$ci enzymatycznych — preparaty: Finase P,
Finase AP, Rapidase pomaliq 2F, Energex L). Zbadano interakcje uktadéw: Finase P x
Energex L, Finase P x Rapidase pomaliq 2F, Finase AP x Energex L, Finase AP x
Rapidase pomaliq 2F. Stwierdzono brak interakcji i zarazem istotny wzrost st¢zenia
biatka tylko przy kooperacji preparatow Finase AP i Energex L (rys. 2). W przypadku
tych preparatow prawdopodobienstwo, ze przyrosty ilosci uwalnianego biatka
pochodzace od kazdego z preparatéw oddzielnie sa addytywne wyniosto 92,4%.
Dowodzi to, ze substratem tych enzymoéw sa rézne kompleksy wiazace biatka i zaden z
produktéw powstatych w reakcjach przez nie katalizowanych nie wptynat inhibitujaco
na aktywno$¢ drugiego preparatu, jak réwniez nie spowodowal dodatkowego
kompleksowania biatka. W przypadku preparatéw Rapidase pomaliq 2F i Finase AP
zaobserwowano istotng interakcje (tab. 3) i niewielki wzrost ilo$ci uwalnianego biatka
(rys. 2). Spowodowane to bylo wysoka aktywnoscia pektynoesterazy, obecnej w
preparacie Rapidase pomaliq 2F. Powstate w wyniku akcji pektynoesterazy wolne
grupy karboksylowe prawdopodobnie chelatowaty biatko uwalniane przez fosfatazg z
kompleksow fitynowych, co ograniczylo dostgp peptydaz do substratu. Ponadto
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negatywny wptyw moégt wynikaé z wiazania przez wolne grupy karboksylowe jonéw
wapnia, ktére sa aktywatorami wielu fosfomonoesteraz [9, 14].

Stwierdzono, ze fitaza wspoétdziatajaca z preparatami pektynolitycznymi uwolnita
do dializatu znacznie mniejsze ilosci biatka niz fosfataza kwasna w potaczeniu z tymi
preparatami. Pomiedzy fitaza i preparatami pektynaz wystapity istotne interakcje (tab.
3). Wspdldziatanie preparatéw Finase P i Energex L spowodowalo 3,6 razy mniejszy
przyrost (w stosunku do akcji samego preparatu Energex L) ilosci biatka w dializacie
niz wspdéldziatanie preparatow Finase AP i Energex L. Zastosowanie fitazy i preparatu
Rapidase pomaliq 2F spowodowato spadek uwalnianego biatka o 7% wzgledem
wynikdw otrzymanych przy zastosowaniu tylko pektynazy. Analiza statystyczna
wykazata istotna interakcje tych preparatéw (tab. 3). Nie stwierdzono istotnych réznic
pomigdzy iloScia biatka uwalnianego do dializatu przy wprowadzeniu do paszy
petnego zestawu preparatow (Finase P + Finase AP + preparat pektynolityczny) i
zestawem Finase AP + preparat pektynolityczny, co potwierdza mala efektywnos¢
dziatania fitazy w procesie uwalniania biatka.

Whioski

1. Zastosowanie preparatéw fosforolitycznych, jak i pektynolitycznych, ma istotny
wplyw na ilo$¢ biatka uwalnianego z paszy poddanej trawieniu in vitro.

2. Preparat fosfatazy kwasnej (Finase AP) we wspdldziataniu z preparatami
pektynolitycznymi powoduje uwalnianie istotnie wigkszych iloSci biatka niz
preparat fitazy (Finase P) w potaczeniu z tymi preparatami.

3. Wysoka aktywno$¢ pektynoesterazy w preparatach pektynolitycznych ogranicza
uwalnianie biatka do dializatu.

4. Dziatanie preparatu fosfatazy kwasnej i preparatu pektynolitycznego o bardzo
niskim poziomie pektynoesterazy (Energex L) nie wykazalo interakcji (Finase P x
Energex L p = 0,924), a przyrosty uwalnianego biatka pod wptywem dziatania tych
preparatéw byty addytywne.
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INTERACTIONS BETWEEN PECTINASES AND PHOSPHATASES DURING A PROCESS OF
ALTERING THE PROTEIN BIOAVAILABILITY IN FEED STUFF FOR POULTRY

Summary

The effects of pectinases and phosphatases on the bioavailability of protein and interactions between
these enzymes were studied. Analysis were performed using an in vifro method simulating conditions of
the bird’s intestinal digestion tract. The results obtained were analysed using a two way ANOVA variance
analysis (two factor combinations of enzymatic activities — the preparations: Finase P, Finase AP,
Rapidase pomaliq 2F, and Energex L). The investigations evidenced that the addition of pectinases and
phosphatases significantly influenced protein levels being determined in the dializate. Moreover, it was
proved that the cooperation with the pectinase preparations was more effective for the acid phosphatase
than for the phytase. It was also confirmed that the high pectin esterase activity in pectinase preparations
was a factor limiting the protein bioavailability.
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