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GRA� YNA KRASNOWSKA   

PRÓBA WYKORZYSTANIA ENZYMÓW POCHODZENIA 
MIKROBIOLOGICZNEGO DO DEGRADACJI  SUROWCÓW 

ZWIERZ� CYCH BOGATYCH W TKANK�  	 � CZN�  

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy by
o porównanie aktywno� ci proteolitycznej preparatów enzymatycznych uzyskanych z 

p
ynów pohodowlanych dro� d� y Yarrowia lipolytica szczepu A101 i grzybów Beauveria bassiana 278 
oraz ocena ich przydatno� ci do degradacji skór wieprzowych. Preparaty enzymatyczne 
scharakteryzowano pod wzgl� dem ich aktywno� ci proteolitycznej wobec kazeiny, � elatyny oraz 
hemoglobiny. Ponadto przeprowadzono ocen�  w
a� ciwo� ci kolagenolitycznych preparatów w stosunku do 
kolagenu rozpuszczalnego oraz wo
owych � ci� gien Achillesa. Aktywno� �  kolagenolityczn�  oceniono na 
podstawie dynamiki uwalniania wolnych grup aminowych i hydroksyproliny z substratów.  

W drugim etapie bada�  przeprowadzono hydroliz�  skór wieprzowych do�wiadczalnymi preparatami 
enzymatycznymi w � rodowiskach o pH = 3,5 i pH = 6,0 w temp. 20oC. Na podstawie przeprowadzonych 
bada�  stwierdzono, � e preparat z Beauveria bassiana 278 wykazywa
 najwy� sz�  aktywno� �  
proteolityczn�  w � rodowisku o pH = 6,0, natomiast preparat z Yarrowia lipolytica przy pH = 3,5. W 
stosunku do kolagenu skór wieprzowych aktywno� �  obu preparatów enzymatycznych by
a wy� sza przy 
pH = 6,0, jednak z przewag�  aktywno� ci kolagenolitycznej preparatu uzyskanego z Yarrowia lipolytica. 
Enzymy z Yarrowia lipolytica efektywniej degradowa
y równie�  bia
ka skór wieprzowych, zw
aszcza w 
� rodowisku o optymalnym pH = 3,5. 

 
S
owa kluczowe: enzymy proteolityczne, aktywno� �  kolagenolityczna, hydroliza enzymatyczna, skóry 
wieprzowe. 

 

Wprowadzenie 

Dynamiczny rozwój biotechnologii w znacznym stopniu przyczynia si�  do 
post� pu technologicznego oraz stwarza mo� liwo� ci zast� pienia tradycyjnych procesów 
chemicznych. Ponadto, w przetwórstwie � ywno� ci, poprzez m.in. popraw�  w
a� ciwo� ci 
funkcjonalnych bia
ek pozwala na poszerzenie oferty asortymentowej kierowanej do 
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wielu grup konsumentów [5, 7, 17]. Najwi� ksze znaczenie praktyczne maj�  
technologie, w których zastosowano enzymy. Procesy te mog�  by�  kontrolowane i 
przerywane na okre� lonym, po� � danym etapie. Zastosowanie preparatów 
enzymatycznych w technologii � ywno� ci umo� liwia produkcj�  nowych i bardziej 
atrakcyjnych pod wzgl� dem � ywieniowym i sensorycznym produktów, pe
niejsze 
wykorzystanie surowców i produktów ubocznych, a tym samym zmniejszenie kosztów 
produkcji [7]. Enzymy stosowane w przemy� le spo� ywczym otrzymywane s�  z tkanek 
ro� linnych i zwierz� cych, ale obecnie najwi� ksze znaczenie ma produkcja enzymów 
przy u� yciu wyselekcjonowanych drobnoustrojów [15]. Synteza enzymów z hodowli 
drobnoustrojów zale� y od warunków jej prowadzenia, co z kolei umo� liwia ich 
produkcj�  o � ci� le okre� lonej specyficzno� ci. Wzrastaj� ce zapotrzebowanie na 
standaryzowane preparaty enzymatyczne, których produkcja i zastosowanie b� dzie 
ekonomicznie uzasadnione, stwarza konieczno� �  poszukiwania nowych i tanich ich 
� róde
 [4, 17]. 

W� ród mikroorganizmów zdolnych do biosyntezy znacznych ilo� ci enzymów 
hydrolitycznych znajduj�  si�  grzyby paso� ytuj� ce na owadach, okre� lane wspóln�  
nazw�  entomopatogenów. Enzymy proteolityczne tych grzybów i ich specyficzno� �  
substratowa stanowi
y przedmiot zainteresowa�  badaczy w wielu opracowaniach [2, 4, 
13]. Do grzybów tych nale� �  m.in. grzyby Beauveria bassiana z klasy Deuteromyces. 
Drugi z analizowanych mikroorganizmów to dro� d� e z gatunku Yarrowia lipolytica, 
które nale� �  do tzw. dro� d� y niekonwencjonalnych, wyst� puj� cych w glebie, w 
naturalnych zasobach wodnych oraz stanowi�  dominuj� c�  flor�  w produktach 
spo� ywczych bogatych w t
uszcz i bia
ka. Charakteryzuj�  si�  rzadko spotykan�  u 
dro� d� y zdolno� ci�  biosyntezy enzymów pozakomórkowych hydrolizuj� cych bia
ka i 
t
uszcze. Dro� d� e te wykorzystuj� , jako � ród
o w� gla i energii, tylko niektóre cukry, 
takie jak: glukoza, fruktoza i ryboza. S�  jednym z gatunków dro� d� y wchodz� cych 
m.in. w sk
ad dzikiej mikroflory wyst� puj� cej w serach, szczególnie ple� niowych i 
maziowych [6, 20]. 

Celem pracy by
o porównanie aktywno� ci proteolitycznej preparatów 
enzymatycznych uzyskanych z p
ynów pohodowlanych dro� d� y Yarrowia lipolytica i 
grzybów Beauveria bassiana oraz ocena ich przydatno� ci do degradacji skór 
wieprzowych. 

Mater ia
 i metody bada�  

Do bada�  u� yto dwóch preparatów enzymatycznych uzyskanych z hodowli 
wg
� bnej dro� d� y Yarrowia lipolytica szczepu A 101 oraz grzybów 
entomopatogennych Beauveria bassiana 278. Szczep dro� d� y pochodzi
 z kolekcji 
Katedry Biotechnologii Akademii Rolniczej we Wroc
awiu, natomiast szczep grzybów 
z Katedry Botaniki i Biologii Akademii Medycznej we Wroc
awiu. Hodowle 
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drobnoustrojów prowadzono w temp. 26–28oC metod�  wstrz� sow�  przez 72 h wg 
Chrzanowskiej i wsp. [3, 6]. W otrzymanych preparatach enzymatycznych okre� lano 
ich aktywno� �  proteolityczn�  wobec: 1% kazeiny (Serva), 2% � elatyny (Serva) oraz 
2% hemoglobiny preparowanej w warunkach laboratoryjnych z krwi wo
owej [12]. 
Przyrost produktów degradacji substratów oznaczano poprzez pomiar absorbancji przy 
d
ugo� ci fali 280 nm w próbach inkubowanych w temp. 35oC przez 1 h z dodatkiem 
ocenianego preparatu enzymatycznego i substratu rozpuszczonego w buforze 
cytrynianowo-fosforanowym przy pH = 3,5; 6,0 i 8,0 [2, 11, 13]. Za jednostk�  
aktywno� ci przyj� to tak�  ilo� �  enzymu, która w warunkach testu powodowa
a przyrost 
ekstynkcji 	 E = 0,01. Ponadto przeprowadzono ocen�  w
a� ciwo� ci kolagenolitycznych 
preparatów wobec 1% roztworu kolagenu rozpuszczalnego (Serva) oraz wobec 
natywnych bia
ek wo
owych � ci� gien Achillesa. Podatno� �  kolagenu rozpuszczalnego 
(do 20 cm3 roztworu wprowadzono 2 cm3 preparatu enzymatycznego) na degradacj�  
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. 35oC. Natomiast wo
owe � ci� gna 
Achillesa (50 mg w 4 cm3 buforu) poddano dzia
aniu 1 cm3 preparatu enzymatycznego 
w analogicznych warunkach, a intensywno� �  procesu degradacji surowca okre� lano po 
24, 48 i 72 h jego trwania. 

W drugim etapie bada�  przeprowadzono hydroliz�  skór wieprzowych wy� ej 
wymienionymi preparatami enzymatycznymi, w � rodowiskach o pH = 3,5 i pH = 6,0 w 
temp. 20oC. Materia
 ten uzyskano z partii bocznych skór �wi�  rasy Pietrain i po 
oczyszczeniu z tkanki t
uszczowej poddano dwukrotnemu rozdrobnieniu w wilku 
laboratoryjnym. Hydroliz�  prowadzono metod�  zalewow�  przy stosunku surowca do 
preparatu enzymatycznego jak 1:1 w buforze cytrynianowo-fosforanowym w temp. 
20� 1°C. Reakcj�  przerywano po 8, 24 i 48 h prowadzenia procesu wprowadzaj� c 5% 
roztwór TCA, a nast� pnie próby wirowano przy 7000 obr./min przez 10 min. Stopie�  
hydrolizy bia
ek surowca do�wiadczalnego okre� lano na podstawie oznacze�  
przyrostów zawarto� ci wolnej hydroksyproliny, azotu rozpuszczalnego [11] oraz 
wolnych grup aminowych w roztworach po okre� lonym czasie trwania degradacji 
surowca. Do�wiadczenie przeprowadzono w pi� ciu seriach. 

Analiz�  statystyczn�  wyników przeprowadzono u� ywaj� c programu Statgraphics 
(wersja 5.0). 

Wyniki i dyskusja 

Wyniki oznacze�  aktywno� ci proteolitycznej preparatu enzymatycznego wobec 
wybranych substratów przedstawiono w tab. 1. Dowodz�  one, � e preparat 
enzymatyczny uzyskany z dro� d� y Yarrowia lipolytica wykazywa
 najwy� sze 



PRÓBA WYKORZYSTANIA ENZYMÓW POCHODZENIA MIKROBIOLOGICZNEGO... 87 

zdolno� ci proteolityczne w � rodowisku o pH = 3,5, natomiast w przypadku preparatu z 
grzybów Beauveria bassiana optymalnym pH dzia
ania by
o 6,0. 
 
 
 

T a b e l a  1 
 
Aktywno� �  preparatów enzymatycznych wobec kazeiny, � elatyny i hemoglobiny. 
The activity of enzymatic preparations towards casein, gelatin, and hemoglobin  

 

Kazeina 
Casein 

� elatyna 
Gelatin 

Hemoglobina 
Hemoglobin 

pH 
Preparat enzymatyczny 
Enzymatic preparation [j.a./cm3] 

[u.a./cm3] 
[j.a./mg] 
[u.a./mg] 

[j.a./cm3] 
[u.a./cm3] 

[j.a./mg] 
[u.a./mg] 

[j.a./cm3] 
[u.a./cm3] 

[j.a./mg] 
[u.a./mg] 

Yarrowia lipolytica 74,4 97,9 
brak 
no 

– 293,2 385,9 
3,5 

Beauveria bassiana 25,6 168,5 2,0 13,2 52,4 344,9 

Yarrowia lipolytica 30,0 39,5 1,2 1,6 282,0 371,0 
6,0 

Beauveria bassiana 160,0 1053,3 
brak 
no 

– 226,4 1490,4 

Yarrowia lipolytica 8,0 10,67 1,0 1,3 79,0 105,3 
8,0 

Beauveria bassiana 32,0 213,3 
brak 
no 

– 29,0 193,3 

 
Kazeina pod wp
ywem dzia
ania obu preparatów ulega
a hydrolizie we 

wszystkich zakresach pH. Preparat z Yarrowia lipolytica wykazywa
 najwy� sz�  
zdolno� �  hydrolityczn�  w stosunku do tego bia
ka przy pH=3,5 (74,4 j.a./cm3 
preparatu) i wraz z obni� eniem kwasowo�ci � rodowiska reakcji jego aktywno� �  mala
a, 
osi� gaj� c warto� �  8,0 j.a./cm3 przy pH = 8,0. Optymalnymi warunkami prowadzenia 
procesu przy zastosowaniu preparatu enzymatycznego z Beauveria bassiana by
o 
� rodowisko buforu o pH = 6,0, w którym aktywno� �  osi� gn� 
a warto� �  160 j.a./cm3, 
natomiast zarówno w kwa�nym (pH = 3,5), jak i zasadowym (pH = 8,0) roztworze 
aktywno� �  spada
a odpowiednio do warto� ci 25,6 i 32,0 j.a./cm3 Aktywno� �  
specyficzna wobec tego substratu wyra� ona w aktywno� ci 1 mg bia
ka 
enzymatycznego jest du� o wy� sza w przypadku preparatu pochodzenia grzybowego i 
w optymalnych warunkach dzia
ania osi� gn� 
a warto� �  powy� ej 1050 jednostek. 

 wiadczy to jednak o tym, � e uzyskany preparat enzymatyczny charakteryzowa
 si�  
niewielkim st� � eniem bia
ka enzymatycznego i nale� a
oby go zat� � y� , aby poprawi�  
jego funkcjonalno� � .  
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� elatyna zastosowana w do�wiadczeniu okaza
a si�  substratem bardzo ma
o 
dost� pnym i tylko nieznaczn�  aktywno� �  (2 j.a./cm3) wobec niej stwierdzono przy 
u� yciu 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./cm3). Aktywno� �  specyficzna 
preparatu Beauveria bassiana by
a ponad 8-krotnie wy� sza (13,2 j.a./mg bia
ka) ni�  z 
Yarrowia lipolytica (1,6 j.a./mg bia
ka). 

Spo� ród analizowanych substratów najbardziej podatna na dzia
anie ocenianych 
preparatów by
a hemoglobina. Wobec hemoglobiny preparat z Beauveria bassiana 
wykazywa
 aktywno� �  na poziomie 52,4 j.a/cm3 przy pH = 3,5, oko
o 4,5-krotnie wy� sz�  
(226,4 j.a/cm3) przy pH = 6,0, a przy pH = 8,0 najni� sz� , rz� du 29,0 j.a./cm3. Preparat z 
Yarrowia lipolytica charakteryzowa
 si�  wobec tego substratu najwy� sz�  aktywno�ci�  i 
by
a ona zbli� ona w roztworach o warto�ciach pH = 3,5 i 6,0, a wynosi
a odpowiednio: 
293,2 i 282,0 j.a/cm3, ale znacznie spad
a w te�cie przeprowadzonym w � rodowisku 
alkalicznym (przy pH = 8,0 oznaczono 79 j.a./cm3 preparatu). Uwzgl� dniaj� c zawarto� �  
bia
ka w preparatach (0,15 mg bia
ka w 1 cm3 preparatu z Beauveria bassiana i 0,76 mg 
bia
ka w 1 cm3 preparatu z Yarrowia lipolytica) obliczono ich aktywno� �  specyficzn� . 
Najwy� sze warto�ci odnotowano w przypadku proteaz z Beauveria bassiana – 344,9 
j.a/mg bia
ka (pH = 3,5) i 1490,4 j.a/mg bia
ka (pH=6,0), natomiast enzymy z Yarrowia 
lipolytica cechowa
y si�  aktywno�ci�  rz� du 371 j.a/mg bia
ka (pH = 6,0) i 386 j.a/mg 
bia
ka (pH = 3,5). Warto�ci te wskazuj�  równie� , � e preparat enzymatyczny z Yarrowia 
lipolytica by
 bardziej stabilny w ró� nych zakresach pH, gdy�  nie zmienia
 istotnie swej 
aktywno�ci wobec tego substratu. 

W dalszej cz� � ci bada�  przeprowadzono ocen�  aktywno� ci kolagenolitycznej 
analizowanych preparatów enzymatycznych. Zastosowanymi substratami by
y: 
kolagen rozpuszczalny oraz wo
owe � ci� gna Achillesa. Podatno� �  tych substratów 
oceniono na podstawie dynamiki zmian zawarto� ci wolnych grup aminowych i 
hydroksyproliny w roztworach po przeprowadzonej degradacji surowców. Wiadomo, 
� e niespecyficzne dla bia
ek kolagenowych enzymy oddzia
uj�  tylko na niehelikalne 
ko� ce cz� steczek kolagenu oraz na bia
ka towarzysz� ce, niemniej s�  one stosowane do 
izolacji kolagenu z ró� nych � róde
 [14, 18]. Analizuj� c uzyskane dane (tab. 2) nale� y 
stwierdzi� , � e b� d� ce przedmiotem bada�  preparaty enzymatyczne wykaza
y odmienne 
w
a� ciwo� ci hydrolityczne w stosunku do tych surowców. Bia
ka natywnych � ci� gien 
Achillesa okaza
y si�  bardziej opornym substratem na dzia
anie preparatu z grzybów 
Beauveria bassiana ni�  zastosowany roztwór kolagenu rozpuszczalnego. Poziom 
hydrolizy bia
ek ze � ci� gien Achillesa, wyra� ony przyrostem wolnych grup aminowych 
po 3 dobach prowadzenia procesu, by
 na niewiele wy� szym poziomie ni�  hydroliza 
kolagenu rozpuszczalnego prowadzona przez 2 h (85,3 � g Gly z wo
owych � ci� gien 
Achillesa i 62,1 � g Gly z kolagenu rozpuszczalnego). Wyra� niejsze efekty obserwowano 
w degradacji bia
ek kolagenowych � ci� gien, gdzie po 48 h hydrolizy poziom oznaczanej 
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hydroksyproliny (18,2 � g) przewy� sza
 jej ilo� �  mierzon�  po 24 h hydrolizy kolagenu 
rozpuszczalnego (17,8 � g). W przypadku prowadzenia hydrolizy z zastosowaniem  
preparatu dro� d� owego przyrosty wolnych grup aminowych i hydroksyproliny 
kszta
towa
y si�  na znacznie wy� szym poziomie. Proteoliza obu substratów po 24 h 
osi� gn� -
a zbli� ony poziom degradacji tych bia
ek. W przypadku kolagenu 
rozpuszczalnego oznaczono bowiem 72,6 � g hydroksyproliny i 316,2 � g glicyny, 
natomiast w drugim porównywanym surowcu warto� ci te kszta
towa
y si�  
odpowiednio na poziomie 87,7 � g hydroksyproliny i 303,8 � g glicyny. Wyniki tych 
oznacze�  potwierdzi
y poprzednio zaobserwowane spostrze� enia, � e aktywno� �  
kolagenolityczna preparatu dro� d� owego jest wy� sza ni�  preparatu uzyskanego po 
hodowli grzybów Beauveria bassiana. 
 

T a b e l a  2 
 
Aktywno� �  kolagenolityczna preparatów enzymatycznych. 
The collagenolytic activity of enzymatic preparations. 
 

Przyrosty wolnej  
hydroksyproliny 

Increase of free hydroxyprolin 
[� g Hyp/g substrate] 

Przyrosty wolnych grup  
aminowych 

Increases in free amine groups 
[� g Gly/g substrate] 

Substrat 
Substrate 

Czas  
degradacji 
Duration of 
degradation 

[h] Yarrowia 
lipolytica 

Beauveria 
bassiana 

Yarrowia 
lipolytica 

Beauveria 
bassiana 

2 26,8 11,2 75,1 62,1 
5 52,5 13,4 133,2 183,3 

Kolagen  
rozpuszczalny 

Soluble collagen 24 72,6 17,8 316,2 280,4 
24 87,7 6,0 303,8 16,7 
48 137,7 18,2 510,0 50,2 

Wo
owe � ci� gna 
Achillesa 

Achilles tendons 
of beef cattle 72 254,7 27,6 602,5 85,3 

 
W drugim etapie bada�  przeprowadzono hydroliz�  enzymatyczn�  skór 

wieprzowych w temp. 20ºC, w � rodowisku o pH = 3,5 i pH = 6,0. Po up
ywie 8, 24 i 
48 h prowadzenia procesu okre� lono stopie�  degradacji enzymatycznej surowca, 
oznaczaj� c zawarto� �  wolnej hydroksyproliny, azotu rozpuszczalnego i wolnych grup 
aminowych. Wyniki tych oznacze�  przedstawiono w tab. 3. i 4. 

W wyniku degradacji skór wieprzowych, prowadzonej przy pH = 3,5 z 
wykorzystaniem enzymów z Yarrowia lipolytica, po 8 h trwania procesu 
hydroksyprolina by
a uwalniana na poziomie 27,5 � g Hyp/g substratu. Przed
u� anie 
hydrolizy do 24 i 48 h powodowa
o znacznie mniejsze przyrosty oznaczanej Hyp w 
roztworze do warto� ci 30,1 i 32,8 � g Hyp/g substratu. Analiza statystyczna wyników 
dowiod
a istotno� ci ró� nic pomi� dzy porównywanymi okresami badawczymi. Ni� sze 
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przyrosty wolnej hydroksyproliny odnotowano podczas hydrolizy prowadzonej w 
obecno� ci preparatu enzymatycznego z grzybów Beauveria bassiana. Wielko� ci te 
zawiera
y si�  w granicach od 0,4 do 8,9 � g Hyp z 1g substratu (tab. 4), niemniej 
wyd
u� anie czasu prowadzenia procesu powodowa
o istotny statystycznie przyrost 
ilo� ci tego aminokwasu.  
 

T a b e l a  3 
 
Produkty degradacji enzymatycznej skór wieprzowych. 
Products of enzymatic degradation of pigskins. 
 

Preparat enzymatyczny 
Enzymatic preparation 

Yarrowia lipolytica  Beauveria bassiana 
Parametr 
Parameter 

Czas 
Duration 

[h] 
pH = 3,5 pH = 6,0 pH = 3,5 pH = 6,0 

Wolna hydroksyprolina 
[� g Hyp/g substratu] 
Free hydroxyprolin 
[� g Hyp/g substrate] 

0 
8 
24 
48 

19,7 
27,5 
30,1 
32,8 

22,3 
26,2 
40,6 
47,2 

2,8 
3,2 
4,2 
11,7 

5,5 
7,9 
9,6 
23,2 

Wolne grupy aminowe 
[� g Gly/g substratu] 
Free amine groups 

[� g Gly/g substrate] 

0 
8 
24 
48 

657,8 
1127,3 
2488,5 
2847,8 

603,8 
1402,5 
2104,5 
2300,3 

386,3 
441,8 
538,5 
590,3 

303,8 
334,5 
621,8 
705,0 

Azot rozpuszczalny 
[mg N/g substratu] 
Soluble nitrogen 

[mg N/g substrate] 

0 
8 
24 
48 

0,1 
2,3 
3,9 
5,4 

0,1 
0,2 
2,7 
3,1 

0,7 
3,9 
4,5 
4,7 

2,2 
4,5 
6,2 
7,0 

 
Podczas prowadzenia hydrolizy enzymatycznej do�wiadczalnego surowca przy 

pH = 6,0 preparatem z Yarrowia lipolytica, przyrost wolnej hydroksyproliny po 8 h by
 
nieznaczny i wynosi
 tylko oko
o 4 � g Hyp z 1g substratu, natomiast d
u� szy okres 
prowadzenia hydrolizy (48 h) przyczyni
 si�  do blisko dwukrotnego przyrostu 
uwalnianej hydroksyproliny w porównaniu ze � rodowiskiem o ni� szej kwasowo�ci. W 
przypadku prowadzenia degradacji z wykorzystaniem preparatu z Beauveria bassiana 
ilo� �  oznaczonej hydroksyproliny by
a ni� sza, a warto� ci przyrostu tego aminokwasu 
w � rodowisku o wy� szym pH wskazuj� , � e s�  to warunki efektywniejszej hydrolizy 
skór przez te enzymy. Tak wi� c aktywno� �  kolagenolityczna obu preparatów 
enzymatycznych by
a wy� sza w stosunku do kolagenu skór wieprzowych przy pH = 
6,0, mimo � e przy proponowanym ni� szym pH wydajno� �  hydrolizy tego bia
ka jest 
dodatkowo wspomagana przez � rodowisko prowadzenia procesu. Z literatury 
przedmiotu wiadomo, ze stosowanie kwasów i buforów w zakresach pH od 3 do 3,5 
pozwala na uzyskanie kolagenu rozpuszczalnego, gdy�  nast� puje rozpuszczenie 
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m
odego tropokolagenu oraz ulegaj�  degradacji niektóre kowalencyjne wi� zania 
sieciuj� ce [8, 9, 16]. 

Analizuj� c wyniki oznacze�  wolnych grup aminowych po procesie hydrolizy skór 
stwierdzono, � e wyd
u� enie czasu trwania procesu istotnie wp
yn� 
o na zwi� kszenie 
poziomu degradacji bia
ek tego surowca. W przypadku zastosowania preparatu 
dro� d� owego oznaczone ilo� ci glicyny by
y ponad 10-krotnie wy� sze przy pH = 3,5 
ni�  przy degradacji skór preparatem grzybowym. Ró� nice te by
y mniej drastyczne (4-
5-krotny wzrost zawarto� ci oznaczanej glicyny) po hydrolizie skór w czasie 48 i 72 h, 
przy pH = 6,0. Porównuj� c ilo� ci oznaczanej glicyny w ró� nych okresach badawczych 
nale� y podkre� li� , � e najintensywniejsza degradacja bia
ek nast� powa
a w pierwszych 
24 h prowadzenia procesu w obu zakresach pH. Wyd
u� anie czasu trwania hydrolizy o 
nast� pne 24 h przynios
o równie�  istotn�  zmian�  w warto� ciach oznaczanego 
parametru, ale charakteryzowa
a si�  ona mniejsz�  intensywno� ci� . 

T a b e l a  4 
 
Przyrosty produktów degradacji enzymatycznej skór wieprzowych. 
Increases in products of enzymatic degradation of pigskins. 
 

Wolna hydroksyprolina 
[� g Hyp/g substratu] 
Free hydroxyprolin 
[� g Hyp/g substrate] 

Wolne grupy aminowe 
[� g Gly/g substratu] 
Free amine groups 

[� g Gly/g substrate] 

Azot rozpuszczalny 
[mg N/g substratu] 
Soluble nitrogen 

[mg N/g substrate] 
pH 

Czas 
Duration 

[h] 
Yarrowia 
lipolytica 

Beauveria 
bassiana 

Yarrowia 
lipolytica 

Beauveria 
bassiana 

Yarrowia 
lipolytica 

Beauveria 
bassiana 

3,5 

0 
8 
24 
48 

0,0a*) 
7,8bc 
10,4c 
13,1cd 

0,0a 
0,4a 
1,4b 
8,9e 

0,0a 
469,5b 

1830,8de 
2190,0e 

0,0a 
55,5c 
152,2d 
204,0e 

0,0a 
2,2c 
3,8e 
5,3g 

0,0a 
3,2c 
3,8d 
4,0de 

6,0 

0 
8 
24 
48 

0,0a 

3,9b 
18,3e 
24,9e 

0,0a 

2,4c 
4,1d 
17,7f 

0,0a 

798,7c 
1500,8d 
1696,5d 

0,0a 

30,7b 
318,0f 
401,2g 

0,0a 
0,1b 
2,6d 
3,0f 

0,0a 

2,3b 
4,0de 
4,8f 

Warto� ci � rednie w tej samej kolumnie oznaczone jednakowymi literami oznaczaj�  brak ró� nic 
statystycznych przy poziomie ufno� ci �  
  0,05. 
The mean values in the same and designated by the same letters indicate no statistically significant 
differences at a trust level of �  
  0.05 

 
Oceniaj� c stopie�  hydrolizy bia
ek surowca na podstawie przyrostów azotu 

rozpuszczalnego w roztworach nale� y podkre� li�  znacznie wy� sz�  efektywno� �  
hydrolityczn�  preparatu enzymów pochodzenia grzybowego w stosunku do preparatu 
dro� d� owego. Przy zastosowaniu pierwszego z omawianych preparatów przyrosty 
azotu rozpuszczalnego zawiera
y si�  w granicach od 3,37 mg N do 4,04 mg N z 1 g 
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substratu przy pH = 3,5 i nieznacznie wi� cej (do 4,8 mg N/g substratu) przy pH = 6,0. 
W przypadku tego parametru ró� nice w efektywno� ci preparatu z grzybów Beauveria 
bassiana by
y mniej istotne przy zró� nicowaniu warunków � rodowiskowych. Preparat 
pochodzenia dro� d� owego wykazywa
 natomiast wi� ksz�  zdolno� �  hydrolityczn�  
bia
ek skór przy pH = 3,5, szczególnie przy wyd
u� eniu czasu dzia
ania do co najmniej 
24 h, jakkolwiek na efektywno� �  degradacji bia
ek do�wiadczalnego surowca mo� e 
równie�  wp
ywa�  zastosowany w do�wiadczeniu bufor [18]. Mniejsza kwasowo� �  
� rodowiska istotnie obni� y
a aktywno� �  tych enzymów. Analiza statystyczna wyników 
wskazuje na istotno� �  ró� nic w warto� ciach tego wyró� nika we wszystkich okresach 
badawczych przy obu testowanych preparatach w ka� dym zakresie pH ich dzia
ania. 

Wnioski 

1. Preparaty enzymatyczne z dro� d� y Yarrowia lipolytica oraz z grzybów Beauveria 
bassiana charakteryzowa
y si�  odmiennymi w
a� ciwo� ciami hydrolitycznymi. 
Optymaln�  kwasowo�ci�  � rodowiska dzia
ania preparatu enzymatycznego z 
Beauveria bassiana jest warto� �  pH = 6,0, a w przypadku preparatu z Yarrowia 
lipolytica pH = 3,5. 

2. Spo� ród testowanych substratów, w przypadku obu ocenianych preparatów 
enzymatycznych, hemoglobina by
a najbardziej dost� pnym bia
kiem, a � elatyna 
najbardziej opornym. 

3. Aktywno� �  kolagenolityczna preparatu dro� d� owego jest wy� sza ni�  preparatu 
pochodzenia grzybowego. 

4. W stosunku do kolagenu skór wieprzowych aktywno� �  obu preparatów 
enzymatycznych jest wy� sza przy pH = 6,0. 

5. Enzymy z Yarrowia lipolytica efektywniej degradowa
y bia
ka skór wieprzowych, 
przy czym optymalnym pH ich dzia
ania by
o pH = 3,5. 

6. Preparat enzymatyczny z Beauveria bassiana wykazuje wy� sze zdolno� ci 
proteolityczne w stosunku do bia
ek skór w � rodowisku o pH = 6,0. 
 

Praca wykonana w ramach grantu KBN 5 P06G 028 19 
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AN ATTEMPT TO USE ENZYMES OF MICROBIOLOGICAL ORIGIN  

FOR THE DEGRADATION OF ANIMAL PRODUCTS RICH IN CONNECTIVE TISSUE 
 

S u m m a r y 
 

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 



94 Gra� yna Krasnowska 

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 20ºC. 
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. �  


