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GRA YNA KRASNOWSKA, EWA DWORECKA

OCENA PRZYDATNO CI PROTEAZ TRZUSTKOWYCH DO
DEGRADACJI SUROWCOW ZWIERZ CYCH BOGATYCH
W TKANK CZN

Streszczenie

W pracy scharakteryzowano w a ciwo ci proteolityczne preparatu enzymatycznego uzyskanego z
trzustek indyczych oraz oceniono przydatno tych enzyméw do degradacji skér wieprzowych. Hydroliz
enzymatyczn surowca prowadzono w rodowisku o pH = 7,0, a nast pnie przed u ano j o hydroliz
kwasow w pH = 3,2. Na podstawie wynikéw bada wykazano wysok aktywno proteolityczn proteaz
trzustkowych wobec kazeiny oraz stwierdzono aktywno wobec substratow kolagenowych. Efektywno
hydrolizy enzymatycznej skor wieprzowych, wyra onailo ci  uwalniangj hydroksyproliny, wolnych grup
aminowych oraz biaka, by a kilkakrotnie wi ksza ni hydrolizy kwasowej. Ponadto poprzez odpowiedni
dobér warunkéw prowadzenia procesu (temperatura, pH oraz rozdrobnienie surowca) mo na istotnie
wpywa na jego wydano . Reasumuj c, enzymy z trzustek indyczych charakteryzuj s wysok
aktywno ci proteolityczn w stosunku do bia ek skor wieprzowych.

S owa kluczowe: enzymy proteolityczne, aktywno kolagenolityczna, trzustki indycze, skéry wieprzowe.

Wprowadzenie

W przemy le spo ywczym mnig cenne surowce zngduj ré ne,
niekonwencjonalne zastosowania dzi ki post powi technologicznemu w ich
przetwarzaniu i modyfikowaniu, a w szczegdlno ci dzi ki rozwojowi metod
biotechnologicznych. Enzymatyczne modyfikowanie biaek ywno ¢i umo liwia
popraw ich cech reologicznych i funkcjonalnych, usuni cie lub inaktywac
szkodliwych sk adnikbw ywno ci czy te wytworzenie nowych produktéw. Istotny
jest réwnie fakt, e procesy, w ktérych wykorzystywane s enzymy, prowadzi si
ngjcz cig wwarunkach maouci liwychdla rodowiska[3, 4, 18].

Skéry wi s tanim surowcem wykorzystywanym bezpo rednio w produkcji
przetworéw mi snych bd s rodem kolagenu o szerokim, przemysowym
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zastosowaniu. Biako to dzi ki specyficznym cechom fizykochemicznym decyduje o
w a ciwo ciach reologicznych produktow ywno ciowych, do ktérych jest dodawane.
Powszechnie znane s zastosowania kolagenu w medycynie, w przemy le
kosmetycznym, garbarskim i wielu innych ga ziach gospodarki [5, 6].

Celem ninigjszych bada by a proba degradacji skor wieprzowych, wykorzystuj ¢
w aciwo ci  proteolityczne preparatu enzymatycznego uzyskanego z trzustek
indyczych.

Materia i metody bada

Wst pna cz bada dotyczy a charakterystyki preparatu enzymatycznego
uzyskanego z trzustek indyczych zgodnie z metodyk T u cika i wsp.[17]. Trzustki
pochodzi y od indykéw rasy BUT 8T.

Preparat enzymatyczny oceniono pod wzgl dem w a ciwo ci proteolitycznych
wobec standardowych substratéw biakowych: kazeiny (Serva), elatyny (Serva),
hemoglobiny (preparat przygotowany laboratoryjnie z krwi wo owej) i preparatéw
syntetycznych (Sigma): elastyny Congo Red, Azocollu, Hide Power Azure, peptydu
BApNA. Aktywno wobec tych substratéw oznaczano sperktrofotometrycznie, a jako
jednostk aktywno ci przyj to tak ilo enzymu, ktéra powoduje przyrost ekstynkcji
0 0,01 pomi dzy préb w a ciw akontroln , po dwugodzinngj inkubacji substratu w
temp. 35°C z preparatem enzymdw trzustkowych w buforze TRIS-HCI o pH = 8,0 lub
w buforze Brittona-Robinsona o pH = 6,0 [2, 8, 10]. Ponadto przeprowadzano ocen
w a ciwo ci kolagenolitycznych wobec 1% roztworu kolagenu rozpuszczalnego
(Serva) oraz wobec natywnych biaek z wo owych ci gien Achillesa. Podatho na
degradacj enzymow 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 wo owe ci gna Achillesa
poddawano dziaaniu proteaz trzustkowych w analogicznych warunkach, a
intensywno  procesu degradacji surowca okre lano po 24, 48 i 72 h czasu jego
trwania.

W daszym etapie do wiadczenia prowadzono enzymatyczn hydroliz  skor
wieprzowych w rodowisku o pH = 7,0, ktér nast pnie przed u ano o hydroliz
kwasow w pH = 3,2. Materia ten uzyskano z partii bocznych skér wi rasy Pietrain i
poddano oczyszczeniu z tkanki tuszczowej. Jednocze nie analizowano wp yw
zmienno ¢i takich czynnikow, jak: stopie rozdrobnienia skér, czas i temperatura
prowadzenia procesu. Ocen efektywno ci degradacji do wiadczalnego surowca
prowadzono w oparciu o analiz przyrostu wolnej hydroksyproliny, wolnych grup
aminowych i bia ka[9] w roztworach po hydrolizie oraz zmiany podstawowego sk adu
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chemicznego i zawarto ci kolagenu w skorach. Przeprowadzone warianty hydrolizy

skor 0znaczono:

A — hydroliza skor rozdrobnionych w  wilku laboratoryjnym (& 3 mm) —
enzymatyczna 8 h w temp. 20°C, pH = 7,0 oraz kwasowaw pH = 3,2 w temp. 4°C
przez 241 48 h;

B — hydroliza skor 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 241 48 h;

C— hydroliza skor 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 48 h.

Wyniki poddano wielokierunkowej analizie wariancji za pomoc programu

STATISTICA w wergji 5.0.

Wyniki i dyskuga
Wyniki oznacze w a ciwo ci proteolitycznych do wiadczalnego preparatu
enzymatycznego wobec wybranych substratéw przedstawiono w tab. 1.

Tabelal

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

Substrat ) Aktywno / Activity
Substrate P [j. alcm?] [j.a/mg biaka]
[ua/cm? [u.a/mg protein]
Hemoglobina 8,0 825 55,0
Hemoglobin
Kazeina 8,0 10266 684,4
Casein 6,0 6066 404,4
elatyna 8,0 975 65,0
Gelatin 6.0 brak aktywno ci brak aktywno ci
' no activity no activity
Elastyna Congo Red
Congo Red Elastin 6.0 924 616
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 wykazywa ngjwy sz aktywno hydrolityczn w stosunku do

kazeiny, przy czym bardzo istotny wpyw na efektywno tych enzyméw miao pH
rodowiska, gdy obni enie o 2 jednostki spowodowa o 40% spadek ich aktywno ci w
stosunku do tego biaka Spo réd pozostaych analizowanych substratéw wysok
aktywno enzymow trzustkowych odnotowano w stosunku do substratéw syntetycznych
— peptydu BApNa i Azocollu. Wobec hemoglobiny i elatyny aktywno by ani sza, a
przy obni eniu pH rodowiska dziaania proteaz trzustkowych nie stwierdzono
aktywno ci wobec eatyny. Wykazano rownie aktywno elastazow na poziomie
ponad 900 j.a/cm® preparatu. Oznaczona aktywno — specyficzna ocenianego preparatu
enzymatycznego w stosunku do kazeiny ksztatowaas na poziomie 684 j.a/cm® przy
pH = 8,0, a 404 j.a/cm® przy pH = 6,0. Blisko dwukrotnie ni sz aktywno wykazay
bia ka enzymatyczne preparatu wobec peptydu BApNa, natomiast na wyra nie ni szym
poziomie, w granicach 62-69 j.a/cm®, ksztatowaa s ona w stosunku do datyny,
elastyny Congo Red i Azocollu. Hemoglobina, mimo optymanego dla proteaz
trzustkowych pH prowadzeniaandizy, okazaas réwnie opornym substratem.

W dalszgf cz ci bada przeprowadzono ocen aktywno ci kolagenolityczne
uzyskanego preparatu enzymatycznego z trzustek indyczych. Zastosowanymi
substratami by kolagen rozpuszczalny oraz wo owe ci gna Achillesa. Podatno tych
substratow oceniono na podstawie dynamiki zmian zawarto ci wolnych grup
aminowych i hydroksyproliny w roztworach po przeprowadzong degradacji
surowcow. Wyniki oznacze 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
degradacji hydroksyproliny grup aminowych
Substrat - . . ; :
Substrate Time of Increasesin free hydroxyprolin | Increasesin free amine groups
degradation [ g Hyp/g substratu] [ g Gly/g substratu]
[h] [ gHyp/g substrate] [ g Gly/g substrate]
2 254 185,5
Kolagen
rozpuszczalny 5 29,2 487,4
Soluble collagen
24 35,7 836,8
Wo owe ci gna 24 115 160,0
Achillesa 48 138 1952
Achilles tendon
from beef 72 21,2 210,4
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Biaka wo owych natywnych ci gien Achillesa byy bardzig opornym
substratem na dziaanie proteaz trzustkowych ni  zastosowany roztwér kolagenu
rozpuszczalnego. Powszechnie znane dziaanie enzyméw trzustkowych [16] na
wi zania peptydowe tworzone przez aminokwasy zasadowe i aromatyczne oraz
elastazy degraduj cef wi zania peptydowe niskocz steczkowych aminokwasow, jak
np. glicyna, by o wyra nie efektywnigisze w stosunku do roztworu kolagenu
rozpuszczalnego ni wobec biaek ci gien Achillesa. Wyd u anie czasu trwania
procesu hydrolizy o kolegin dob w nieznacznym stopniu intensyfikoway ten proces.
Przyrosty wolnych grup aminowych i hydroksyproliny ksztatoway s tylko na
nieznacznie wy szym poziomie w stosunku do okresu poprzedniego i po 72 h
prowadzenia procesu by on na poziomie du 0 ni szym ni  w wyniku degradacji
kolagenu rozpuszczalnego po 24 h. Obserwowany przyrost ilo ci hydroksyproliny
utrzymywa s przez 72 h prowadzenia procesu na poziomie 20% w stosunku do
poprzednigj doby, natomiast ilo oznaczang glicyny przyrastaa o 20% po 48 h
hydrolizy, apo 72 h tylko 0 10%.

Proteoliza kolagenu rozpuszczalnego by a bardzief widoczna w pomiarze
przyrostu grup aminowych ni hydroksyproliny w roztworze. Stopie degradacji tego
biaka po 2 h prowadzenia hydrolizy wyraa s przyrostem wolnych grup
aminowych na poziomie 185 g Gly/g substratu i ponad 25 g Hyp. Wyd u enie
procesu 0 3 h spowodowa o0 ponad 2,5-krotny przyrost grup aminowych oraz niespe na
20% przyrost uwaniangj hydroksyproliny. Dwudziestoczterogodzinna hydroliza tego
substratu nie by aju tak efektywnai poziom przyrostu hydroksyproliny by podobny
do obserwowanego mi dzy 2. a 5. h, za przyrost grup aminowych by prawie
dwukrotnie wy szy w stosunku do poprzednio ocenianego okresu.

Ostatnim etapem bada , dotycz cych oceny w aciwo ci proteolitycznych
preparatu enzymatycznego uzyskanego z trzustek indyczych, by o okre lenie
efektywno ci degradacji skér wieprzowych poddanych ré nym wariantom hydrolizy
enzymatycznegl po czong z kwasow . Analiz wynikow przeprowadzono w oparciu 0
przyrosty zawarto ci wolngj hydroksyproliny, biaka i wolnych grup aminowych w
roztworach (tab. 3) oraz zmiany podstawowego sk adu chemicznego skér po hydrolizie
(rys. 1).

Andliza statystyczna potwierdzi a istotno  wp ywu rozdrobnienia skor na ich
degradacj , co znalaz o odzwierciedlenie w wynikach oznacze wszystkich ocenianych
parametrow. Przyrosty zawarto ci hydroksyproliny, biakai wolnych grup aminowych
w roztworach po hydrolizie skér, w przypadku surowca rozdrobnionego w wilku
laboratoryjnym, by y ponad dwukrotnie wi ksze po 8 h hydrolizy enzymatycznej w
stosunku do surowca poci tego w paski. Przed u enie prowadzenia procesu w
warunkach hydrolizy kwasowej wpyn o0 na dalsz degradacj skér i by o réwnie
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czynnikiem istotnie intensyfikuj cym ten proces. Ponadto stwierdzono istotny wp yw
temperatury prowadzenia hydrolizy kwasowel na jg intensywno . Zawarto

hydroksyproliny w roztworach po hydrolizie skér w postaci paskéw (warianty B i C)
by a istotnie mnigjsza w poréwnaniu z surowcem 0 wi kszym rozdrobnieniu.
Hydroliza kwasowa prowadzona w temp. 4°C przez 48 h doprowadzi a do uwolnienia
zbli ong} zawarto ci tego aminokwasu jaki oznaczono po 8 h prowadzenia procesu

enzymatycznego skor rozdrobnionych w wilku laboratoryjnym.
Tabela3

Zawarto biaka, hydroksyproliny i wolnych grup aminowych w roztworach po hydrolizie.
Contents of protein, hydroksyproline, and free amino groups in the solutions after hydrolysis.

Przyrosty
Przyrosty wolngj | Przyrosty | wolnych grup
) Parametry procesu Hyp biaka aminowych
Wariant . .
. Parameters of process Increasesin free | Increases | Increasesin
hydrolizy . .
) Hyp protein free amino
;]/Zr 'aTt ‘_’f groups
rolysis
YATOYSS I o ozdrobnienie . Czes | [ gHyp/d] [%] [ gGly/g]
Comminuted [%rg]p “| 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°P 24,33F
A f 3mm F F F
4 32| 24 13,06 1,58 32,05
4 32 | 48 15,42° 1,91¢ 35,83°
20 0 0,00" 0,00" 0,00"
] 20 | 70 8 3,918 0,428 10,09°
B 05" 3cm D c c
4 32| 24 7,48 0,89 16,21
4 32 | 48 9,55F 0,98°P 18,56°
20 0 0,00" 0,00" 0,00"
) 20 | 70 8 3,918 0,428 10,09°
c 05" 3cm c £ £
20 | 32| 24 6,56 1,30 24,56
20 | 32| 48 6,66° 1,607 26,065

Warto ci rednie w tej samej kolumnie oznaczone ré nymi literami ré ni s statystycznie istotnie przy p
£0,05
Mean values in the same column and designated by various letters are significantly different at p £ 0,05

Podobn dynamik przyrostu stwierdzono w przypadku oznaczenia wolnych grup
aminowych i biaka w roztworze. Natomiast w pozostaych poréwnywanych
wariantach do wiadczeniailo ci hydroksyproliny by y istotnie mnigjsze. W przypadku
pozostaych analizowanych wyr6 nikéw (biaka i wolnych grup aminowych)
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wyd u enie prowadzenia hydrolizy kwasowe pozwoli 0 nieznacznie zmnigjszy
ré nic efektu degradacji skor przy r6 nym stopniu ich rozdrobnienia, niemnigj jednak
ré nice te byy istotne. Na podstawie oméwionych wynikébw oznacze naley
stwierdzi , e proteoliza skor przebiegaa naintensywnigj podczas procesu
enzymatycznego.

Ot uszczw
smY%/fain
d.m.

N kolagen/
collagen %

Mbiako/
| protein %

O suchamasa/
dry matter%

0 8 8+24 8+48 8 8+24 8+48 8 8+24 8+48  (zzs/time

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

Rys. 1. Sk ad chemiczny skor po hydrolizie
Fig. 1. Chemical contents of skins after hydrolysis.

W surowcu do wiadczalnym przeprowadzono analiz  podstawowego sk adu
chemicznego i stwierdzono, e charakteryzuje s on warto ciami odno nych
parametrow zbli onymi do danych cytowanych w literaturze [13]. Zawarto biaka
ksztatowaa s na poziomie 30,54%, przy czym oznaczono 19,27% kolagenu, przy
zawarto c¢i suchg masy 36,53% i t uszczu 6,02%. Analiza sk adu chemicznego skor
wieprzowych po procesie hydrolizy (rys. 1) potwierdzi a oméwione wy € wyniki
dotycz ce stopnia degradacji w zale no ci od zastosowanych czynnikéw zmienno ci.
Nawi kszy wp yw nazmiany zawarto ci biakai kolagenu mia stopie rozdrobnienia
surowca, a mniejszy czas i temperatura prowadzenia procesu. Z pewno ci  na
efektywno  ekstrakcji biaka i rozpuszczalnych frakcji kolagenu skér wieprzowych
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mia réwnie wpyw bufor cytrynianowo-fosforanowy zastosowany w procesie
hydrolizy. réd a literaturowe poda) , e zastosowanie kwasdw i buforéw o pH oko o
3,5 pozwala na uzyskanie kolagenu rozpuszczalnego zdolnego do rekonstrukcji. W
buforze fosforanowym rozpuszcza s tylko mody tropokolagen, natomiast bufor
cytrynianowy degraduje rownie cz kowalencyjnych wi za sieciyj cych w
kolagenie. Wydajno ci tych procesow s niewielkiei osi gaj poziom do 20% [11, 12,
14]. Skéra zbudowana jest g éwnie z kolagenu typu | i Il, ktére mg struktur

w Oknist , aleré ni s rozpuszczano ci . Kolagen typu | rozpuszczasi w znacznym
stopniu w rozcie czonych roztworach kwasow i soli, natomiast kolagen typu Il jest
praktycznie nierozpuszczalny w tych warunkach. Dost pno  kolagenu dla
niespecyficznych enzyméw wyra nie mo na poprawi  poprzez mechaniczne
rozdrobnienie surowca czy te rozlu nienie struktury kolagenu poprzez dziaanie
czynnikdw chemicznych o odpowiednigj sile jonowej [12, 13]. Przedstawione badania
potwierdzi y réwnie istotny wp yw tych czynnikow, czyli rozdrobnienia surowca,
czasu, temperatury i odczynu rodowiska prowadzenia procesu na degradac] bia ek
skér wieprzowych.

Wnioski

1. Przeprowadzone badania wykazay, e preparat enzymatyczny z trzustek
indyczych charakteryzuje s ngwy sz aktywno ci  proteolityczn  wobec
kazeiny.

2. Proteazy trzustkowe réwnie wykazyway aktywno w stosunku do substratow
kolagenowych.

3. Hydroliza enzymatyczna skér wieprzowych prowadzonaw rodowisku o pH = 7,0
charakteryzowaa s kilkakrotnie wi ksz wydajno ¢i ni hydroliza kwasowa w
pH = 3,2.

4. Stopie rozdrobnienia do wiadczalnego surowca mia istotny wp yw na poziom
degradacji jego bia ek.

5. Wyd u enie czasu prowadzenia procesu degradacji kwasowej skor wp ywao na
zwi kszenie ilo ¢i uwanianych 2zwi zkéw azotowych, w tym réwnie
hydroksyproliny.

Praca zosta a 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



