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Enzymatic hydrolysis of muscle protein of Baltic cod backbones

Summary

Enzymatic hydrolysis was conducted to recover the potentially addible high protein hydrolysate from
cod backbones. The commercially available alcalase and trypsyne was used for hydrolysis at enzyme concen-
trations of 2.5; 5; 10; 15; 20; 30 and 40 mg/g backbones. The enzymatic deproteinization was conducted for
24 and 48 h. All procedures were performed at pH 7.0 and 4°C. The yield of enzymatic hydrolysis increases
with the growth of trypsine and alcalase concentration up to 20 and 10 mg/g backbone, respectively. The
increase of these values did not influence the yield of enzymatic deproteinization. After the treatment by
trypsyne, maximum recovery of protein from cod backbone was 60%, while by alcalase it was 55%. The yield
of enzymatic hydrolysis was the same after 24 and 48 h. Collagen losses did not exceed 0.2%.
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W Polsce w ciagu roku otrzymuje si¢ 4565 ton kre-
gostupoéw ryb, w tym 1500 ton z dorsza battyckiego (13).
Kregostup dorsza stanowi ok. 15% masy ryby (7, 22).
Jest on bogatym Zrddtem biatek migsniowych oraz ko-
lagenu. Ok. 75% masy qugostupow powstatych po fi-
letowaniu stanowi tkanka mig$niowa.

Bialka sarkoplazmatyczne oraz miofibrylarne mig$ni
ryb charakteryzuja si¢ duza warto$cia odzywcza. Zawie-
raja wszystkie niezb¢dne aminokwasy w proporcjach
zalecanych przez wzorzec FAO, z wyjatkiem mniejszej
zawartoS$ci tryptofanu. Strawnos¢ biatka jest duza i wy-
nosi ok. 90%. Ryby sa zatem bogatym zrodlem cennego
biatka o bardzo dobrych wtasciwos$ciach biologicznych,
ktére spozywane razem z produktami zbozowymi ubo-
gimi w lizyng 1 treoning wzbogacajq ogdlny skfad ami-
nokwasowy diety. Dzigki temu orgamzm czlowieka
moze optymalnie wykorzysta¢ rowniez mniej wartoscio-
we biologicznie biatka roslinne (23).

Biatka mig$niowe mozna oddzieli¢ od elementow
kostnych kregostupow na drodze wyczerpujacej ekstrak-
cji 0,1 M roztworem NaOH (24) badZ enzymatycznie.
Ostatnio opublikowano wiele prac na temat enzymatycz-
nego wydzielania biatek mig§niowych z odpadowych
surowcow tacznotkankowych, migdzy innymi z dorsza
(3, 25), krewetki (8, 28), tunczyka (9, 10) oraz z wngtrz-
nosci owcy (4). Wydajnos¢ hydrolizy enzymatycznej

* Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
umowa nr N312 058 32/2848.

zalezy m.in. od stosowanego enzymu, rodzaju i steze-
nia substratu, czasu inkubacji, pH oraz od temperatury.
Gildberg i wsp. (7) porownywali wydajnos¢ izolacji bia-
tek z kregostupdéw dorsza w zaleznos$ci od zastosowa-
nego enzymu (alkalazy, neutrazy, protamexu, trypsyny
z dorsza 1 wieprzowej). Enzymy bakteryjne (alkalaza,
neutraza i protamex) hydrolizujq biatka z duzo wigksza
wydajnoscig (ok. 44%) niz trypsyna (ok. 27%). Zalez-
nie od stosowanego enzymu i czasu hydrolizy mozna
uzyskac hydrolizaty biatkowe o r6znych wlasciwosciach
sensorycznych. Wraz ze wzrostem stopnia hydrolizy
bydlecych krwinek zwigksza si¢ gorycz produktu (26).
Hydrolizaty biatlkowe otrzymane przy uzyciu alkalazy,
neutrazy i1 protamexu zawieraja wigcej gorzkich pepty-
dow niz preparaty otrzymane przy udziale trypsyny (7).
Hydrolize enzymatyczna wykorzystuje si¢ do wytwa-
rzania peptonow dla celow mikrobiologicznych i jako
dodatki zwigkszajace warto$¢ odzywcza zywnosci (6,
14, 19, 27, 30). Hydrolizat biatkowy moze by¢ stoso-
wany jako sktadnik dietetycznej zywnosci dla dzieci,
ludzi starszych lub 0s6b ze schorzeniami przewodu po-
karmowego, watroby, trzustki i nerek (6, 20, 27). Hyd-
rolizaty biatkowe z ryb sa rowniez sktadnikiem substy-
tutu mleka lochy dla odstawionych prosiat i sa stosowa-
ne jako pokarm dla ryb i innych zwierzat (21). Sa one
rowniez zrodlem peptydow o dzialaniu przeciwutlenia-
jacym i powierzchniowo czynnych (11, 12) oraz pepty-
dow hamujacych proliferacje komorek raka piersi (16).
Zatem hydrolizat bialek mig§niowych jest potencjalnym
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zrédlem aktywnych peptydow o roznorodnym zastoso-
waniu.

Drugim, cennym sktadnikiem krggostupow dorsza
battyckiego jest kolagen. Aby go wydzieli¢, nalezy naj-
pierw usuna¢ towarzyszace mu biatka. Celem badan byto
okreslenie przydatnosci hydrolizy enzymatycznej do
odzyskiwania bialek migsniowych z krggostupdéw dor-
sza battyckiego w takich warunkach, aby kolagen pozo-
stal w nienaruszonym stanie.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na krggostupach dorsza battyc-
kiego (Gadus morhua), po mechanicznym filetowaniu. Kre-
goshupy rozdrobniono w wilku przez siatkg o ¢ oczek 0,5 cm.
Material doktadnie wymieszano, zapakowano do woreczkow
polietylenowych i przechowywano w temperaturze —18°C do
czasu badan. W surowcu oznaczono zawarto$¢ suchej masy,
popiotu zgodnie z metodami AOAC (2); azotu ogdtem me-
toda Kjeldahla (17) oraz hydroksyproliny metoda kolory-
metryczng zalecang przez ISO (1), po 6-godzinnej hydrolizie
materiatu w roztworze 6 M kwasu solnego.

Bialka migsniowe krggostupoéw dorsza hydrolizowano wg
schematu przedstawionego na ryc. 1. Stosowano trypsyn¢
z trzustki wieprzowej firmy Fluka o aktywnosci 95 U/mg oraz
alkalaz¢ firmy Novo Industri A/S o aktywnosci 1,5 U/g
w stezeniach: 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40 mg/g surowca. Enzym
rozpuszczano w wodzie w takiej objetosci, aby stosunek su-
rowca do rozpuszczalnika wynosit: 1:2,1:611: 10 (w:v).
Stezenie substratu (biatka migsniowe) w mieszaninie reak-
cyjnej przy tych stosunkach wynosito, odpowiednio: 39,0, 16,7
i 10,6 mg/cm?. Probki homogenizowano przez 2 min. przy
4 tys. obr./min., a czas hydrolizy enzymatycznej wynosit 24
148 h. Probki odwirowano, osad odrzucano, natomiast w eks-
trakcie oznaczano zawarto$¢ biatka metoda Lowry’ego (15).
Reakcja przebiegata w §rodowisku obojetnym.

Okreslono réwniez wydajno$¢ hydrolizy enzymatycznej
w zaleznosci od temp. i czasu. Hydroliz¢ prowadzono w tem-
peraturze 4, 10 i 36°C. Stosunek surowca do rozpuszczalnika
wynosit 1 : 2 (w : v), a stgzenie enzymu 30 mg/g surowca.

Wyniki wyrazone sa stopniem ekstrakcji biatek (SE),
ktory wyznaczano ze wzoru: SE = C/C; x 100%; gdzie:
C, — stezenie bialek migSniowych w mieszaninie reakcyjnej,
C — stezenie produktéw enzymatycznej hydrolizy biatek
w ekstrakcie.

Przeprowadzono po trzy do$wiadczenia dla kazdego stg-
zenia enzymu, st¢zenia substratu i czasu hydrolizy.

Analizg elektroforetyczna produktow enzymatycznej hyd-
rolizy biatek prowadzono wg Bollag i Edelstein (5) w apara-
cie firmy Biometria, stosujac 5% zel SDS — poliakryloamido-
wy zaggszczajacy 1 15% zel rozdzielajacy. Na zel nanoszono
10 pl proby o stezeniu od 10 do 30 pg/ul. Rozdziat prowa-
dzono przez ok. 0,5 h przy napigciu 70 mV i nastgpnie przez
ok. 1 h przy napigciu 150 mV. Prdby, przed nanoszeniem na
zel, termostatowano przez 5 min. w temperaturze 60°C w bu-
forze Tris-HCl o pH 6,8. Rozdzielone produkty enzymatycz-
nej hydrolizy barwiono w Coomassine Brilliant Blue R-250
przez 0,5 h. Zele odbarwiano wg Webera i Osborna (31). Sto-
sowano wzorce masy biatek firmy Fermentas o masach:
66,2 kDa (albumina bydlecej plazmy); 45,0 kDa (owoalbu-
mina z biatka jaja kurzego); 35,0 kDa (dehydrogenaza lakto-
zowa z migsni); 25,0 kDa (E. coli RE Bsp981); 18,4 kDa
(B-laktoglobulina z mleka krowiego) i 14,4 kDa (lizozym
z bialka jaja kurzego).
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Kregostupy dorsza battyckiego
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alkalazy 2 min. 4°C
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Ekstrakt

Ryec. 1. Schemat procesu technologicznego wydzielania bialek
mie¢$niowych z rozdrobnionych kregostupow

Wyniki i omowienie

Kregostupy dorsza baltyckiego zawieraty: 22% s. m.,
6,2% popiotu, 16,7% biatka surowego, z czego 5,2%
stanowi kolagen. Uzyskane wyniki sa podobne do skta-
du podstawowego krggostupow dorsza przedstawione-
go przez Gildberga i wsp. (7). Zawarto$¢ kolagenu jest
zblizona do wynikow uzyskanych przez Szynalewska
(29). Z przedstawionego sktadu podstawowego wyni-
ka, ze kregostupy dorsza baltyckiego zawieraja okoto
76% biatka surowego w s. m., z czego 2/3 stanowia bial-
ka migsniowe.

Na ryc. 2 przedstawiono wydajno$¢ enzymatycznej
hydrolizy biatek w zaleznosci od czasu hydrolizy i stg-
zenia enzymow. Wraz ze wzrostem stgzenia trypsyny
i alkalazy w zakresie st¢zen, odpowiednio, od 2,5 do
20 mg/g surowca i od 2,5 do 10 mg/g surowca wydaj-
no$¢ hydrolizy biatek wzrasta. Zwigkszanie st¢zenia
trypsyny powyzej 20 mg/g surowca i alkalazy powyzej
10 mg/g surowca nie jest celowe, gdyz nie powoduje to
wzrostu wydajnosci reakcji. Stosujac trypsyng w steze-
niu 2,5 mg/g surowca z krggostupow dorsza baltyckie-
go mozna wydzieli¢ ok. 20% biatek migsniowych, pod-
czas gdy przy uzyciu tego samego stezenia alkalazy —
40%. Natomiast przy stgzeniu enzymu 20 mg/g surow-
ca zhydrolizowano o 40% wigcej biatek w przypadku
trypsyny i o ok. 20% wigcej w przypadku alkalazy. Trak-
tujac doswiadczalne kregostupy trypsyna mozna mak-
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Ryec. 2. Stopien ekstrakcji bialek w zaleznoSci od czasu i steze-
nia enzymu, stosunek surowca do rozpuszczalnika 1: 6 (w: v)
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Ryc. 3. Wplyw stezenia substratu na stopien ekstrakcji:
a) trypsyna, b) alkalaza

symalnie zhydrolizowa¢ ok. 60% biatek migsniowych,
a przy uzyciu alkalazy 55%. Gildberg i wsp. (7), stosu-
jac alkalazg 1 trypsyng, juz po 2 h ekstrakcji w tempera-
turze 40°C stwierdzili zhydrolizowanie, odpowiednio,
44% 1 27% biatek kregostupdéw dorsza. Poddajac glowy
1 pancerze krewetek dziataniu alkalazy w temperaturze
40°C mozna zhydrolizowa¢ 55% biatek juz po 2 h
procesu (8). Hydrolizujac wngtrznosci dorsza alkalaza
w temperaturze 55°C po 1 h trawienia mozna wydzieli¢
z nich 90% zhydrolizowanych produktow biatek (3).
Wigksza wydajnos¢ jest wynikiem zastosowania opty-
malnej temperatury dla enzymu. Stopien ekstrakcji biat-
ka w temperaturze 4°C nie zalezy od czasu trwania re-
akcji 1 jest taki sam po 24 h, jak 1 po 48 h (ryc. 2).

Podczas hydrolizy kregostupéw dorsza trypsyna lub
alkalaza rozpuszcza si¢ bardzo mato kolagenu — od 0,05
do 0,16%. Mozna zatem uzna¢, ze w stosowanych wa-
runkach kolagen jest praktycznie nierozpuszczalny.

Ryc. 3a przedstawia wyniki wpltywu stgzenia substratu
na stopien ekstrakcji biatka trypsyna. Przy stezeniu tryp-
syny 2,5 1 5 mg/g surowca stgzenie substratu nie wpty-
wa na stopien ekstrakcji biatka. Natomiast w zakresie
stezen tego enzymu od 10 do 20 mg/g surowca wydaj-
nos$¢ hydrolizy wzrasta ze wzrostem stgzenia substratu.
Powyzej 20 mg/g surowca stopien ekstrakcji nie zalezy
od stgzenia substratu i osiaga statg warto$¢. W przypad-
ku alkalazy (ryc. 3b) wzrost stgzenia substratu z 10,6 do
39,0 mg/cm’ powoduje wzrost wydajnos$ci hydrolizy en-
zymatycznej o ok. 45%.

Wplyw temperatury i czasu na wydajnos¢ enzyma-
tycznej hydrolizy biatek przedstawiono na ryc. 4a, b.
Najefektywniej enzymy dziataty w temperaturze 36°C.
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Ryc. 4. Stopien ekstrakcji bialek miesniowych w zaleznoSci
od temperatury: a) trypsyna, b) alkalaza

Jest to optymalna temperatura dla trypsyny. Alkalaza
najefektywniej dziata w temperaturze 50°C (18). Pod-
wyzszenie temperatury z 4°C do 10°C nie wptywa na
wydajnos$¢ procesu. Stopien ekstrakcji bialek trypsyna
lub alkalaza po 3 h hydrolizie enzymatycznej jest tylko

o ok. 10% nizszy niz po 24 h. Mozliwe, ze taki sam
stopien hydrolizy, ktory osiagnigto po 24 h mozna uzys-
kac¢ w krotszym czasie, lecz dluzszym niz 3 h. Wszyst-
kie badania prowadzono w temperaturze 4°C. Trypsyna
ialkalaza sa enzymami nieswoistymi dla kolagenu i dzia-
taja jedynie na jego zdenaturowana formg. Kolagen
ryb zimnolubnych w 36°C ulega denaturacji, dlatego tez
w badaniach zastosowano niska temperature.

W celu sprawdzenia stopnia hydrolizy enzymatycz-
nej biatek przeprowadzono charakterystyke elektro-
foretyczna otrzymanych hydrolizatow bialkowych
(ryc. 5). Rownoczesnie przygotowano probg odniesie-
nia, homogenizujac surowiec przez 2 min. z woda des-
tylowanq

Masy czasteczkowe i ilo§¢ produktéw hydrolizy en-
zymatycznej nie zaleza od czasu reakcji i sa takie same
po 24148 h zarowno dla trypsyny, jak i alkalazy. Stosu-
jac trypsyng w stezeniu 2,5 mg/g surowca mozna wy-
ekstrahowa¢ jedynie frakcj¢ bialek sarkoplazmatycz-
nych. Po zastosowaniu alkalazy (w tym samym stgze-
niu) w hydrolizacie znajduja si¢ gtownie produkty
hydrolizy biatek o m.cz. <35 kDa. Trudno jednak stwier-
dzi¢, czy sa to juz produkty hydrolizy biatek sarkoplaz-
matycznych czy/i miofibrylarnych, poniewaz masy czas-
teczkowe tych bialek mieszcza si¢ w szerokim zakresie
18 + 2800 kDa. Ze wzrostem stgzenia enzymdw maleje
wielkos¢ produktow hydrolizy i zwigksza si¢ ich ilos¢.
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Ryec. 5. Elektroforetyczna charakterystyka hydrolizatow bial-
kowych

Objasnienia: M — wzorce masy bialek; 1 —48 h hydroliza alkala-
73, 40 mg enzymu/g surowca; 2 — 24 h hydroliza alkalaza, 40 mg
enzymu/g surowca; 3 —48 h hydroliza alkalaza, 2,5 mg enzymu/
g surowca; 4 — 24 h hydroliza alkalaza, 2,5 mg enzymu/g surow-
ca; 5 — 48 h hydroliza trypsyna, 40 mg enzymu/g surowca; 6 —
24 h hydroliza trypsyna, 40 mg enzymu/g surowca; 7 — 48 h hy-
droliza trypsyna, 2,5 mg enzymu/g surowca; 8 — 24 h hydroliza
trypsyna, 2,5 mg enzymu/g surowca; 9 — proba odniesienia

Analogiczng zaleznos$¢ zaobserwowali Guérard 1 wsp.
(9), hydrolizujac zotadki tunczyka z uzyciem alkalazy.
Wzrost stezenia trypsyny do 40 mg/g surowca powodu-
je zwigkszenie udziatu produktéw o m.cz. < 45 kDa.
Po zastosowaniu alkalazy o tym samym stezeniu, w hyd-
rolizacie znajduja si¢ juz jedynie produkty o masie czas-
teczkowej < 14,0 kDa. Podobne wyniki uzyskali Gild-
berg 1 wsp. (7), traktujac krggostupy dorsza alkalaza
otrzymali hydrolizaty biatkowe z wigksza zawarto$cia
oligopeptydow o m.cz. < 2,5 kD w porownaniu z hyd-
rolizatem trypsynowym. Rdznice w stopniu hydrolizy
biatek spowodowane sa rozna czg¢stotliwoscia wystepo-
wania w biatkach miejsc restrykcyjnych specyficznych
dla alkalazy i trypsyny. Wielkos$¢ produktéw hydrolizy
enzymatycznej mozna zatem regulowac st¢zeniem i ro-
dzajem zastosowanego enzymu.

Podsumowanie

Stopien ekstrakcji biatek migsniowych dorsza battyc-
kiego przylegajacych do krggostupow zalezy od steze-
nia enzymow (trypsyny i alkalazy) i substratu. Ze wzros-
tem stgzenia trypsyny od 2,5 do 20 mg/g surowca oraz
alkalazy od 2,5 do 10 mg/g surowca zwigksza si¢ wy-
dajnos¢ hydrolizy. Dziatajac trypsyna na biatka mig$nio-
we kregostupéw mozna maksymalnie odzyskac¢ ok. 60%
biatek, natomiast stosujac alkalaze ok. 55%. Mala wy-
dajno$¢ hydrolizy biatek przy tak duzym zuzyciu enzy-
mu w stosunku do surowca sprawia, ze ten sposob od-
migs$niania krggostupdw jest nieefektywny 1 nieekono-
miczny. Prawdopodobnie zamierzony cel odzyskania
z kregostupow wszystkich bialek mig§niowych mozna
by osiagnac¢ stosujac inne enzymy proteolityczne dzia-
tajace w obojetnym srodowisku, szczegdlnie te uzyska-
ne ze zwierzat bytujacych w zimnych wodach. Wyka-
Zuja one znaczng aktywnos¢ w temperaturze chtodni-
czej, jednakze handlowe preparaty tych enzymow nie
sa jeszcze dostepne.
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