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W Polsce w ci¹gu roku otrzymuje siê 4565 ton krê-
gos³upów ryb, w tym 1500 ton z dorsza ba³tyckiego (13).
Krêgos³up dorsza stanowi ok. 15% masy ryby (7, 22).
Jest on bogatym �ród³em bia³ek miê�niowych oraz ko-
lagenu. Ok. 75% masy krêgos³upów powsta³ych po fi-
letowaniu stanowi tkanka miê�niowa.

Bia³ka sarkoplazmatyczne oraz miofibrylarne miê�ni
ryb charakteryzuj¹ siê du¿¹ warto�ci¹ od¿ywcz¹. Zawie-
raj¹ wszystkie niezbêdne aminokwasy w proporcjach
zalecanych przez wzorzec FAO, z wyj¹tkiem mniejszej
zawarto�ci tryptofanu. Strawno�æ bia³ka jest du¿a i wy-
nosi ok. 90%. Ryby s¹ zatem bogatym �ród³em cennego
bia³ka o bardzo dobrych w³a�ciwo�ciach biologicznych,
które spo¿ywane razem z produktami zbo¿owymi ubo-
gimi w lizynê i treoninê wzbogacaj¹ ogólny sk³ad ami-
nokwasowy diety. Dziêki temu organizm cz³owieka
mo¿e optymalnie wykorzystaæ równie¿ mniej warto�cio-
we biologicznie bia³ka ro�linne (23).

Bia³ka miê�niowe mo¿na oddzieliæ od elementów
kostnych krêgos³upów na drodze wyczerpuj¹cej ekstrak-
cji 0,1 M roztworem NaOH (24) b¹d� enzymatycznie.
Ostatnio opublikowano wiele prac na temat enzymatycz-
nego wydzielania bia³ek miê�niowych z odpadowych
surowców ³¹cznotkankowych, miêdzy innymi z dorsza
(3, 25), krewetki (8, 28), tuñczyka (9, 10) oraz z wnêtrz-
no�ci owcy (4). Wydajno�æ hydrolizy enzymatycznej

zale¿y m.in. od stosowanego enzymu, rodzaju i stê¿e-
nia substratu, czasu inkubacji, pH oraz od temperatury.
Gildberg i wsp. (7) porównywali wydajno�æ izolacji bia-
³ek z krêgos³upów dorsza w zale¿no�ci od zastosowa-
nego enzymu (alkalazy, neutrazy, protamexu, trypsyny
z dorsza i wieprzowej). Enzymy bakteryjne (alkalaza,
neutraza i protamex) hydrolizuj¹ bia³ka z du¿o wiêksz¹
wydajno�ci¹ (ok. 44%) ni¿ trypsyna (ok. 27%). Zale¿-
nie od stosowanego enzymu i czasu hydrolizy mo¿na
uzyskaæ hydrolizaty bia³kowe o ró¿nych w³a�ciwo�ciach
sensorycznych. Wraz ze wzrostem stopnia hydrolizy
bydlêcych krwinek zwiêksza siê gorycz produktu (26).
Hydrolizaty bia³kowe otrzymane przy u¿yciu alkalazy,
neutrazy i protamexu zawieraj¹ wiêcej gorzkich pepty-
dów ni¿ preparaty otrzymane przy udziale trypsyny (7).
Hydrolizê enzymatyczn¹ wykorzystuje siê do wytwa-
rzania peptonów dla celów mikrobiologicznych i jako
dodatki zwiêkszaj¹ce warto�æ od¿ywcz¹ ¿ywno�ci (6,
14, 19, 27, 30). Hydrolizat bia³kowy mo¿e byæ stoso-
wany jako sk³adnik dietetycznej ¿ywno�ci dla dzieci,
ludzi starszych lub osób ze schorzeniami przewodu po-
karmowego, w¹troby, trzustki i nerek (6, 20, 27). Hyd-
rolizaty bia³kowe z ryb s¹ równie¿ sk³adnikiem substy-
tutu mleka lochy dla odstawionych prosi¹t i s¹ stosowa-
ne jako pokarm dla ryb i innych zwierz¹t (21). S¹ one
równie¿ �ród³em peptydów o dzia³aniu przeciwutlenia-
j¹cym i powierzchniowo czynnych (11, 12) oraz pepty-
dów hamuj¹cych proliferacjê komórek raka piersi (16).
Zatem hydrolizat bia³ek miê�niowych jest potencjalnym
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�ród³em aktywnych peptydów o ró¿norodnym zastoso-
waniu.

Drugim, cennym sk³adnikiem krêgos³upów dorsza
ba³tyckiego jest kolagen. Aby go wydzieliæ, nale¿y naj-
pierw usun¹æ towarzysz¹ce mu bia³ka. Celem badañ by³o
okre�lenie przydatno�ci hydrolizy enzymatycznej do
odzyskiwania bia³ek miê�niowych z krêgos³upów dor-
sza ba³tyckiego w takich warunkach, aby kolagen pozo-
sta³ w nienaruszonym stanie.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na krêgos³upach dorsza ba³tyc-

kiego (Gadus morhua), po mechanicznym filetowaniu. Krê-
gos³upy rozdrobniono w wilku przez siatkê o f oczek 0,5 cm.
Materia³ dok³adnie wymieszano, zapakowano do woreczków
polietylenowych i przechowywano w temperaturze �18°C do
czasu badañ. W surowcu oznaczono zawarto�æ suchej masy,
popio³u zgodnie z metodami AOAC (2); azotu ogó³em me-
tod¹ Kjeldahla (17) oraz hydroksyproliny metod¹ kolory-
metryczn¹ zalecan¹ przez ISO (1), po 6-godzinnej hydrolizie
materia³u w roztworze 6 M kwasu solnego.

Bia³ka miê�niowe krêgos³upów dorsza hydrolizowano wg
schematu przedstawionego na ryc. 1. Stosowano trypsynê
z trzustki wieprzowej firmy Fluka o aktywno�ci 95 U/mg oraz
alkalazê firmy Novo Industri A/S o aktywno�ci 1,5 U/g
w stê¿eniach: 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40 mg/g surowca. Enzym
rozpuszczano w wodzie w takiej objêto�ci, aby stosunek su-
rowca do rozpuszczalnika wynosi³: 1 : 2, 1 : 6 i 1 : 10 (w : v).
Stê¿enie substratu (bia³ka miê�niowe) w mieszaninie reak-
cyjnej przy tych stosunkach wynosi³o, odpowiednio: 39,0, 16,7
i 10,6 mg/cm3. Próbki homogenizowano przez 2 min. przy
4 tys. obr./min., a czas hydrolizy enzymatycznej wynosi³ 24
i 48 h. Próbki odwirowano, osad odrzucano, natomiast w eks-
trakcie oznaczano zawarto�æ bia³ka metod¹ Lowry�ego (15).
Reakcja przebiega³a w �rodowisku obojêtnym.

Okre�lono równie¿ wydajno�æ hydrolizy enzymatycznej
w zale¿no�ci od temp. i czasu. Hydrolizê prowadzono w tem-
peraturze 4, 10 i 36°C. Stosunek surowca do rozpuszczalnika
wynosi³ 1 : 2 (w : v), a stê¿enie enzymu 30 mg/g surowca.

Wyniki wyra¿one s¹ stopniem ekstrakcji bia³ek (SE),
który wyznaczano ze wzoru: SE = C/C

0
 × 100%; gdzie:

C
0
 � stê¿enie bia³ek miê�niowych w mieszaninie reakcyjnej,

C � stê¿enie produktów enzymatycznej hydrolizy bia³ek
w ekstrakcie.

Przeprowadzono po trzy do�wiadczenia dla ka¿dego stê-
¿enia enzymu, stê¿enia substratu i czasu hydrolizy.

Analizê elektroforetyczn¹ produktów enzymatycznej hyd-
rolizy bia³ek prowadzono wg Bollag i Edelstein (5) w apara-
cie firmy Biometria, stosuj¹c 5% ¿el SDS � poliakryloamido-
wy zagêszczaj¹cy i 15% ¿el rozdzielaj¹cy. Na ¿el nanoszono
10 µl próby o stê¿eniu od 10 do 30 µg/µl. Rozdzia³ prowa-
dzono przez ok. 0,5 h przy napiêciu 70 mV i nastêpnie przez
ok. 1 h przy napiêciu 150 mV. Próby, przed nanoszeniem na
¿el, 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. ̄ ele odbarwiano wg Webera i Osborna (31). Sto-
sowano wzorce masy bia³ek firmy Fermentas o masach:
66,2 kDa (albumina bydlêcej plazmy); 45,0 kDa (owoalbu-
mina z bia³ka jaja kurzego); 35,0 kDa (dehydrogenaza lakto-
zowa z miê�ni); 25,0 kDa (E. coli RE Bsp981); 18,4 kDa
(â-laktoglobulina z mleka krowiego) i 14,4 kDa (lizozym
z bia³ka jaja kurzego).

Wyniki i omówienie
Krêgos³upy dorsza ba³tyckiego zawiera³y: 22% s. m.,

6,2% popio³u, 16,7% bia³ka surowego, z czego 5,2%
stanowi kolagen. Uzyskane wyniki s¹ podobne do sk³a-
du podstawowego krêgos³upów dorsza przedstawione-
go przez Gildberga i wsp. (7). Zawarto�æ kolagenu jest
zbli¿ona do wyników uzyskanych przez Szynalewsk¹
(29). Z przedstawionego sk³adu podstawowego wyni-
ka, ¿e krêgos³upy dorsza ba³tyckiego zawieraj¹ oko³o
76% bia³ka surowego w s. m., z czego 2/3 stanowi¹ bia³-
ka miê�niowe.

Na ryc. 2 przedstawiono wydajno�æ enzymatycznej
hydrolizy bia³ek w zale¿no�ci od czasu hydrolizy i stê-
¿enia enzymów. Wraz ze wzrostem stê¿enia trypsyny
i alkalazy w zakresie stê¿eñ, odpowiednio, od 2,5 do
20 mg/g surowca i od 2,5 do 10 mg/g surowca wydaj-
no�æ hydrolizy bia³ek wzrasta. Zwiêkszanie stê¿enia
trypsyny powy¿ej 20 mg/g surowca i alkalazy powy¿ej
10 mg/g surowca nie jest celowe, gdy¿ nie powoduje to
wzrostu wydajno�ci reakcji. Stosuj¹c trypsynê w stê¿e-
niu 2,5 mg/g surowca z krêgos³upów dorsza ba³tyckie-
go mo¿na wydzieliæ ok. 20% bia³ek miê�niowych, pod-
czas gdy przy u¿yciu tego samego stê¿enia alkalazy �
40%. Natomiast przy stê¿eniu enzymu 20 mg/g surow-
ca zhydrolizowano o 40% wiêcej bia³ek w przypadku
trypsyny i o ok. 20% wiêcej w przypadku alkalazy. Trak-
tuj¹c do�wiadczalne krêgos³upy trypsyn¹ mo¿na mak-

Homogenizacja

2 min. 4°C

Wodny roztwór
trypsyny lub
alkalazy

Wirowanie

20 min. 10 000 × g 4°C
Osad

Ekstrakt

Krêgos³upy dorsza ba³tyckiego

Hydroliza

24 h, 48 h 4°C

Ryc. 1. Schemat procesu technologicznego wydzielania bia³ek
miê�niowych z rozdrobnionych krêgos³upów

10

20

30

40

50

60

70

80

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

stê¿nie enzymu [mg/g surowca]

s
to

p
ie

ñ
e
k
s
tr

a
k
c
ji

[%
]

24 h enzymatyczna hydroliza bia³ek trypsyn¹

24 h enzymatyczna hydroliza bia³ek alkalaz¹

48 h enzymatyczna hydroliza bia³ek alkalaz¹

48 h enzymatyczna hydroliza bia³ek trypsyn¹

Ryc. 2. Stopieñ ekstrakcji bia³ek w zale¿no�ci od czasu i stê¿e-
nia enzymu, stosunek surowca do rozpuszczalnika 1 : 6 (w : v)
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symalnie zhydrolizowaæ ok. 60% bia³ek miê�niowych,
a przy u¿yciu alkalazy 55%. Gildberg i wsp. (7), stosu-
j¹c alkalazê i trypsynê, ju¿ po 2 h ekstrakcji w tempera-
turze 40°C stwierdzili zhydrolizowanie, odpowiednio,
44% i 27% bia³ek krêgos³upów dorsza. Poddaj¹c g³owy
i pancerze krewetek dzia³aniu alkalazy w temperaturze
40°C mo¿na zhydrolizowaæ 55% bia³ek ju¿ po 2 h
procesu (8). Hydrolizuj¹c wnêtrzno�ci dorsza alkalaz¹
w temperaturze 55°C po 1 h trawienia mo¿na wydzieliæ
z nich 90% zhydrolizowanych produktów bia³ek (3).
Wiêksza wydajno�æ jest wynikiem zastosowania opty-
malnej temperatury dla enzymu. Stopieñ ekstrakcji bia³-
ka w temperaturze 4°C nie zale¿y od czasu trwania re-
akcji i jest taki sam po 24 h, jak i po 48 h (ryc. 2).

Podczas hydrolizy krêgos³upów dorsza trypsyn¹ lub
alkalaz¹ rozpuszcza siê bardzo ma³o kolagenu � od 0,05
do 0,16%. Mo¿na zatem uznaæ, ¿e w stosowanych wa-
runkach kolagen jest praktycznie nierozpuszczalny.

Ryc. 3a przedstawia wyniki wp³ywu stê¿enia substratu
na stopieñ ekstrakcji bia³ka trypsyn¹. Przy stê¿eniu tryp-
syny 2,5 i 5 mg/g surowca

 
stê¿enie substratu nie wp³y-

wa na stopieñ ekstrakcji bia³ka. Natomiast w zakresie
stê¿eñ tego enzymu od 10 do 20 mg/g surowca wydaj-
no�æ hydrolizy wzrasta ze wzrostem stê¿enia substratu.
Powy¿ej 20 mg/g surowca stopieñ ekstrakcji nie zale¿y
od stê¿enia substratu i osi¹ga sta³¹ warto�æ. W przypad-
ku alkalazy (ryc. 3b) wzrost stê¿enia substratu z 10,6 do
39,0 mg/cm3 powoduje wzrost wydajno�ci hydrolizy en-
zymatycznej o ok. 45%.

Wp³yw temperatury i czasu na wydajno�æ enzyma-
tycznej hydrolizy bia³ek przedstawiono na ryc. 4a, b.
Najefektywniej enzymy dzia³a³y w temperaturze 36°C.

Jest to optymalna temperatura dla trypsyny. Alkalaza
najefektywniej dzia³a w temperaturze 50°C (18). Pod-
wy¿szenie temperatury z 4°C do 10°C nie wp³ywa na
wydajno�æ procesu. Stopieñ ekstrakcji bia³ek trypsyn¹
lub alkalaz¹ po 3 h hydrolizie enzymatycznej jest tylko
o ok. 10% ni¿szy ni¿ po 24 h. Mo¿liwe, ¿e taki sam
stopieñ hydrolizy, który osi¹gniêto po 24 h mo¿na uzys-
kaæ w krótszym czasie, lecz d³u¿szym ni¿ 3 h. Wszyst-
kie badania prowadzono w temperaturze 4°C. Trypsyna
i alkalaza s¹ enzymami nieswoistymi dla kolagenu i dzia-
³aj¹ jedynie na jego zdenaturowan¹ formê. Kolagen
ryb zimnolubnych w 36°C ulega denaturacji, dlatego te¿
w badaniach zastosowano nisk¹ temperaturê.

W celu sprawdzenia stopnia hydrolizy enzymatycz-
nej bia³ek przeprowadzono charakterystykê elektro-
foretyczn¹ otrzymanych hydrolizatów bia³kowych
(ryc. 5). Równocze�nie przygotowano próbê odniesie-
nia, homogenizuj¹c surowiec przez 2 min. z wod¹ des-
tylowan¹.

Masy cz¹steczkowe i ilo�æ produktów hydrolizy en-
zymatycznej nie zale¿¹ od czasu reakcji i s¹ takie same
po 24 i 48 h zarówno dla trypsyny, jak i alkalazy. Stosu-
j¹c trypsynê w stê¿eniu 2,5 mg/g surowca mo¿na wy-
ekstrahowaæ jedynie frakcjê bia³ek sarkoplazmatycz-
nych. Po zastosowaniu alkalazy (w tym samym stê¿e-
niu) w hydrolizacie znajduj¹ siê g³ównie produkty
hydrolizy bia³ek o m.cz. < 35 kDa. Trudno jednak stwier-
dziæ, czy s¹ to ju¿ produkty hydrolizy bia³ek sarkoplaz-
matycznych, czy/i miofibrylarnych, poniewa¿ masy cz¹s-
teczkowe tych bia³ek mieszcz¹ siê w szerokim zakresie
18 ÷ 2800 kDa. Ze wzrostem stê¿enia enzymów maleje
wielko�æ produktów hydrolizy i zwiêksza siê ich ilo�æ.

Ryc. 3. Wp³yw stê¿enia substratu na stopieñ ekstrakcji:
a) trypsyn¹, b) alkalaz¹

Ryc. 4. Stopieñ ekstrakcji bia³ek miê�niowych w zale¿no�ci
od temperatury: a) trypsyn¹, b) alkalaz¹
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Analogiczn¹ zale¿no�æ zaobserwowali Guérard i wsp.
(9), hydrolizuj¹c ¿o³¹dki tuñczyka z u¿yciem alkalazy.
Wzrost stê¿enia trypsyny do 40 mg/g surowca powodu-
je zwiêkszenie udzia³u produktów o m.cz. < 45 kDa.
Po zastosowaniu alkalazy o tym samym stê¿eniu, w hyd-
rolizacie znajduj¹ siê ju¿ jedynie produkty o masie cz¹s-
teczkowej < 14,0 kDa. Podobne wyniki uzyskali Gild-
berg i wsp. (7), traktuj¹c krêgos³upy dorsza alkalaz¹
otrzymali hydrolizaty bia³kowe z wiêksz¹ zawarto�ci¹
oligopeptydów o m.cz. < 2,5 kD w porównaniu z hyd-
rolizatem trypsynowym. Ró¿nice w stopniu hydrolizy
bia³ek spowodowane s¹ ró¿n¹ czêstotliwo�ci¹ wystêpo-
wania w bia³kach miejsc restrykcyjnych specyficznych
dla alkalazy i trypsyny. Wielko�æ produktów hydrolizy
enzymatycznej mo¿na zatem regulowaæ stê¿eniem i ro-
dzajem zastosowanego enzymu.

Podsumowanie
Stopieñ ekstrakcji bia³ek miê�niowych dorsza ba³tyc-

kiego przylegaj¹cych do krêgos³upów zale¿y od stê¿e-
nia enzymów (trypsyny i alkalazy) i substratu. Ze wzros-
tem stê¿enia trypsyny od 2,5 do 20 mg/g surowca oraz
alkalazy od 2,5 do 10 mg/g surowca zwiêksza siê wy-
dajno�æ hydrolizy. Dzia³aj¹c trypsyn¹ na bia³ka miê�nio-
we krêgos³upów mo¿na maksymalnie odzyskaæ ok. 60%
bia³ek, natomiast stosuj¹c alkalazê ok. 55%. Ma³a wy-
dajno�æ hydrolizy bia³ek przy tak du¿ym zu¿yciu enzy-
mu w stosunku do surowca sprawia, ¿e ten sposób od-
miê�niania krêgos³upów jest nieefektywny i nieekono-
miczny. Prawdopodobnie zamierzony cel odzyskania
z krêgos³upów wszystkich bia³ek miê�niowych mo¿na
by osi¹gn¹æ stosuj¹c inne enzymy proteolityczne dzia-
³aj¹ce w obojêtnym �rodowisku, szczególnie te uzyska-
ne ze zwierz¹t bytuj¹cych w zimnych wodach. Wyka-
zuj¹ one znaczn¹ aktywno�æ w temperaturze ch³odni-
czej, jednak¿e handlowe preparaty tych enzymów nie
s¹ jeszcze dostêpne.
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Ryc. 5. Elektroforetyczna charakterystyka hydrolizatów bia³-
kowych
Obja�nienia: M � wzorce masy bia³ek; 1 � 48 h hydroliza alkala-
z¹, 40 mg enzymu/g surowca; 2 � 24 h hydroliza alkalaz¹, 40 mg
enzymu/g surowca; 3 � 48 h hydroliza alkalaz¹, 2,5 mg enzymu/
g surowca; 4 � 24 h hydroliza alkalaz¹, 2,5 mg enzymu/g surow-
ca; 5 � 48 h hydroliza trypsyn¹, 40 mg enzymu/g surowca; 6 �
24 h hydroliza trypsyn¹, 40 mg enzymu/g surowca; 7 � 48 h hy-
droliza trypsyn¹, 2,5 mg enzymu/g surowca; 8 � 24 h hydroliza
trypsyn¹, 2,5 mg enzymu/g surowca; 9 � próba odniesienia
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