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Enzymy proteolityczne, katalizujgce hydrolize wigzan peptydowych,
roznig si¢ wieloma wlasciwosciami takimi jak: wystepowanie, pochodze-
nie, budowa centrum aktywnego, mechanizm reakcji katalitycznych, za-
kres dzialania w réznych warunkach pH i temperatury. Stosowany w
niniejszej pracy bakteryjny preparat proteolityczny. otrzymany z ho-
dowli Bacillus subtilis w Instytucie Przemystu Fermentacyjnego, zawie-
ra glownie enzymy proteolityczne nalezace do grupy obojetnych meta-
loproteinaz oraz alkalicznych proteinaz serynowych. Nalezy zaznaczyé,
ze obojetne proteinazy Bacillus sa jednymi z najbardziej aktywnych:
jesli porowna¢ np. aktywnosci wzgledne neutralnej proteihazy B. subti-
lis, papainy, chymotrypsyny, pepsyny i chymopapainy w stosunku do
kazeiny, to wynoszg one odpowiednio: 18 000, 2250, 1823, 1653 i 850 jed-
nostek. -

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy bylo przebadanie
dzialania ,,Proteopolu BP” na biatko réznych skladnikéw mieszanek pa-
szowych stosowanych w zZywieniu zwierzat. W badaniach stosowano dwie
formy preparatu o réznym stopniu oczyszczenia, a mianowicie:

A — preparat otrzymany przez wytracenie alkoholem, wykazujgcy
aktywnos¢ w stosunku do hemoglobiny okolo 450 tys. JH/g;

B — preparat otrzymany przez suszenie rozpylowe cieczy pohodo-
wlanej (po oddzieleniu biomasy), wykazujgcy aktywnosé w stosunku do
hemoglobiny okolo 140 tys. JH/g.

Enzymy proteolityczne obu preparatow dzialajg w zakresie pH od
5,0 do 11,0 (optymalne pH wynosi okolo 7,0), w temperaturach od 0 do
65°C (optymalna temperatura wynosi 45-50°C).

Jako substraty zastosowano giéwnie komponenty wchodzgce w sklad
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mieszanek paszowych przeznaczonych miedzy innymi dla drobiu, tj.
jeczmien, pszenice, zyto, owies, kukurydze, soje, Srutg sojowa poekstrak-
cvjng, susz z zielonki i maczke rybng. Hydrolizie enzymatycznej pod-
dawano poszczegolne substraty zmielone na make, zwilzone woda w sto-
sunku 1:10, w temperaturze 40°C, w czasie 1-7 godzin. Preparat pro-
teolityczny dodawano w dwoch dawkach 0,5 1 0,05%, obliczonych w sto-
sunku do uzytego substratu. Hydrolize prowadzono w pH 7,0, optymal-
nym dla dzialania bakteryjnych enzyméw proteolitycznych oraz w pH
zmiennym w zakresie 4,5 — 25— 7,0 celem zblizenia sie do warunkéow
wystepujacych w przewodzie pokarmowym drobiu (hydroliza modelo-
wa). Wartos¢ pH zmieniano po réznym czasie, zaleznie od lgcznego czasu
trwania hydrolizy — schemat przedstawiono w tabeli.

Tabela

Schemat zmian pH w czasie trwania hydroliz modelowych

Diagram of pH changes during model hydrolysis

}.aczny czas Czas trwania hydrolizy w minutach
hydroiizy w poszczeg6lnych pH

w godzinach Time of hydrolysis (minutes) in
Total tima of particular pH
hydrolysis, hr 4,5 2,5 7,0

1 15 15 30

3 30 30 120

5 60 60 180

7 60 60 300

Efekt hydrolizy bez i z dodatkiem preparatu enzymatycznegaq ,Pro-
teopol BP” oceniano na podstawie wzrostu ilosci bialka rozpuszczalnego,
cznaczanego metodg Lowry’ego. '

Jako przyklad przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono na ry-
cunku 1 wyniki hydrolizy ziarna jeczmienia. Otrzymane dane wyka-
zuja, ze badany preparat enzymatyczny dziala najkorzystniej w pH 7,0.
Zmiana pH srodowiska (hydroliza modelowa) nie inaktywuje enzymow
proteolitycznych zawartych w preparacie, lecz zmniejsza tylko efekt
hyvdrolizy. :

W podobny sposéb jak jeczmien, przebadano kolejno wszystkie wy-
zej wymienione skladhiki mieszanek paszowych, stwierdzajac indyw:idu-
alng podatnosé poszczegdlnych substratow na dzialanie preparatu enzy-
matycznego. Na rysunku 2 przedstawiono procent zhydrolizowanego bial-
ka otrzymany po 5 godz. hydrolizy przy pH 7 i dawce preparatu 0,5%.
Frocent hydrolizy obliczono w stosunku do zawartosci skladnika w sub-
stracie, po uwzglednieniu efektu hydrolizy w probie kontrolnej (to zna-
czy po odjeciu efektu hydrolizy bez dodatku preparatu enzymatycznego).
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Rys. 1. Wzrost frakcji rozpuszczalnej biatka podczas hydrolizy ziarna jeczmienia

prowadzonej z zastosowaniem ”Proteopolu BP” (A); 1 — preparat w dawce 0,05%,

zmienne pH (hydroliza modelowa), 2 — preparat w dawce 0,5°/o, zmienne pH (hy-

droliza modelowa), 3 — preparat w dawce 0,5%, stale pH 7,0, 4 — kontrola bez
preparatu, zmienne pH (hydroliza modelowa)

Fig. 1. Increase of soluble protein fraction during hydrolysis of barley grain with

»Proteopol BP” (A); 1 — preparation added in 0,05%, changing pH (model hydro-

lysis), 2 — preparation added in 0,5%, changing pH (model hydrolysis), 3 — pre-

paration added in 0,5%, constant pH 7,0, 4 — control without preparation, chan-
ging PH (model hydrolysis)
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Rys. 2. Stopien hydrolizy biatka réznych substratéw {raktowanych ,Proteopolem

BP” (A). Dawka preparatu 0,5%, pH 7,0, czas hydrolizy 5 godz; 1 — jeczmien, 2 —

pszenica, 3 — zyto, 4 — owies, 5 — kukurydza, 6 — soja, 7 — Sruta sojowa po
ekstrakcji, 8 — susz z zielonki, 9 — maczka rybna

Fig. 2. Hydrolysis of protein of different substrates treated with Proteopol BP”

(A). Enzymatic preparation added in 0,5%, pH 7,0, time of hydrolysis 5 hours;

1 — barley, 2 — wheat, 3 — rye, 4 — oat, 5 — maize, 6 — soy bean, 7 — soy-
bean oilmeal, 8 — hay, 9 — fish meal
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Otrzymane dane wykazuja, ze latwo ulega hydrolizie biatko jecz-
mienia 1 owsa, ktore w okolo 23%¢ w warunkach doswiadczenia przecho-
dzilo w forme rozpuszczalng. Badany preparat nie naruszatl praktycznie
bialka soi, natomiast bialko w poekstrakcyjnej srucie sojowej ulegato
hydrolizie na réwni z maczks rybng, czyli w okolo 15%.

Poza przebadaniem dzialania ,,Proteopolu BP” na rézne skladniki
mieszanek paszowych w warunkach zwilzenia substratu w stosunku
1:10, sprawdzono dodatkowo mozliwosci dzialania preparatu przy roz-
nym, zmiennym stopniu nawilgocenia substratu (rys. 3). Stopien na-
wilgocenia substratu dobrano tak, aby uwzgledniac warunki wystepu-
Jace w przewodzie pokarmowym drobiu i zastosowano nawilgocenie w
granicach od 70 do 130%, co odpowiadalo suchej masie od 56 do 40%b.
Hydrolize prowadzono przez 1 godzine w temp. 40°C. W wyniku do-
Swiadczen stwierdzono, ze preparat enzymatyczny dziala przy wszyst-
kich zastosowanych warunkach nawilgocenia, przy czym efekt hydro-
lizy enzymatycznej wzrasta w miare nawilgocenia substratu. Przy 100-
-130%0 nawilgocenia wystepuja warunki zblizone do optymalnych dla
dzialania preparatu.
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Rys. 3. Wzrost frakcji rozpuszczalnej bialka podczas hydrolizy ziarna jeczmienig

prowadzonej z zastosowaniem ,Proteopolu BP” (B) przy rbéznym nawilgoceniu sub-

stratu. Czas hydrolizy 1 godz, temp. 40°C, pH naturalne ziarna; 1 — preparat w
dawce 0,05%, 2 — preparat w dawce 0,5%, 3 — kontrola bez preparatu

Fig. 3. Increase of soluble protein fraction during hydrolysis of barley grain with

”Proteopol BP” (B) in different humidifaction conditions. Time of hydrolysis 1 hour,

temp. 40°C, native pH of grain; 1 — preparation added -in 0,05%, 2 — preparation
added in 0,5%, 3 — control without preparation
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Ponadto efekt dzialania ,,Proteopolu BP” poréwnano z dzialaniem
podobnego typu preparatéw zagranicznych. Dzialanie preparatow spraw-
dzono stosujac jako substrat jeczmien. Dawki preparatow obliczono tak,
aby byly jednoznaczne pod wzgledem aktywnosci proteolitycznej (okolo
1100 JH/g substratu). Wyniki przedstawiono na rysunku 4. Wskazujg
cne, ze badany preparat wykazuje sile proteolizujacg na réwni z pre-
paratami zagranicznymi, przy czym wszystkie preparaty wykazujg zbli-
zone zdolnosci hydrolizowania bialka.

W celu dokladniejszego scharakteryzowania dzialania ., Proteopolu
BP"” oznaczono ilo$¢ uwalnianych wolnych aminokwaséw przy hydro-
lizie niektérych zbéz. Jako substraty zastosowano zmielone ziarna jecz-
mienia, pszenicy i owsa. Hydrolize prowadzono w pH 7,0, przez 5 godz
w temperaturze 40°, przy dawce preparatu A w iloszi 0,5%o. Probe kon-
trolng stanowila hydroliza w tych samych warunkach, bez dodatku pre-
pératu enzymatycznego (w obliczeniach uwzgledniano takze ilos¢ wol-
nych aminokwasow wprowadzanych z preparatem enzymatycznym). Za-
wartos¢ wolnych aminokwaséw oznaczano metoda chromatografii gazo-
we], przy czym tg samg metodg oznaczano takze ilos¢ aminokwasow
w calym substracie po hydrolizie kwasowej.
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Rys. 4. Porbwnanie efektu dzialania réznych preparatéw enzymatycznych na wzrost

frakcji rozpuszczalnej bialka ziarna jeczmienia w warunkach hydrolizy modelowej

Fig. 4. Comparison of the action of different enzymatic preparations on the protein

of barley grain in the conditions of model hydrolysis; I — "Proteopol BP”, 2 —

Brew-N-Zyme (Naarden), 3 — Protease BS 100 (Societe Rapidase), 4 — BAN +

+ BPN (Novo), 5 — BAN 240. (Novo), 6 — kontrola bez preparatu enzymatyczne-
'go — control without enzymatic preparations

. Preparaty enzymatyczne uzyto w dawkach po 1100 JH/g .substratu
All enzymatic preparations used in dozes 1100 units/g of substrate
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Na rysunku 5 przedstawiono ilosci poszczegdlnych aminokwasoéw u-
walnianych podczas hydrolizy ziarna jeczmienia prowadzonej bez, i z do-
datkiem preparatu proteolitycznego; na rysunku 6 — procent amino-
kwasow uwolnionych podczas hydrolizy trzech rléznych zb6z, prowa-
dzonej z zastosowaniem ww preparatu (procent obliczono po odjeciu
ilosci aminokwaséw w probie kontrolnej oraz wprowadzonej z prepara-

tem enzymatycznym w stosunku do ilosci poszczegdélnych aminokwasow
w calym ziarnie). :
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Rys. 5. Poréwnanie iloSci uwalnianych aminokwaséw podczas hydrolizy ziarna jecz-
mienia prowadzonej bez, i z dodatkiem ,Proteopolu BP” (4); 1 — hydroliza bez
dodatku ,,Proteopolu BP”, 2 — hydroliza z dodatkiem ,,Proteopolu BP”

Fig. 5. Comparison of the amounts of the splitted aminoacids during hydrolysis
of barley grain without and with “Protoepol BP” (A); 1 — hydrolysis without
”Proteopol BP”, 2 — hydrolysis with "Proteopol BP”
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Rys. 6. Procent uwolnionych aminokwaséw podczas hydrolizy réinych zbéz pro-
wadzonej z zastosowaniem ,Proteopolu BP” (A4); 1 — pszenica, 2 — jeczmien,
3 — owies

Fig. 6. Percent of free aminoacids beeing splitted during hydrolysis of different
grains with ,,Proteopol BP” (4); 1 — wheat, 2 — barley, 3 — ocat
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Otrzymane wyniki wskazujg, ze badany preparat enzymatyczny dzia-
tYa w podobny sposob na zastosowane zboza i wigksze réznice wystepujg
tylko przy niektorych aminokwasach. Ogoélnie mozna stwierdzi¢, ze w
warunkach doswiadczenia w najwiekszym stopniu uwalniane byly: ala-
nina, walina, izoleucyna, leucyna, treonina, seryna, metionina, fenylo-
alanina i lizyna. |

Na podstawie przedstawionych doswiadczen oraz innych wynikow
mozna stwierdzi¢, ze bakteryjny preparat proteolityczny ,,Proteopol BP”
powoduje in wvitro hydrolize biatka prawie wszystkich przebadanych
skladnikéw mieszanek paszowych i moze znalez¢ zastosowanie przy
zwiekszeniu ich przyswajalnosci.

B. Kaocunscxa-Poviuepcka, . Maasnoscka,
P. Casuuxa-XKyxoecka, I'. 3emba

BIUAHUE BAKTEPMAJBHOI'O ITPOTEOJUTUYECKOI'O IIPEITAPATA
,JIPOTEOIIOJIb BII” HA TUJPOJIM3 BEJKA HEKOTOPBIX KOMBUKOPMOB

Pe3womMme

ViccaenoBamu 3¢ (eKTUBHOCTh OaKTepuanbHOTO TNPOTEOJMTHMUECKOTO mpenapara
,JIporeonoas BII”, nmpou3seneHHOro MHCTUTYTOM OpOIMABHOM NPOMBILIJIEHHOCTH, HA
oTAeJbHble KOMIIOHEHTbI KOMOVKODMO6 INpPUMEHAEMbIX B KOPMJIEHMM IKMBOTHBIX. OH-
3MMATUYECKOMY TMIPOJM3Y NOABEPralyM sA4YMEHb, IILUEeHULY, DOXb, OBeC, KYKYypy3Yy,
COI0, COEBLIM TOCJEIKCTPAKLMOHHBI WIPOT M PbIOHYI0 MYKy. YCTAHOBJIEHO, HTO B
ycaoBuax oublToB in vitro ,IIporeoponn BII” nejicTBYeT Ha BCe uccaegyeMble cyO-
cTpaThbl, 32 MCKJIOYeHMeM COM, M NaéT NPHPOCT pacrBopuMoit dpakuum benka (12—
259y Geska Npeobpa30Basioch B PACTBOPUMMYK (OPMY) M CBOGOAHBIX AMMHOKMUCJIOT
(ormenasnocs or 0 mo 14% OTHeNbHbIX aMMUHOKMCHOT). ONbITHI TMOKAa3alM TaKIXKE,
yTo npenapar ,Ilporeononb BII” nencrByer Ha 6eJIOK ucclenyeMbIX KOMIIOHEHTOB
KOMOMKOPMOB NogobHo Kak 3apybexHble mpenaparbl TAKOro Xxe TUma.

B. Klosinska-Rycerska, J. Malanowska,
R. Sawicka-Zukowska, G. Zieba

EFFECT OF BACTERIAL PROTEOLYTIC PREPARATION "PROTEOPOL BP”
ON HYDROLYSIS OF PROTEIN OF SOME FEEDING STUFFS

Summary

The effect of the bacterial proteolytic preparation “Proteopol BP” (made by
the Institute of Fermentation Industry) on individual components used in animal
feeds was studied. Barley, wheat, rye, oats, maize, soybean, soybean post-extraction
oilmeal as well as hay meal and fish. meal, were subjected to the enzymatic hy-
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drolysis. It has been plzoved that under conditions of the in vitro experiments all
substantes, except for soybean oilmeal, were attacked by bacterial proteolytic enzy-
mes, what resulted in an increase of soluble protein fraction (12 - 25% of total
protein were solubilized) and of the content of free amino acids (from 0 to 14%o
of particular amino acids were split off). It has been also proved that the ,,Prote-
opol BP"” effect on the protein of feed components can be similar to fereign bac-
terial enzymatic preparations of the same type.



