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GRAZYNA KRASNOWSKA

OCENA WEASCIWOSCI PROTEOLITYCZNYCH PREPARATOW
ENZYMATYCZNYCH UZYSKANYCH Z ROZNYCH SZCZEPOW
DROZDZY YARROWIA LIPOLYTICA

Streszczenie

Przeprowadzone badania mialy na celu poréwnanie aktywnosci hydrolitycznej preparatow
enzymatycznych, otrzymanych z ptynéw pohodowlanych dwéch szczepéw drozdzy Yarrowia lipolytica
Pll6a i A-101, oraz sprawdzenie mozliwosci ich zastosowania do prowadzenia hydrolizy skor
wieprzowych. Preparaty enzymatyczne uzyskano z hodowli drozdzy prowadzonych na dwéch podtozach,
w ktorych zastosowano rézne zrédta wegla (olej stonecznikowy lub glukozg). Stwierdzono niewielka
aktywno$¢ kolagenolityczna wszystkich ocenianych preparatéw enzymatycznych. Na podstawie oznaczen
ich aktywnosci proteolitycznej i lipolitycznej do prowadzenia hydrolizy skér wieprzowych wybrano
preparaty otrzymane ze szczepu Pll6a.

Efektywnos¢ hydrolizy enzymatycznej skér, wyrazona ilo$cia uwalnianej hydroksyproliny, wolnych
grup aminowych oraz bialka, byta najwigksza przy zastosowaniu mieszaniny preparatéw enzymow
pochodzacych z hodowli na obu podiozach. Ponadto poprzez odpowiedni dobér warunkéw prowadzenia
procesu (temperatura, pH oraz rozdrobnienie surowca) mozna istotnie wptywaé na jego wydajnosc.
Przedstawione wyniki badan wskazuja na celowo$¢ stosowania tego taniego zrddia enzyméw do
degradacji biatek skér wieprzowych.

Stowa kluczowe: enzymy proteolityczne, aktywno$¢ kolagenolityczna, hydroliza enzymatyczna, skéry
wieprzowe

Wprowadzenie

Wsréd preparatéw enzymatycznych stosowanych w technologii zywnosci
najwigksza grupe stanowia proteinazy (ponad 60% wszystkich stosowanych
preparatow), nastepnie amylazy (30%) i lipazy (3%). Wraz z rozwojem biotechnologii
i upowszechnieniem si¢ produkcji preparatow enzymatycznych pochodzenia
mikrobiologicznego, koszty ich produkcji sa coraz mniejsze, co stwarza sprzyjajace
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warunki do powszechnego ich stosowania w praktyce produkcyjnej [3, 6, 20].

Zastosowanie wyizolowanych enzyméw w przetwodrstwie migsa ogranicza sig
obecnie do preparatéw dziatajacych hydrolitycznie oraz transglutaminazy sieciujacej
biatka. Preparaty enzyméw proteolitycznych wykorzystuje si¢ przede wszystkim do
skruszania migsa. Najpowszechniej do tego celu sa stosowane preparaty pochodzenia
roslinnego, takie jak: papaina, bromelaina 1 ficyna, preparaty pochodzenia
mikrobiologicznego  oraz  preparaty enzymdéw  proteolitycznych  pochodzenia
zwierzgcego. Enzymy ro$linne degraduja przede wszystkim biatka tkanki tacznej —
kolagen i elastyng, a tylko w nieznacznym stopniu dzialaja na wiékna mig$niowe,
podczas gdy proteazy pochodzenia mikrobiologicznego oddzialuja zwlaszcza na widkna
mig$niowe, a tkanke taczng degraduja tylko w pewnych warunkach [5, 8, 10, 19, 23].

Celem badan bylo poréwnanie aktywno$ci hydrolitycznej preparatéw
enzymatycznych, otrzymanych z ptynéw pohodowlanych dwéch szczepéw drozdzy
Yarrowia lipolytica PIl6a i A—101 oraz sprawdzenie mozliwosci ich wykorzystania do
prowadzenia hydrolizy skér wieprzowych.

Material i metody badan

Szczepy drozdzy pochodzily z kolekcji Katedry Biotechnologii Akademii
Rolniczej we Wroctawiu. Zastosowane preparaty enzymatyczne uzyskano z hodowli
wgtebnej drozdzy Yarrowia lipolytica szczepéw A-101 i1 Pll6a. Gatunek ten jest
jednym z gatunkéw drozdzy wchodzacych migdzy innymi w sklad dzikiej mikroflory
wystepujacej w serach, szczegdlnie plesniowych i maziowych [7, 18, 24].

Hodowle ww. szczepéw prowadzono wg metodyki podanej przez Gdulg i wsp.
[7], a w podtozach jako zrédio wegla zastosowano glukoz¢ (PG) lub olej
stonecznikowy (PO). W otrzymanych preparatach enzymatycznych, po ich
odwirowaniu lub dodatkowym podczyszczeniu, zbadano aktywnos$¢ proteolityczna
wobec takich substratéw biatkowych, jak: kazeina (Serva), zelatyna (Serva) i
hemoglobina (preparat przygotowany laboratoryjnie z krwi wotowej). Aktywno$¢
oznaczano spektrofotometrycznie po inkubacji, w temp. 35°C przez 1 h, substratu z
preparatem enzymatycznym w buforze fosforanowo-cytrynianowym [4, 12, 14]. W
przypadku obu szczepéw przeprowadzono rowniez oceng aktywnosci lipolitycznej w
teScie plytkowym wobec 1% tréjbutyryny, w ktérym okreslano S$rednicg stref
przejasnienia [7].

W drugim etapie badan, do dos$wiadczen wybrano preparat enzymatyczny
otrzymany ze szczepu PIl6a (uzasadnienie zawarto w rozdz. Wyniki i dyskusja).

Zastosowano 4 modelowe preparaty uzyskane w réznych warunkach hodowli
drozdzy i o r6znym stopniu oczyszczenia, wprowadzajac nastgpujace ich oznaczenia:
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e E1 - preparat enzymatyczny otrzymany z ptynéw pohodowlanych szczepu Pll6a
drozdzy Yarrowia lipolytica, hodowanego na podtozu z dodatkiem oleju, poddany
oczyszczaniu w AMICONIE (rozcienczony 30—krotnie),

Skéry wieprzowe
Pig skins

OZNACZENIA/ Determination
1.Sucha masa/ dry mass
2.Biatko ogdélne/ total protein
3.Kolagen ogdlny/ total collagen

Rozdrobnienie / Comminution Rozdrobnienie / Comminution
(9 3,0 mm) Paski/Stripes (1 cm X 5 cm)
4 4
WARIANT HYDROLIZY WARIANT HYDROLIZY
Variant of hydrolysis Variant of hydrolysis
A B C D E
PREPARAT ENZYMATYCZNY PREPARAT ENZYMATYCZNY
Enzymatic preparation Enzymatic preparation
E1; E2; E3; E4 E2; E3; E4

OZNACZENIA/Determination

Osad/ Sediment:

1. sucha masa/dry mass

2. biatko / protein

3. tluszcz / fat

Supernatant:

1. biatko / protein

2. wolne grupy aminowe / free amine groups
3. hydroksyprolina / hydroxyproline

Rys. 1. Schemat do$wiadczenia.
Fig. 1.  Flowchart of experiment‘s conduct.
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e E2 - preparat enzymatyczny otrzymany z ptynéw pohodowlanych szczepu Pll6a
drozdzy Yarrowia lipolytica, hodowanego na podtozu z dodatkiem oleju, poddany
wirowaniu przy 10000 obr./min (rozcieficzony 20—krotnie),

e E3 - preparat enzymatyczny otrzymany z ptynéw pohodowlanych szczepu Pll6a
drozdzy Yarrowia lipolytica, hodowanego na podlozu z dodatkiem glukozy,
poddany wirowaniu przy 10000 obr./min (rozcienczony 20—krotnie),

e E4 — mieszanina preparatéw enzymatycznych E2 i E3 (1:1).

Tak przygotowane preparaty poddano oznaczeniom aktywnos$ci w zakresie pH 3 -
8, w celu okreslenia optymalnych warunkéw dziatania oraz poréwnania aktywnosci
preparatéw rozniacych si¢ metoda podczyszczania.

Druga cz¢$¢ doswiadczenia dotyczyta oceny procesu hydrolizy enzymatyczno-
kwasowej skér wieprzowych o réznym stopniu rozdrobnienia. Materiat ten uzyskano z
partii bocznych skér §win rasy Pietrain i po oczyszczeniu z przylegajacej tkanki
ttuszczowej rozdrabniano w wilku laboratoryjnym lub krojono w paski o wymiarach 1 x
5 cm. W prébach skér oznaczano zawartos$¢: suchej masy [16], biatka ogétem [17] i
kolagenu [1]. Hydrolizg prowadzono z zastosowaniem ww. preparatéw enzymatycznych
w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH = 3,0 metoda zalewowa, zachowujac
proporcje preparatu enzymatycznego do skor jak 1:1. W tym etapie badan
przeprowadzono 5 wariantéw hydrolizy skér w 5 seriach, ktére oznaczono w nastgpujacy
sposéb:

e A - hydroliza skér rozdrobnionych w wilku laboratoryjnym (@ 3 mm) — 8 h w
temp. 20°C,

e B - hydroliza skér rozdrobnionych w wilku laboratoryjnym (@ 3 mm) — 8 h w
temp. 20°C, a nastgpnie przez 16 h w temp. 4°C,

e C - hydroliza skér rozdrobnionych w wilku laboratoryjnym (@ 3 mm) — 24 h w
temp. 4°C,

e D - hydroliza skér cietych w paski o wymiarach ok. 1x5 cm — 8 h w temp. 20°C,

e E - hydroliza skér cigtych w paski o wymiarach ok. 1x5 cm — 24 h w temp. 20°C.

Oceng efektywnos$ci degradacji enzymatyczno-kwasowej prowadzono w oparciu
o analiz¢ przyrostu zawarto$ci wolnej hydroksyproliny [1], wolnych grup aminowych
[11, 22] i zmian zawarto$ci bialka [13] w roztworach po hydrolizie oraz zmian
zawartosci suchej masy, biatka ogétem w skoérach po degradacji.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej stosujac dwuczynnikowa analiz¢
wariancji. Obliczen dokonano za pomoca programu STATISTICA 5.1.

Schemat uktadu do§wiadczenia przedstawiono na rys. 1.
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Wiyniki i dyskusja

Ocena aktywnosci preparatow enzymatycznych otrzymanych z hodowli drozdzy
Yarrowia lipolytica szczepow Pll6a i A—101

Aktywno$¢ proteolityczng preparatéw przedstawiono w tab. 1

W przypadku szczepu A-101, wyzsza aktywno$¢ wobec hemoglobiny wykazat
preparat uzyskany z ptynu pohodowlanego, w ktérym zrédlem wegla dla
drobnoustrojéw byt olej stonecznikowy. Osiagneta ona warto$é 54 j.a./cm® preparatu.
Natomiast preparat enzymatyczny pochodzacy z hodowli szczepu Pll6a
charakteryzowat si¢ duzo wyzsza aktywno$cig hydrolityczng wobec tego substratu.
Przy czym nalezy zaznaczy¢, ze zmiana zrodta wegla w podtozu hodowlanym miata
bardzo istotny wptyw na t¢ aktywno$¢, ktéra ksztaltowata si¢ na poziomie 72,0 j.a./cm’
w przypadku podioza PO i 194,0 j.a./cm’ przy zastosowaniu podtoza PG. Kazeina
natomiast okazata si¢ substratem, wobec ktérego wyzsza aktywnoscia cechowaty sig
preparaty enzymatyczne z hodowli na podiozu z dodatkiem oleju jako zrédta wegla. W
przypadku tego substratu réwniez aktywnos$¢ preparatu ze szczepu Pll6a byta wyzsza
(26 i 114 j.a/cm’ odpowiednio z hodowli na podtozu PG i PO) w stosunku do
aktywnosci preparatu pochodzacego z hodowli szczepu A-101, gdzie analogiczne
wartosci oznaczono na poziomie 6,65 i 42,0 j.a./cm’. W ptynach pohodowlanych obu
szczepoéw nie stwierdzono aktywnosci proteolitycznej wobec zelatyny w srodowisku o
pH=3,0, natomiast przy pH=6,0 preparaty wykazywaty niska aktywno$¢ wobec tego
biatka. Wiadomo, ze wszystkie enzymy nieswoiste dzialaja wylacznie na niehelikalne
konce tancuchéw czasteczek kolagenu, a dziatanie tych enzyméw dotyczy giéwnie
innych bialek towarzyszacych kolagenowi [2, 9, 15].

Tabela 1
Aktywno$¢ preparatéw enzymatycznych.
Activity of enzymatic preparations.
Rodzaj preparatu enzymatycznego
Type of enzymatic preparation
A-101 Pll6a
Substrat pH PG PO PG PO
Substrate [j.a./mg [j.a./mg [j.a./mg [j.a./mg

[j.a/em’]| biatka] |[j.a/cm’]| biatka] |[j.a./cm’]| biatka] |[j.a./cm’]| biatka]
[u.a‘/cm3] [u.a./mg [u‘a./cm‘?] [u.a./mg [u.a./cm3] [u.a./mg [u.a‘/cm3] [u.a./mg
protein] protein] protein] protein]

—

Hemoglobina
Hemoglobin
Kazeina | 6,0 | 6,65 8,87 42,00 31,16 26,00 12,11 114,00 | 113,21

30| 16,80 22,40 54,00 40,06 194,00 | 90,36 72,00 71,50
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Casein

Zelatyna | 3,0 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00 1,86 0,00 0,00
Gelatin 6,0 1,20 1,60 18,00 13,35 44,00 20,49 16,00 15,89
PG — podtoze hodowlane z glukoza / culture medium with glucose;
PO - podtoze hodowlane z olejem stonecznikowym / culture medium with oil.

W  teScie, w ktérym oceniano aktywnos$¢ lipolityczna  preparatéw
enzymatycznych, wykazano wyzsza efektywno$¢ preparatéw ze szczepu Pll6a, gdyz
obszary przejasnienia osiagnety Srednice w przedziatach 12—-15 mm, podczas gdy w
przypadku szczepu A101 tylko w granicach 4—6 mm.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze preparaty ze szczepu Pll6a
charakteryzowaty si¢ wyzsza aktywnoscia specyficzna wobec hemoglobiny i kazeiny
oraz wyzsza aktywnoscia lipolityczna niz preparaty enzymow uzyskane ze szczepu A—
101. Dlatego do przeprowadzenia hydrolizy skér wieprzowych w planowanym
doswiadczeniu wybrano preparat enzymatyczny otrzymany z ptynu pohodowlanego
szczepu Pll6a. Sporzadzone z niego modelowe preparaty enzymatyczne poddano
oznaczeniom aktywnos$ci w szerszym zakresie pH, a uzyskane wyniki przedstawiono w

tab. 2.
Tabela 2

Aktywno$¢ proteolityczna preparatow enzymatycznych otrzymanych ze szczepu Pll6a drozdzy Yarrowia
lipolytica.
Proteolytic activity of enzymatic preparations obtained from the PII6a strain of Yarrowia lipolytica yeast.

Rodzaj preparatu enzymatycznego
Type of enzymatic preparation

Substrat El E2 E3 E4
Substrate pH [j.a./mg [j.a./mg [j.a./mg [j.a./mg
[j.a/cm®] | biatka] |[j.a./cm’]| biatka] |[j.a./cm’]| biatka] |[j.a./cm’]| biatka]
[u.a./cm3] [u.a./mg [u.a./cm3] [u.a./mg [u.a./cm3] [u.a./mg [u.a./cm3] [u.a./mg
protein] protein] protein] protein]
Hemoglobina 3,0 2117 1570 2107 2092 1973 919 4517 1002
Hemoglobin 4,0 1233 915 - - - - 2167 481
5,0 783 581 - - - - 533 118
Kazeina 6,0 250 186 264 288 211 111 433 96
Casein 8.0 100 74 - - - - 300 63
Kolagen | 5 0 0,00 - - - - 0 0,00
Collagen

Aktywno$¢ specyficzna ocenianych preparatéw enzymatycznych wobec
hemoglobiny wzrastala wraz z obnizeniem pH S$rodowiska i najwyzsze wartosci
zanotowano przy pH = 3,0 w przypadku preparatu E1 i E2, czyli pochodzacych z
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hodowli drozdzy na podlozu z olejem. Kazeina réwniez okazata si¢ substratem
najbardziej podatnym na dziatanie enzyméw E1 i E2, podobnie przy obnizaniu pH ich
aktywno$¢ wzrastata. Ponadto potwierdzono brak aktywnosci hydrolitycznej wobec
zelatyny. Preparaty enzymatyczne z drozdzy hodowanych na podtozu z glukoza (PG)
zawieraly ponad dwukrotnie wigcej biatka enzymatycznego niz preparat uzyskany z
podtoza z olejem (PO), co potwierdza, ze organizmy te lepiej rosng w $rodowisku z
cukrami prostymi [24].

Ocena stopnia degradacji skor wieprzowych poddanych dziataniu preparatow
enzymatycznych

Wyniki oznaczen zawartosci biatka, wolnych grup aminowych i hydroksyproliny
w roztworach po hydrolizie przedstawiono w tab. 3.

Tabela 3
Charakterystyka roztworéw po hydrolizie skor wieprzowych.
Profiles of solutions after the hydrolysis of pigskins.
A. Po degradacji skor rozdrobnionych w wilku.
A. After comminuting pigskins in a grinder.
Wariant Rodzaj preparatu enzymatycznego
Zmienna zalezna hydrolizy Type of enzymatic preparation
Dependent variable|  Variant (?f El B B3 "
hydrolysis
Biatko ogdtem A 751,31a 606,90bc 620,9b 721,75a
Total protein B 648,71b 560,27cd 519,71cd 667,81ab
[nel C 422,33d 376,66d 513,16¢cd 462,80cd
Grupy aminowe A 32,92a 25,45b 26,79b 34,09a
Amine groups B 28,34b 28,06b 29,18ab 33,96a
[ng Gly] C 19,51¢ 20,40c 19,72¢ 19,57¢
Hydroksyprolina A 1,91d 2,37ab 2,54a 1,95¢cd
Hydroxyproline B 1,80d 2,13abc 2,46a 1,87d
[ng] C 2,18abc 2,34ab 2,47a 1,55e
B. Po degradacji skér pokrojonych w paski.
B. After the degradation of pigskins cut in strips.
Zmienna zalezna Wariant hydrolizy Rodzaj preparatu egzymatyczpego
Dependent variable | Variant of hydrolysis Type of enzymatic preparation
E2 E3 E4
Biatko ogétem D 99,16d 145,00¢ 152,03¢
Total protein
[pg] E 307,20b 294,20b 347,23a
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Grupy aminowe D 18,73 21,48d 25,28¢
Amine groups
[ug Gly] E 31,10b 32,88a 34,23a
Hydroksyprolina D 0,68de 0,72d 0,84b
Hydroxyproline
[ng] E 0,76¢ 0,78¢c 0,90a

Jednakowe litery dla kazdej zmiennej zaleznej oznaczaja grupy jednorodne dla zmiennych niezaleznych
(rodzaj preparatu enzymatycznego i wariant hydrolizy);

The same letters used with each individual dependant variable designate homogenous groups for
independent variables (type of enzymatic preparation and variant of hydrolysis).

Poréwnujac efektywnos$¢ degradacji skér poddanych dziataniu enzyméw
doswiadczalnych nalezy zauwazy¢, ze poziom przyrostu biatka i wolnych grup
aminowych w roztworach byl zawsze najintensywniejszy w przypadku zastosowania
enzymu EIl, czyli uzyskanego z hodowli na podlozu z olejem i oczyszczonego w
Amiconie. W nastgpnej kolejnosci wysoka aktywnoscia hydrolityczna wobec
doswiadczalnego surowca charakteryzowal si¢ enzym E4, bedacy mieszaning
preparatéw uzyskanych z hodowli na obu podtozach (PO i PG). Natomiast preparaty
E2 i E3 =zastosowane osobno degradowaly skoéry w mniejszym stopniu i na
poréwnywalnym poziomie. Odmiennie ksztattowata si¢ aktywno$¢ ocenianych
preparatow wobec biatek kolagenowych skér, gdzie preparaty E2 i E3 uwalniaty
najwigksza ilo$¢ hydroksyproliny. Oceniajac efektywnos$¢ przyjetych w tym etapie
badan wariantéw hydrolizy nalezy podkresli¢, ze degradacja skor wieprzowych
przebiegata najintensywniej podczas hydrolizy enzymatycznej prowadzonej w wyzszej
temperaturze (wariant A). Wydluzanie czasu trwania procesu poprzez prowadzenie
hydrolizy kwasowej (wariant B), jak réwniez wydtuzanie czasu hydrolizy
enzymatycznej przy jednoczesnym obnizeniu temperatury (wariant C), nie przyczynito
si¢ do wzrostu degradacji biatek skoér. Analiza statystyczna wynikéw dowiodta, ze
zréznicowane parametry procesu degradacji skor nie wplynely na aktywnosé
kolagenolityczna poszczegdlnych preparatow (E1, E2, E3, E4). Byla ona na zblizonym
poziomie w kazdym z wariantéw hydrolizy. Natomiast wykazano istotne réznice w
aktywnosci proteolitycznej preparatéw, wyrazonej iloscia przyrostow biatka i wolnych
grup aminowych w roztworach, przy zréznicowaniu warunkéw prowadzonego
procesu.

W zwiazku z brakiem oczekiwanej poprawy efektywnosci hydrolizy biatek skér
poprzez wprowadzenie hydrolizy kwasowej, w drugiej czgsci doswiadczenia, w ktdrej
surowiec rozdrobniono w paski 1 x 5 cm, zastosowano tylko hydroliz¢ enzymatyczna
prowadzong w temperaturze 20°C w ciagu 8 i 24 h. Wydtuzenie procesu przyniosto
oczekiwany, istotny  statystycznie, przyrost poziomu zawartosci  biatka,
hydroksyproliny i wolnych grup aminowych w roztworach. Ponadto nie stwierdzono
istotnych réznic w zdolnosciach hydrolitycznych poréwnywanych preparatow
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enzymatycznych, chociaz wyzsze warto$ci notowano przy zastosowaniu preparatow
E4 i E3 (tab. 3). Poziom degradacji biatek préb w tych wariantach hydrolizy (D i E)
byt istotnie nizszy niz w przypadku skor bardziej rozdrobnionych (warianty hydrolizy
A, B lub C).

Oznaczenia zawarto$ci biatka ogétem i kolagenu w skoérach pozostatych po
hydrolizie potwierdzity zmiany ilosci tych sktadnikéw wynikajace z przejscia do
roztworu (tab. 4).

Ekstrakcja biatek z surowca byla wynikiem nie tylko dziatania preparatu
enzymatycznego, ale rowniez buforu, w ktérym prowadzona byta hydroliza skér.
Wiadomo, ze zastosowanie kwaséw i buforéw pozwala na rozpuszczenie mniej
usieciowanych fragmentéw kolagenu, a stwierdzona niska aktywno$¢ kolagenolityczna
do$wiadczalnych preparatéw enzymatycznych wskazuje bardziej na wplyw
stosowanego buforu fosforanowo-cytrynianowego na ekstrakcj¢ hydroksyproliny z
surowca [2, 9, 21].

Tabela 4
Sktad chemiczny skér wieprzowych.
Chemical composition of pigskins.
. Preparat Skéry po hydrolizie
Skora .o .
Parametr enzymatyczn Pigskins after hydrolysis
surowa
Parameter y
Raw .
[%] L Enzymatic A B C D E
pigskin .
preparation
El 10,23 11,88 12,76 - -
Biatko 30.18 E2 10,89 11,67 11,10 22,31 21,99
Protein ’ E3 9,87 11,19 11,19 22,52 22,43
E4 10,06 11,47 11.47 22,87 22,22
El 6,57 7,63 8,25 - -
Kolagen 19.04 E2 7,31 7,75 7,44 15,81 15,65
Collagen ’ E3 6,66 7,18 7,75 15,97 15,48
E4 7,14 7,01 7,56 15,53 15,06
El 12,66 14,62 15,16 - -
Sucha masa 37.10 E2 13,58 14,51 14,63 33,25 32,96
Dry mass ’ E3 12,77 13,98 14,25 33,51 33,45
E4 12,89 14,23 14,98 33,48 33,45
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Whioski

1. Preparaty enzymatyczne otrzymane z ptyndéw pohodowlanych szczepu Pll6a
charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnoscia proteolityczna i lipolityczna od uzyskanych
ze szczepu A—101.

2. Aktywno$¢ kolagenolityczna doswiadczalnych preparatdw enzymatycznych jest
nieznaczna.

3. Najwyzsza aktywnos$¢ proteolityczna wobec bialek skor wieprzowych wykazuje
preparat enzymatyczny E4 bedacy mieszaning preparatéw otrzymanych ze szczepu
PII6a, z ktérych jeden wyhodowano na podtozu z glukoza (E3), a drugi na podtozu
z olejem stonecznikowym (E2).

4. Efektywno$¢ hydrolizy skér wieprzowych mozna istotnie poprawi¢ poprzez
technologiczne modyfikacje prowadzenia procesu (stopien rozdrobnienia surowca,
czas i temperatura).

Praca wykonana w ramach grantu KBN 5 PO6G 028 19.
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PROTEOLYTIC QUALITIES OF ENZYMATIC PREPARATIONS OBTAINED
FROM VARIOUS STRAINS OF THE YARROWIA LIPOLYTICA YEAST

Summary

The objective of the investigations was to compare the hydrolytic activity of enzymatic preparations
obtained from post-culture fluids of two yeast strains: Yarrowia lipolytica Pl16a and A-101, and to test the
possibility of using them in the hydrolysis of pigskins. The enzymatic preparations were obtained from the
yeast cultured in media with two different sources of carbon (oil or glucose). It was stated that the
collagenolytic activity of all enzymatic preparations investigated was low. Their proteolytic and lipolytic
activity was determined, and, on this basis, the preparations obtained from the Pll6a strain were selected
for the hydrolysis of pigskins. The efficiency of enzymatic hydrolysis of pigskins, expressed as an amount
of: released hydroxyproline, free amine groups, and protein, was the highest in the case of applying a
mixture of enzymatic preparations obtained from the cultures developed in the two media as indicated
above. Moreover, it was stated that the appropriate selection of the fitting process conditions (temperature,
pH, and raw material comminution) might significantly enhance the process efficiency. The results of the
investigations performed confirm that this inexpensive source of enzymes could be widely used for the
degradation of proteins in pigskins.

Key words: proteolytic enzymes, collagenolytic activity, enzymatic hydrolysis, pigskins



