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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania surowego preparatu proteaz trawiennych
z ryb. Ze wzgledu na sktad i pochodzenie preparatu najlepszym jego zastosowaniem bedzie wspo-
maganie procesu dojrzewania ryb solonych i marynowanych, szczegdinie miesa $ledzia, ale row-
niez moze znalez¢é zastosowanie w przetwdrstwie innych gatunkdéw ryb oraz w tenderyzacji (zmiek-
czaniu) niskiej jakosci kulinarnej miesa zwierzat rzeznych.

W 2020 roku rynek enzymow na $wiecie miat wartosé 10,6 mid dolaréw, a szacuje sie, ze w 2027r.
wartos¢ tego rynku wzrosnie do 14,9 mid USD (Link 1: https://www.marketsandmarkets.com/Market-
Reports/enzyme-market-46202020.htm;

Szelwicka, A., 2020. Przemystowe zastosowanie enzyméw [w:] Interdyscyplinarne Badania
Miodych Naukowcoéw, (ed.) Bonek, M., Tanski, T., Turon, K., Kubik, A., Jagiela-Zajgc, A., 122—-135).
Enzymy znalazty szerokie zastosowanie w takich dziedzinach, jak przemyst spozywczy, medycyna,
przemyst farmaceutyczny, oczyszczanie $ciekow, czy tez kosmetologia (Castro-Cesefa, A.B.,
Sanchez-Saavedra, M. del P., Marquez-Rocha Centro, F.J., 2012. Characterisation and partial
purification of proteolytic enzymes from sardine by-products to obtain concentrated hydrolysates.
Food Chemistry, 135, 583-589). Najwickszym odbiorcg enzymow jest przemyst spozywczy, gdzie
wykorzystuje sie gtéwnie mikroorganizmy do wytwarzania suplementéw diety, dodatkéw do zywno-
Sci, w przemysle browarniczym, mleczarskim, warzywnym, owocowym, a takze w piekarnictwie i rol-
nictwie (Fernandes, P. 2016. Enzymes in fish and seafood processing. Frontiers in Bioengineering
Biotechnology, 4:59. DOI: 10.3389/fbioe.2016.00059). Gtéwnym zatozeniem w branzy enzymatycznej
jest dgzenie do (i) poprawy wtasciwosci uzytkowych i technologicznych enzymoéw, (ii) zwiekszenia
produkcji enzyméw i ich pozyskiwania, (iii) zmniejszenia kosztéw pozyskiwania, (iv) otrzymania i wyko-
rzystania nowych enzymoéw. Wiekszo$¢ preparatéw enzymatycznych dostepnych na rynku produko-
wanych jest przez mikroorganizmy, za$ najmniej pochodzi z surowcéw roslinnych i zwierzecych. Wy-
nika to z kosztéw produkcji oraz szybkiego rozwoju biotechnologii mikroorganizméw (Whitehurst, R.,
Van Oort, M. 2016. Enzymy w technologii spozywczej, Warszawa, PWN SA). Mimo to surowce roslin-
ne, a zwfaszcza zwierzece, pozostajg w zainteresowaniu przemystu, gdyz posiadajg cenne enzymy,
ktérych nie mozna jeszcze wyprodukowac¢ metodami biotechnologicznymi. Dlatego aktualnie dgzy sie
do pozyskiwania i wykorzystywania enzyméw z darmowych surowcéw ubocznych i odpadéw przemy-
stu spozywczego, ktore sg zrodiem enzyméw wyjgtkowo cennych ze wzgledéw technologicznych,
np. posiadajg wysokg aktywnos¢ i stabilno$¢ w niskich temperaturach, wysokg specyficznos¢ i dopa-
sowanie do wybranych surowcow zywnosciowych, maja wysokg aktywnos$¢ i stabilno$¢ w Srodowisku
typowym dla zywnosci (wysokie stezenie soli, niskie pH). Dlatego od wielu lat poszukiwane sg metody
pozyskiwania hydrolaz pochodzacych ze $rodowiska morskiego, ktérego przetwérstwo odznacza sie
jednym z najwiekszych ilosci surowcéw ubocznych (Daboor, S.M., Budge, S.M., Ghaly, A.E., Brooks,
S-L., Dave, D. 2010. Extraction and Purification of Collagenase Enzymes: A Critical Review. American
Journal of Biochemistry and Biotechnology 6 (4): 239-263). WnetrznoSci ryb, ktére sg bogatym zré-
dtem enzymow, zwykle sg utylizowane lub przerabiane na maczke do skarmiania zwierzat. Szczegol-
nie cenng i wykorzystywang grupg enzymow pozyskiwanych z wnetrznoéci ryb sg proteazy. Protea-
zy stanowig obecnie najwazniejszg grupe enzymow przemystowych, ktére wykorzystuje sie na $wie-
cie (Michail, M., Vasiliadou, M., Zotos, A. 2006. Partial purification and comparison of precipitation
techniques of proteolytic enzymes from trout (Salmo gair dnerii) heads. Food Chemistry, 97, 50-55).
Niestety uzyskanie odpowiedniej iloSci oczyszczonych enzymédw w skali przemystowej, ktére bedg
mozliwe do wykorzystania w innych procesach jest bardzo drogie, czasochtonne i wymaga specjali-
stycznego sprzetu, a zwiekszenie specyficznosci ekstraktédw enzymatycznych jest dodatkowo skom-
plikowane i generuje jeszcze wyzsze koszty.

Na Swiecie od stuleci wykorzystuje sie enzymy naturalnie wystepujgce (endogenne) w zywno-
Sci. W przemysle rybnym takim przyktadem jest tradycyjnie solony $ledz, ktérego proces dojrzewania
miesa odbywa sie w catosci z wnetrznoSciami (Olsen, S., Skara, T. 1997. Chemical changes during
ripening of north sea herring.. Luten, J.B., Borresen, T., Oehlenschlager, J. (Ed..), Seafood from
producer to consumer, integrated approach to quality, Elsevier Science, Amsterdam, The Netherlands,
pp. 305-317; Gildberg, A. 1993. Enzymic processing of marine raw materials. Process Biochemistry,
28(1), 1-15). Dtugi czas sktadowania Sledzia w soli pozwala na aktywowanie i dyfuzje proteaz tra-
wiennych z przewodu pokarmowego do miesni. W skutek aktywnosci enzyméw proteolitycznych do-
chodzi do proteolizy biatek mie$niowych na mniejsze biatka, peptydy i aminokwasy, co w konsekwen-
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cji nadaje miesu ryb charakterystyczne cechy sensoryczne dojrzatego miesa. Drugim przyktadem jest
marynowany $ledz, w ktérym za dojrzewanie miesa odpowiadajg endogenne proteazy miesniowe
nazywane katepsynami. Ze wzgledu na koszty produkcji tradycyjne metody solenia i marynowania
sg coraz rzadziej stosowane w przemys$le, co powoduje trudno$¢ z uzyskaniem dojrzatego miesa
w tych produktach. Dodatkowo ze wzgledu na zmiany klimatu i przetowienie przemyst rybny coraz
czesciej ma problemy z pozyskaniem wysokiej jakosci technologicznej surowca do produkcji marynat.
Sledzie maja nie tylko niekorzystny sktad lipidéw i biatek, ale réwniez obnizong aktywno$é katepsyn
miesniowych, co prowadzi do obnizonego tempa dojrzewania lub w skrajnych przypadkach $ledz nie
uzyskuje petnej dojrzatosSci miesa. Z tych powodéw przemyst rybny do produkcji $ledzi solonych stosu-
je dodatek preparatéw enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego, ktére majg inng specyficz-
no$¢ niz enzymy endogenne ryb i przez to nie umozliwiajg prawidtowego procesu dojrzewania miesa
ryb (Stefansson, G. 2013. Fish Processing; Traditional Processes, [w]: Enzymes in Food Processing,
[Ed.] Nagodawithana, T., Reed, G. Thierd edition, Academic Press, Inc. Harcourt Brace & Company,
Elsevier, 461464). W tym przypadku na Swiatowym rynku nie wystepujg proteazy, ktére mogtyby
choéby wspomagac dojrzewanie miesa w kwasno-stonym Srodowisku marynat.

W polskich zgtoszeniach patentowych P.438618 i P.441357 przedstawiono pozytywny wptyw
dyfuzji enzymow trawiennych z przewodu pokarmowego na poprawe dojrzewania i jakosci miesa Sle-
dzi zaréwno po sktadowaniu chtodniczym jak i po marynowaniu. Jednakze oba rozwigzania posiadajg
wady zwigzane ze zbyt dtugim czasem dyfuzji proteaz z wnetrznosci do miesa (wstepne przygotowa-
nie surowca) i/lub zbyt duzg dyfuzjg krwi z wnetrznosci do mie$ni. W skutek przedostawania sie he-
moglobiny do miesni, a nastepnie jej utleniania do oksymioglobiny i dezoksymioglobiny mieso marynat
nabiera niekorzystnej barwy miesa i gorzkiego smaku. Ponadto hemoglobina w dojrzewajgcych $le-
dziach sprzyja takze utlenianiu lipidéw (Andersen, E., Andersen, M.L., Baron, C.P., 2007.

Characterization of oxidative changes in salted herring (Clupea harengus) during ripening.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55, 9545-9553).

Wiekszos¢ enzyméw obecnych w uktadzie pokarmowym ryb wystepuje réwniez u zwierzat la-
dowych. Na rynku sg dostepne preparaty proteazy trawiennych, jak trypsyna pochodzenia mikrobiolo-
gicznego lub z odpadoéw przetwérstwa Swin. Niestety enzymy te, w porédwnaniu do rybich odpowiedni-
kow, wykazujg nizszg aktywnos$¢ przy tych samych podstawowych czynnikach technologicznych: tempe-
ratura, stezenie soli i wartosci pH (De-Vecchi, S.D., Coppes, Z. 1996. Marine fish digestive proteases —
relevance to food industry and the south-west Atlantic region — A Review. Journal of Food Biochemistry,
20(1), 193-214). Proteazy wystepujgce w rybach mozna podzieli¢ na aktywne w $rodowiskach kwa-
Snym, obojetnym i zasadowym (Haard, N. 1994. Seafoods chemistry, protein hydrolysis in seafoods,
[w] Processing Technology and Quality, [Ed.]: Shahidi, F., Botta, R. Blackie Academic & Professional,
Glasgow, 10-33.). Rowniez proteazy pochodzgce w obrebie r6znych organizméw wodnych rdéznig sie
wiadciwosciami fizycznymi i katalitycznymi (Han, X.Q., Shahidi, F. 1995. Extraction of harp seal gastric
proteases and their immobilization on chitin. Food Chemistry, 52, 71-76). Przede wszystkim enzymy
ryb morskich sg dostosowane do aktywnosci w nizszych temperaturach bytowania i wyzszym stezeniu
soli niz w przypadku ssakéw na lgdzie (Shahidi, F., Janak Kamil, Y.V.A. 2001. Enzymes from fish and
aquatic invertebrates and their application in the food industry. Trends in Food Sciences & Technology,
12: 435-464. DOI: 10.1016/S0924-2244(02)00021-3). Wedtug Simpson i in. (Simpson, B.K., Simpson,
M.V., Haard, N.F. 1989. On the mechanism of enzyme action: digestive proteases from selected marine
organisms. Biotechnology and Applied Biochemistry, 11, 226-234) enzymy trawienne ryb dziatajg
w taki sposéb, aby umozliwi¢ rybom optymalne wykorzystanie pokarmu w réznych temperaturach
Srodowiska. Cecha ta jest bardzo wazna dla przemystu spozywczego, gdyz zastosowanie proteaz
z ryb umozliwia prowadzenie szybkiego dojrzewania miesa w niskiej temperaturze chtodniczej, ktéra
ogranicza namnazanie sie mikroorganizméw. Ponadto zastosowanie niskich temperatur sprzyja
oszczednos$ci energii i chroni sktadniki odzywcze w zywnos$ci przed niekorzystnymi zmianami,
np. denaturacjg i utlenianiem. Pozwala to na zminimalizowanie niepozadanych reakcji ubocznych
(Haard, N.F. 1992. A review of proteolytic enzymes from marine organisms and their application
in the food industry. Journal of Aquatic Food Product Technology, 1(1), 17-35). Uktad pokarmowy ryb
sktada sie gtéwnie z zotadka, trzustki, jelit, watroby i wyrostkéw pylorycznych. W poszczeg6lnych od-
cinkach uktadu pokarmowego wystepuje wiele enzymoéw, a najbardziej poznanymi sg: pepsyna, tryp-
syna, chymotrypsyna, kolagenaza i karboksypeptydazy (Coppola, D., Lauritano, C., Palma Esposito,
F., Riccio, G., Rizzo, C., de Pascale, D. 2021. Fish waste: from problem to valuable resource. Marine
Drugs, 19, 116. DOI: 10.3390/md19020116). Pepsyna i proteazy pepsyno-podobne zlokalizowane
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sg na og6t w zotadku, wykazujg optymalng aktywnos$¢ w $rodowisku silnie kwasnym i majg wysoka
aktywno$é specyficzng. Dowodzi to wystepowanie tego enzymu w réznych optymalnych warto-
Sciach pH Srodowiska kwasnego (Gildberg, A., Raa, J. 1983. Purification and characterization
of pepsins from Arctic fish capelin (Mallotus villosus). Comparative Biochemistry and Physiology,
75A, 337-342). Z kolei trypsyna, chymotrypsyna, karboksypeptydazy i kolagenazy wystepujgce
w jelitach wykazujg wysokg aktywnos$¢ w Srodowisku obojetnym i zasadowym (Walsh, KA., Wilcox, P.E.
1970. Serine proteases, [w]: Methods in enzymology, [Ed.]: Perimann, G.E., Lorand, L., Academic Press,
New York, NY, 31-41) (Han, X. Q. 1993. Recovery of digestive enzymes from Atlantic cod (Gadus
morhua) and their utilization in food processing. MSc thesis, Memorial University of Newfoundland,
St. John's, NF, Canada).

Aby zbadaé lub zastosowaé enzymy z surowcoéw zwierzecych nalezy najpierw je wyizolowaé
z tkanki. Wielu autoréw dokfadnie opisuje metody ekstrakcji enzyméw stosowane w skali laboratoryj-
nej. Zazwyczaj stosowano ekstrakcje za pomocg buforéw tris-HCI, fosforanowych, acetonowych, bufo-
ru kakodylanowego, wodoroweglanu sodu lub chlorku sodu kierujgc sie wyfgcznie wysokg aktywno-
Scig specyficzng enzymu (czystoscig) i wydajnoscig izolacji. Po ekstrakcji najczesSciej stosowanymi
zabiegami sg: wirowanie w temperaturze chfodniczej, filtracja, ultrafiltracja, dodatek tiocyjanianu
sodu, azotku srebra, zwiekszenie stezenia chlorku sodu oraz zastosowanie zamrazania-rozmra-
zania (Chaijaroen, T., Thongruang, C. 2015. Extraction, characterization and activity of digestive
enzyme from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) viscera waste. International Food Research Journal
23(4), 1432-1438; Raghavan, S., Hultin, H.O. 2009. Effect of various antioxidants on the oxidative
stability of acid and alkali solubilized muscle protein isolates. Journal of Food Biochemistry, 33(2),
163-175; Marmon, S.K,, Liljelind, P., Undeland, |. 2009. Removal of lipids, dioxins, and polychlorinated
biphenyls during production of protein isolates from Baltic herring (Clupea harengus) using pH-shift
processes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57(17), 7819-7825. DOI: 10.1021/jf901266V.).
Ponadto wiekszo$¢ przeprowadzonych przez naukowcdéw badan opiera sie na ekstrakcji i oczyszcze-
niu pojedynczych enzymoéw, stosujgc w tym celu ekstrakty wodne, acetonowe, PEG, ultrafiltracje, siar-
czan amonu, liofilizacje, chromatografie powinowactwa, czy tez chromatografie jonowymienng. Przed-
stawione metody ekstrakcji sg stosowane niemal wytgcznie w warunkach laboratoryjnych, gdyz
sg skomplikowane, wieloetapowe, kosztowne, odpowiednie dla matych préb oraz wykorzystujg od-
czynniki, ktére majg dziatanie toksyczne lub trujgce dla cztowieka.

W przypadku konieczno$ci przeznaczenia enzymédw bezposrednio do spozycia (medyczne za-
stosowanie) lub w celu zastosowania do produkcji zywnos$ci najczesciej stosuje sie przemywa-
nie tkanki i ekstrakcje za pomocg wody, wytrgcanie izoelektryczne lub liofilizacje, jak w przypadku
odzyskiwania pepsyny ze Swinskich zotgdkéw (Jurado, E., Vicaria, .M., Lechuga, M., Moya-Ramirez,
I. 2012. Pepsin extraction process from swine wastes. Procedia Engineering, 42, 1469-1475. DOI:
10.1016/j.proeng.2012.07.526). Metoda ta generuje duze iloSci Sciekéw i stosuje drogg liofilizacje,
a efektem jest stezony preparat pepsyny. Produkowane sg réwniez sproszkowane narzady zawieraja-
ce enzymy trzustki, odwadnianie i usuwanie lipidéw z rozdrobnionych narzgdéw wykonuje sie za po-
mocg stezonego etanolu lub innymi rozpuszczalnikami szkodliwymi dla cztowieka, ktdre coraz cze-
Sciej sg zastepowane przez ultrafiltracje (EI Abboudi, M. 1999. Method for producing pancreatin which
contains low amounts of residual organic solvent and product thereof, United States Patent 5,861,291;
Dodge, T. 2016. Wytwarzanie enzymow przemystowych [w:] Enzymy w technologii spozywczej (Ed.):
Whitehurst R, Van Oort M., Warszawa, Panstwowe Wydawnictwo Naukowe SA).

Przetwarzanie $ledzi na produkty solone i marynowane ma takg zalete, ze zastosowane enzy-
my w tych procesach nie muszg by¢ doktadnie oczyszczone, gdyz wszelkie zanieczyszczenia krwig
ulegajg wyptukaniu do solanki podczas solenia i marynowania. Jednakze ograniczenie zawartosci
hemoglobiny w preparatach enzymoéw jest istotne dla jako$ci preparatu i jakosci gotowego produktu.
Barwniki hemowe uznaje sie za gtéwne proutleniacze znajdujgce sie w rybie. Obecnos$é krwi oraz jej
sktadnikéw pigmentowych moze mie¢ wptyw na przyspieszenie utleniania lipidow, wzrost drobnoustro-
jow oraz zmiane barwy produktu (Abdollahi, M., Marmon, S., Chaijan, M., Undeland, I. 2016. Tuning
the pH-shift protein-isolation method for maximum hemoglobin-removal from blood rich fish muscle.
Food Chemistry, 212, 213-224). Wazne jest aby jak najwiecej hemoglobiny zostato usuniete tak szyb-
ko jak jest to mozliwe. Dlatego osobnym problemem podczas pozyskiwania enzymoéw z tkanek zwie-
rzat jest duza zawarto§¢ hemoglobiny, ktéra przechodzi do ekstraktu i moze wptywaé niekorzystnie
w samych preparatach na stabilno$¢ enzymoéw, sprzyjaé utlenianiu lipidéw pozostatych po ekstrakcji
lub oddziatywac chemicznie i sensorycznie w zywnosci. Z tych powodow ekstrakty enzymoéw z tkanek
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zwierzgt probuje sie pozbawi¢ hemoglobiny stosujgc chromatograficzne metody, co znacznie podnosi
koszty. Dlatego wcigz poszukuje sie tansze i szybsze metody, ktére oparte sg na zjawisku wytrgcania
niepozadanych substancji z roztworu, za pomocg dodatku ré6znych substancji strgcajgcych (precypi-
tanty). Chaijan i in. (Chaijan, M., Benjakul, S., Visessanguan, W., Faustman, C. 2005. Changes
of pigments and color in sardine (Sardinella gibbosa) and mackerel (Rastrelliger kanagurta) muscle
during iced storage. Food Chemistry, 93(4), 607-617. DOI: 10.1016/j.foodchem.2004.10.035) w swo-
ich badaniach udowodnili, ze wraz ze wzrostem czasu przechowywania w lodzie i przy obnize-
niu pH zmniejsza sie skuteczno$é usuwania hemoglobiny i mioglobiny, ktére ulegajg samoutlenianiu.
Jak wskazuje Sajib i in. (Sajib, M., Wu, FL, Fristedt, R., Undeland, 1. 2021. Hemoglobin — mediated lipid
oxidation of herring filleting co-products during ensilaging and its inhibition by pre-incubation
in antioxidant solutions. Scientific Reports, 11:19492. DOI: 10.1038/s41598-021-98997-4) obnizenie
wartosci pH ma duzy wptyw na deoksygenacje hemoglobiny do jej utlenionych form w skutek czego
dochodzi do przyspieszenia utleniania lipidow. Dlatego wielu autoréw w celu poprawy jakosci konco-
wej izolowanych biatek uzywato: przeciwutleniaczy, kwasu cytrynowego, chlorku wapnia, czy tez eta-
nolu (Raghavan, S., Hultin, H. O. 2009. Effect of various antioxidants on the oxidative stability of acid
and alkali solubilized muscle protein isolates. Journal of Food Biochemistry, 33(2), 163-175. DOI:
10.1111/j.1745-4514.2008.00202.x.; Marmon, S. K., Liljelind, P., Undeland, I. 2009. Removal of lipids,
dioxins, and polychlorinated biphenyls during production of protein isolates from Baltic herring (Clupea
harengus) using pH-shift processes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57(17), 7819-7825.
DOI: 10.1021/jf901266v). Wiadomo réwniez, ze wraz ze wzrostem stezenia chlorku sodu obniza sie
rozpuszczalno$¢ hemoglobiny ryb — przy 50 mM NaCl rozpuszczalno$é Hb wynosi ponizej 50%,
a przy 500 mM wynosi ok. 10% (Kristinsson, Hordur G.; Hultin, Herbert O. (2004). Changes in Trout
Hemoglobin Conformations and Solubility after Exposure to Acid and Alkali pH. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 52(11), 3633-3643. DOI: 10.1021/jf034563g). Pomimo przedstawienia duzej
iloSci badan w literaturze naukowej, nie zbadano jeszcze wszystkich metod i nie osiggnieto optymal-
nych parametrow ekstrakcji enzyméw. Rzadkoscig jest stosowanie wiecej niz jednej substancji,
zwtaszcza w oddzielnych etapach otrzymywania preparatow.

Warto takze zauwazy¢, ze surowe preparaty enzymatyczne uzyskane z wnetrznosci ryb maja
zanieczyszczenia mikrobiologiczne, ktére mogg ograniczaé trwato$é i jakos¢ gotowych produk-
téw spozywczych. Kaminski i in. (Kamifnski, P., Szymczak, M., Szymczak, B. 2022. The effect
of previous storage condition on the diffusion and contribution of digestive proteases in the ripening
of marinated Baltic herring (Clupea harengus). LWT - Food Science and Technology, 165, 1-10. DOI:
10.1016/j.lwt.2022.113723; Kaminski, P., Szymczak, M., Szymczak, B. 2022. Effects of Primary
Processing and Pre-Salting of Baltic Herring on Contribution of Digestive Proteases in Marinating
Process. Applied Sciences, 12(21), 1-15. DOI: 10.3390/app122110877) pokazali w swoich pracach,
ze mikroflora wystepujgca we wnetrznosciach $Sledzia jest catkowicie eliminowana przez stezenie
kwasu octowego i soli stosowane podczas procesu marynowania. Dlatego surowy preparat enzyma-
tyczny po wytworzeniu powinien byé natychmiast wykorzystany w produkcji zywnosci, aby jego jako$¢
mikrobiologiczna oraz stabilno$é enzymatyczna nie ulegta pogorszeniu.

Badania Kaminskiego i innych wykazaty, ze enzymy trawienne mogg znalez¢é zastosowanie
do poprawy dojrzewania marynat Sledziowych produkowanych z ryb o obnizonej jakosSci technolo-
gicznej, tj. ryb potawianych podczas okresu zerowania, w ktérych aktywno$é endogennych enzy-
mow miesniowych jest najnizsza (Kaminski, P., Szymczak, M., Szymczak, B. 2022. The effect
of previous storage condition on the diffusion and contribution of digestive proteases in the ripening
of marinated Baltic herring (Clupea harengus). LWT - Food Science and Technology, 165, 1-10.
DOI: 10.1016/j.lwt.2022.113723; Kaminski, P., Szymczak, M., Szymczak, B. 2022. Effects of primary
processing and pre-salting of Baltic herring on contribution of digestive proteases in marinating
process. Applied Sciences, 12(21), 1-15. DOI: 10.3390/app122110877). Ponadto preparat taki mozna
zastosowaé do procesu solenia ryb i miesa zwierzat rzeznych Il i lll klasy kulinarnej. Preparat moze
by¢ stosowany réwniez do wstepnej (ptytkiej) proteolizy w celu zmiekczania miesa i ryb poddawanych
nastepnie obrébce termicznej.

Preparat enzyméw trawiennych mozna zastosowaé takze do poprawy dojrzewania marynat
zimnych wykonanych z ryb nieSledziowatych, takich jak fososiowate, karpiowate i dorszowate, ktére
w poréwnaniu do $ledzi majg wielokrotnie nizszg aktywno$¢ mieSniowych katepsyn i wymagajg dodat-
ku proteaz do prawidtowego przebiegu procesu proteolizy miesa w kwasno-stonych warunkach (Spo-
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s6éb marynowania ryb morskich i stodkowodnych opornych na marynowanie, Szymczak M., Felisiak
K., Szymczak B., Tokarczyk G., patent przyznany 23.11.2020, nr P.426641).

Problem techniczny znanych rozwigzan pozyskiwania proteaz trawiennych dotyczy gtéwnie sto-
sowania wielu etapdw oczyszczania, wielu r6znych metod, duzego ich skomplikowania i wysokich
kosztéw. Konieczno$¢ uzyskania wysoko oczyszczonych enzyméw jest zwigzane z konkretnymi wy-
maganiami aplikacji preparatow enzymoéw (np. medyczne, zywieniowe) oraz z mozliwoscig
ich wszechstronnego zastosowania. Wieloetapowe procesy pozwalajg uzyskaé oczyszczone enzymy
kosztem strat masy i aktywnos$ci enzymow na kazdym etapie oczyszczania.

Sposéb wytwarzania surowego preparatu proteaz trawiennych z ryb, wedtug wynalazku,
zwtaszcza Sledzia, z wykorzystaniem ekstrakcji enzyméw i chlorku sodu, charakteryzuje sie tym,
ze rozdrobnione przewody pokarmowe ryb miesza sie z 1-10% wag. wodnym roztworem etanolu
w proporcji 1 : 1-10 (masa, kg : objetos¢, L), mieszanine homogenizuje sie, a nastepnie oddziela
osad, przy czym przed dodaniem wodnego roztworu etanolu lub po oddzieleniu osadu po homogeni-
zacji dodaje sie NaCl do uzyskania jego koricowego stezenia co najmniej 3% wag., miesza sie, a na-
stepnie oddziela sie osad. W sposobie w pierwszym etapie nastepuje ekstrakcja, bez znaczenia
czy jest to etanol czy chlorek sodu, bo oba roztwory ekstrahujg enzymy. W drugim etapie nastepuje
precypitacja hemoglobiny, znowu bez znaczenia czy etanolem czy chlorkiem sodu (jezeli w pierwszym
etapie stosowano etanol to w drugim stosuje sie NaCl, natomiast jezeli w pierwszym etapie stosowano
NaCl to w drugim stosuje sie etanol), bo oba roztwory majg dziatanie synergistyczne i dziatajg ko-
rzystnie na wytrgcanie hemoglobiny. Po obu etapach uzyskuje sie surowy preparat proteaz trawien-
nych z ryb. W przypadku etanolu kocowe stezenie w roztworze korzystnie wynosi 8% wag., poniewaz
nizsze stezenie bedzie miato nizszy efekt synergistyczny z solg, za$ wyzsze stezenia etanolu beda
co raz bardziej sprzyja¢ denaturacji biatek enzyméw. Z kolei stezenie soli powinno wynosi¢ co naj-
mniej 3—6%, aby wystarczajgco silnie obnizy¢ rozpuszczalno$é hemoglobiny i zahamowaé namnaza-
nie sie mikroorganizméw. Stezenia etanolu i NaCl nalezy dobraé nie tylko ze wzgledu na oczekiwany
efekt ekstrakcji enzymow i strgcania hemoglobiny, ale réwniez ze wzgledu na metode pdzniejszego
zastosowania surowego preparatu enzymatycznego i wymagania dla gotowego produktu. Zwykle
wyzsze stezenia soli mozna tatwiej stosowaé dla metody nastrzyku preparatu, a nizsze podczas mo-
krego solankowania miesa. Roztwor etanolu najlepiej jest zastosowaé w pierwszym etapie, gdyz ufa-
twia on ekstrakcje enzymoéw, zas roztwor NaCl w drugim etapie, gdyz dziata synergistycznie z etano-
lem obnizajgc rozpuszczalno$é barwnikéw hemowych bez spadku aktywnosci proteaz przewodu po-
karmowego.

Korzystnie, w obu etapach, do oddzielania osadu stosuje sie filtracje swobodng lub wirowanie.

Korzystnie oba etapy prowadzi sie w temperaturze chtodnicze;.

Sposéb wedtug wynalazku pozwala na otrzymywanie surowego preparatu proteaz trawiennych
(SPP) z przewodbéw pokarmowych, zwiaszcza $ledzia battyckiego, o obnizonej zawarto$ci barwnikow
hemowych, przy zachowaniu jak najwyzszej aktywnoSci proteaz trawiennych. Sposdéb pozwala na
wykorzystanie jako podstawowego surowca wnetrznosci Sledzia, ktére stanowig odpad w przemysle
rybnym, co powoduje, ze koszt produkcji surowego preparatu enzymatycznego jest niski. Ponadto me-
toda produkcji jest szybka, gdyz sktada sie tylko z etapu rozdrabniania wnetrznosci, ekstrakcji, do ktérej
stosuje sie wode, chlorek sodu i etanol w matych stezeniach oraz oddzielania osadu od cieczy za pomo-
cg filtracji swobodnej lub wirowania. W metodzie nie stosuje sie substancji toksycznych, co do ktérych
przepisy dotyczace przetwarzania zywno$ci wprowadzajg zakaz ich uzycia lub normujg zawarto$¢.
Otrzymany surowy preparat proteaz jest wodnym roztworem, co umozliwia stosowanie dodatkéw innych
substancji niezbednych w technologii ryb solonych i marynowanych. Zaletg surowego preparatu enzy-
matycznego jest wystepowanie w nim wielu proteaz, przez co dziatajg one synergistycznie, a preparat
posiada szerokg specyficzno$¢ enzymatyczng wymagang do hydrolizy réznych biatek tkanki mieSniowe;j
(biatka miesSniowe i tkanki tgcznej). Preparat zawiera enzymy pochodzace z ryb, ktére dajg lepsze rezul-
taty dojrzewania miesa ryb niz stosujgc preparaty pochodzenia mikrobiologicznego.

Sposdb ekstrakcji enzymdw proteolitycznych z wnetrznosci Sledzi wedtug wynalazku wykorzy-
stujgc do ekstrakcji alkohol etylowy i dodatek NaCl charakteryzuje sie tym, ze do rozdrobnionych
wnetrznosci ryb dodaje sie wodny roztwor 8% etanolu i homogenizuje. Nastepnie przez 30 minut
tkanka ryb ulega uwodnieniu, po czym homogenat homogenizuje sie ponownie. Osad w homogenacie
oddziela sie za pomocg wirowania, a do otrzymanego supernatantu dodaje sie chlorek sodu do uzy-
skania 6% stezenia. Dodatek soli do etanolowego ekstraktu z wnetrznosci powoduje kilkukrotng re-
dukcje zawartosci barwnikow hemowych bez spadku aktywnosci proteaz przewodu pokarmowego.
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Whytragcone z roztworu barwniki hemowe sg oddzielane po 30 minutach dziatania soli stosujgc wirowa-
nie. Wszystkie etapy powinny by¢ wykonywane w temperaturze chtodniczej, ktéra poprawia stabilnos¢
proteaz i utrwala preparat.

Wynalazek oraz rozwigzania poréwnawcze sg przedstawione w przyktadzie wykonania, w tabe-
li 1, ktéra przedstawia rodzaje rozpuszczalnikéw i substancji precypitujgcych uzytych do otrzymywania
surowego preparatu proteaz z wnetrznoéci Sledzia oraz jego charakterystyka technologiczna, oraz
na rysunku, ktéry pokazuje schemat blokowy otrzymywania surowego preparatu proteaz z wnetrznosci
Sledzia.

Przyktad wykonania

Surowiec

Sledz battycki (Clupea harengus membras) zostat ztowiony w czerwcu 2021 roku (FAO 27I1id)
i przetransportowano go w polistyrenowych skrzynkach z lodem do laboratorium w ciggu 24 go-
dzin. Sledz miat 18,940,9 cm, mase 85,7+8,9 g, a masa wnetrzno$ci $ledzi wynosita 4,54+1,13 g.
Dojrzato$¢ pitciowa $ledzia w skali Maiera zostata oceniona na Il stadium. Dostarczonego S$le-
dzia oceniono za pomocg analizy QIM (Kaminski, P., Szymczak, M., Szymczak, B. 2022. The effect
of previous storage condition on the diffusion and contribution of digestive proteases in the ripening
of marinated Baltic herring (Clupea harengus). LWT - Food Science and Technology, 165, 1-10.
DOI: 10.1016/j.wt.2022.113723) jako $wiezego w ktorej zdobyt 6,8+0,4 punktu na 29 mozliwych
do uzyskania.

Otrzymanie surowego preparatu proteaz

Ryby patroszono recznie, wnetrznosci rozdzielano na gonady i ukfad trawienny. Nastepnie ze-
brane przewody pokarmowe $ledzi (zotgdek, dwunastnica i jelita, watroba, wyrostki pyloryczne) pod-
dano mechanicznemu rozdrobnieniu w temperaturze 2—-4°C stosujgc blender. Rozdrobnione wnetrz-
nosci w proporcji 1:5 (m:v) tgczono z rozpuszczalnikiem i homogenizowano dwukrotnie przez
30 sekundowej z 30 min. przerwg pomiedzy homogenizacjami (Rysunek). Do ekstrakcji enzyméw
uzyto cztery r6zne rozpuszczalniki: wode, 8% etanol, 6% roztwér soli kuchennej lub roztwoér 6% NaCl
i 5% kwasu octowego. Otrzymane cztery rézne homogenaty (proby) poddano wirowaniu przez 10 min
przy 9000 g i w 4°C. Do zdekantowanego supernatantu w zaleznosci od proby dodano rézng substan-
cje precypitujaca, ktorej koricowe stezenie w supernatancie podano w tabeli 1. Do precypitacji zasto-
sowano: NaCl 6%, kwas octowy 5%, NaCl 6% + kwas octowy 5%, etanol 8%, EDTA 10 mM, H202 1%,
kwas askorbinowy 57 mM. W sumie zbadano 21 réznych proéb otrzymywania surowego preparatu
proteaz (SPP) z wnetrznosci ryb. Probe kontrolng wykonano stosujgc wode do ekstrakcji oraz bez
dodatku substancji precypitujacej.

W otrzymanych SPP oznaczono aktywnos$¢ trypsyny, jako wskaznika aktywnosci proteoli-
tycznej, oraz zawarto$¢ hemoglobiny. Na podstawie wcze$niej przeprowadzonych badan wybrano
trypsyne jako enzym dajgcy najbardziej reprezentatywne wyniki aktywno$ci proteaz w surowych
ekstraktach z wnetrznoéci $ledzia (Kaminski, P., Szymczak, M., Szymczak, B. 2022. The effect
of previous storage condition on the diffusion and contribution of digestive proteases in the ripening
of marinated Baltic herring (Clupea harengus). LWT — Food Science and Technology, 165, 1-10.
DOI: 10.1016/j.lwt.2022.113723). Przed analizami SPP dodatkowo poddano wirowaniu przy 21000 g
przez 10 min. w 4°C. Aktywno$¢ trypsyny oznaczono metodg spektrofotometryczng wobec chromo-
gennego substratu N-benzoilo-DL-argininy (BApNA) zgodnie z metodg Erlanger i in. (Erlanger, B.F.,
Kokowsky, N., Cohen, W. 1961. The preparation and properties of two new chromogenie substrates
of trypsin. Archives of Biochemistry and Biophysics, 95, 271-278. DOI 10.1016/0003-9861(6)90145-x).
Zawarto$¢ hemoglobiny oznaczono spektrofotometrycznie mierzac absorbancje przy diugosci fali
540 nm (VAN Assendrr. Lr'r, O.W., Zulstra, W.G. 1975. Analytical Biochemistry, 69, 43).

Wyniki

Uzyskane wyniki badan pokazaty, ze stosujgc wode do ekstrakcji mozna uzyskaé 26,61 U ak-
tywnosci trypsyny w 1 ml surowego preparatu. Preparat ten (proba kontrolna) zawierat réwniez
2,06 U hemoglobiny (Tabela 1). Nastepnie do preparatu kontrolnego dodano rézne substancije pre-
cypitujace, co spowodowato zmiany zaréwno w aktywnos$ci trypsyny i zawarto$ci hemoglobiny. Do-
datek kwasu octowego z lub bez NaCl spowodowat silng redukcje zawarto$ci hemoglobiny, jednak
jednoczesnie catkowitg redukcje aktywnosci trypsyny, co wskazuje ze metoda ta nie jest odpowied-
nia. Kiedy do wodnego ekstraktu dodano etanol, EDTA, perhydrol (H202), lub kwas askorbinowy,
to zarbwno zawarto$¢ hemoglobiny i aktywno$¢ trypsyny nie ulegty znacznym zmianom (Tabela 1).
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Tylko dodatek NaCl do wodnego ekstraktu zwiekszyt aktywnos$é trypsyny do 31,46 U, jednak sama
s6l kuchenna nie spowodowata wytrgcania hemoglobiny w takich warunkach.

Drugim rodzajem rozpuszczalnika uzytym w badaniach do izolacji proteaz byt 8% etanol.
W poréwnaniu do wody etanol jako rozpuszczalnik zwiekszyt wydajno$é ekstrakcji z wnetrznosci
Sledzia zaréwno hemoglobiny i trypsyny (Tabela 1). Prawdopodobnie etanol obnizyt napiecie po-
wierzchniowe, przez co ufatwit dostep wody do biatek, oraz etanol jest lepszym rozpuszczalnikiem
dla hydrofobowych substancji. W efekcie SPP otrzymany tylko z uzyciem 8% etanolu miat gorsze
wtasciwosci technologiczne (iloraz aktywnosci trypsyny do zawarto$ci hemoglobiny) niz SPP otrzy-
many tylko z uzyciem wody. Zastosowanie kwasu octowego z lub bez NaCl jako precypitatu ponow-
nie dato niekorzystny efekt, gdyz obnizeniu ulegty jednocze$nie zawarto$é hemoglobiny i aktywnos$¢
trypsyny. Roéwniez dodatek EDTA i perhydrolu do SPP otrzymanego z 8% etanolem nie spowodo-
wato wytrgcenia sie hemoglobiny. Z kolei zastosowanie chlorku sodu w stezeniu 6% jako precypita-
tu spowodowato obnizenie zawarto$ci hemoglobiny z 2,96 U do 0,44 U, przy jednoczesnym wzro-
Scie aktywnosci trypsyny z 27,72 U do 33,93 U.

Trzecim rodzajem rozpuszczalnika uzytym do izolacji proteaz byt 6% roztwér chlorku sodu.
W poréwnaniu do wody i 8% etanolu wyniki pokazaty, ze 6% NaCl zwiekszyt wydajno$é ekstrakcii
trypsyny do 31,46 U i jednocze$nie ograniczyt ekstrakcje hemoglobiny do 1,93 U (Tabela 1). Chaijareon
i Thongruang (Chaijareon, T., Thongruang, C. 2015. Extraction, characterization and activity of digestive
enzyme from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) viscera waste. International Food Research Journal
23(4), 1432-1438) takze pokazali, ze ekstrakcja enzymoéw trawiennych z wnetrznos$ci Tilapi nilowej
solankg korzystnie zwiekszyta aktywno$¢ enzymatyczng oraz niekorzystnie zawarto$¢ catkowitg bial-
ka. Prawdopodobnie zastosowane przez nas 6% stezenie soli przyczynito sie do nasolenia-pecznienia
i rozpuszczenia jednych biatek oraz wysalania drugich, co byto zauwazalne odpowiednio jako wzrost
i obnizenie ekstrakcji biatek enzymoéw i hemoglobiny. Wedtug Murreya i in. (Murray, R.K., Granner,
D.K., Mayes, P.A., Rodwell, V.W. 2006. Biochemia Harpera. Wydawnictwo Lekarskie, Panstwowy
Zakfad Wydawnictw Lekarskich, Warszawa) jony chloru oddziatywajg na wode hydratacyjng biatek
hemoglobiny obnizajgc jej stabilno$é termiczng i przyczyniajgc sie do szybszej agregaciji tych biatek.
Zastosowanie w drugim etapie EDTA, etanolu lub perhydrolu do 6% ekstraktu enzyméw skutkowato
redukcjg zawarto$ci hemoglobiny w SPP, jednak tylko maksymalnie o potowe, przy jednoczesnym
obnizeniu aktywnosci trypsyny.

Czwartym uzytym w badaniach rozpuszczalnikiem byt roztwdr kwasu octowego i soli kuchenne;j.
Posiadat on bardzo dobre wtasciwosci obnizenia zawarto$ci hemoglobiny w ekstrakcie wnetrznosci
Sledzia, jednak jednoczes$nie hamowat prawie catkowicie aktywno$¢ proteolityczng w SPP (Tabela 1).
Zastosowanie pecypitantéw do czwartego rozpuszczalnika nie poprawito wynikow.

Wyniki pokazaty zatem, ze najlepszy udziat aktywnosci proteolitycznej do zawarto$ci hemo-
globiny (UAPH) 0,013 uzyskano stosujgc 8% etanol do ekstrakcji i 6% dodatek NaCl w rob precypi-
tanta (tabela 1). Metoda ta pozwolita uzyskaé 6 razy lepszg warto§é UAPH niz stosujgc czystg wode
(0,078). Kolejng niskg wartos¢ UAPH 0,039 uzyskano stosujgc 8% etanol do ekstrakcji enzyméw
i 5% dodatek kwasu octowego do precypitacji hemoglobiny. Jednakze powodem tak dobrego wyniku
byta bardzo niska zawarto§¢ hemoglobiny w tej probie 0,02 U, pomimo znacznego obnizenia aktyw-
nosci trypsyny. W nastepnej kolejnosci szczeg6lnie niskg wartos¢ UAPH 0,046 i 0,049 uzyskano
stosujac 6% NaCl do ekstrakcji enzymoéw z wnetrznosci oraz precypitant w postaci dodatku, odpo-
wiednio 8% etanolu i 1% H20:.

We wszystkich ekstraktach, w ktérych dodawany byt kwas octowy absorbancja hemoglobiny by-
fa niska, ale jednoczes$nie aktywno$¢ enzymu byta prawie catkowicie hamowana. Duze stezenie kwa-
su octowego obnizylo wartoS¢ pH, co przyczynito sie do inhibicji proteaz zasadowych (Kaminski,
P., Szymczak, M, Szymczak, B. 2022. Effects of Primary Processing and Pre-Salting of Baltic Herring
on Contribution of Digestive Proteases in Marinating Process. Applied Sciences, 12(21), 1-15. DOI:
10.3390/app122110877). We wszystkich prébach, w ktérych uzyto EDTA jako precypitant nie zauwa-
zono efektu chelatowania z hemoglobing i tgczenia sie barwnikow hemowych w wieksze agregaty,
ktére mozna wytracié z roztworu.
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Tabela 1

Dodatek precypitanta

Surowy preparat proteaz (SPP)

Rozpuszczalnik —
(koncowe stgzenic o . . | Noraz zawartosci
Lp. wivty do Zawartos¢ | Aklywnos¢ _
o substancji w . hemoglobiny do
ekstrakcji hemoglobiny | trypsyny aktvwhodci
. W
supernatancie) U] [U/ml| 3
trypsyny
woda (préba
1 brak 2,06 26,61 0,078
kontrolna)
2 woda ol (6%) 2,09 31,46 0,067
3 woda kwas octowy (5%) 0,08 0,72 0,107
NaCl (6%) 1 kwas
woda 0,08 0,0 -
octowy (5%)
5 woda ctanol (8%) 1,99 24.23 0,082
6 woda EDTA (10 mM) 2,06 26,94 0,076
7 woda H:0: (1%) 1,99 27.44 0,072
kwas askorbinowy (57
8 woda 2,36 29,34 0,080
mM)
9 ctanol (8%) brak 2.96 27,72 0,107
10 etanol (8%) sol (6%) 0,44 33,93 0.013
11 etanol (8%4) kwas octowy (5%) 0,02 0,61 0,039
12 etanol (8%) EDTA (10mM) 2,23 28.60 0,078
13 ctanol (8%) H,0; 2,83 31,93 0,089
NaCl (6%) i kwas
14 ctanol (8%) 0,06 0,0 -
octowy (5%)
_ | roztwoér NaCl
15 brak 1,93 31.46 0,061
(6%)
roztwor NaCl
16 EDTA (10mM) 2,12 26,65 0.080
(6%)
roztwor NaCl
17 ctanol (8%) 1,33 29,08 0,046
(6%)
roztwoér NaCl
18 H.0. (1%) 1,63 33,30 0,049
(6%)
6% NaCl1 5%
19 brak 0,41 0,40 1,021
kwas octowy
6% NaCli 5%
20 EDTA (10mM) 0,56 0,64 0.878
kwas octowy
6% NaCli 5%
21 H20: (1%) 0,35 0,35 1,008

kwas octowy
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Zastrzezenia patentowe

Sposob wytwarzania surowego preparatu proteaz trawiennych z ryb, zwlaszcza $ledzia,
z wykorzystaniem ekstrakcji enzyméw i chlorku sodu, znamienny tym, ze rozdrobnione prze-
wody pokarmowe ryb miesza sie z 1-10% wodnym roztworem etanolu w proporcji 1 : 1-10
(masa : objetos$c), mieszanine homogenizuje sie, a nastepnie oddziela osad, przy czym przed
dodaniem wodnego roztworu etanolu lub po oddzieleniu osadu po homogenizacji dodaje sie
NaCl do uzyskania jego koncowego stezenia co najmniej 3%, miesza sie, a nastepnie oddziela
sie osad, aby po obu etapach uzyskaé surowy preparat proteaz trawiennych z ryb.

Sposob wytwarzania surowego ekstraktu wedtug zastrz. 1, znamienny tym,, ze do oddzie-
lania osadu stosuje sie filtracje swobodng lub wirowanie.

Sposob wytwarzania surowego ekstraktu wediug zastrz. 1, znamienny tym,, ze oba etapy
prowadzi sie w temperaturze chtodniczej.
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