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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb poprawy dojrzato$ci miesa marynowanych sledzi (marynat
zimnych ze $ledzia) potawianych w okresie zerowania z wykorzystaniem proteaz trawiennych. Sposob
mozna stosowacé dla sledzi battyckich jak i atlantyckich.

Polska jest jednym z najwiekszych producentéw marynat zimnych ze $ledzi w Europie. Duza
skala produkcji oraz obnizanie limitdw potowowych na Sledzia battyckiego i atlantyckiego sprawity, ze
w przemysle rybnym przetwarza sie sledzie potawiane przez caty rok. Niestety sledz battycki ztowiony
W sezonie zerowania (po tarle) posiada najstabsza przydatnosé technologiczna do produkcji zimnych
marynat rybnych. Jest to spowodowane niska zawarto$cia lipidow i niska aktywnoscig proteaz w tkan-
ce miesniowej (Kotakowski, E., Bortnowska, G., Lachowicz, K., 1993. Wptyw sezonu potowu na szyb-
kos¢ dojrzewania marynat ze $ledzia battyckiego. XXIV Sesja Naukowa KTiChZ PAN, Wroctaw, 36).

Prawidtowo dojrzate zimne marynaty ze $ledzia posiadaja bardzo miekka tkanke miesniowa
o charakterystycznym smaku. Za dojrzewanie marynat odpowiada wysoka aktywnosé kwasnych pro-
teaz (katepsyn). Niestety ich aktywnos¢ jest najmniejsza podczas Zzerowania $ledzia (Kotakowski, E.,
Bortnowska, G., Lachowicz, K., 1993. Wptyw sezonu potowu na szybko$¢ dojrzewania marynat ze
$ledzia battyckiego. XXIV Sesja Naukowa KTiChZ PAN, Wroctaw, 36). W tym okresie dominuje ak-
tywnosé proteaz przewodu pokarmowego, ktory jest wyrzucany podczas filetowania sledzi. Marynaty
wykonane ze sledzia ztowionego podczas zerowania posiadaja mniejsza zawartos¢ produktéw hydro-
lizy biatka (aminokwasy i peptydy), ktére nadaja typowy smak i zapach produktu (Sikorski Z., Kota-
kowski E. 2000. Endogenous Enzyme Activity and Seafood Quality: Influence of Chilling, Freezing,
and Other Environmental Factors in: Seafood enzymes Ed.: Haard, N.F. & Simpson). Substancje te
posiadaja takze aktywnosc¢ biologiczna, cenna dla zdrowia cztowieka, np. przeciwutleniajaca, regulu-
jaca cisnienie krwi, transportujaca mikroskfadniki itd. (Gildberg A. 2004. Enzymes and Bioactive Pepti-
des from Fish Waste Related to Fish Silage, Fish Feed and Fish Sauce Production. Journal of Aquatic
Food Product Technology, 13, 3—11). Mniejszy stopien proteolizy objawia sie takze bardziej twardg
i gumowata tekstura miesa typowa dla $ledzia surowego.

Na rynku brakuje handlowych preparatéw proteaz, ktére sa aktywne w kwasnym Srodowisku
marynat i mogtyby zastapié¢ lub uzupetnié niska aktywnosé katepsyn sledzi. Ze wzgledu na kwasno-
-stone srodowisko marynat zimnych, tzn. pH w zakresie 3,5—-4,5 oraz zawarto$¢ soli 2-5%, podczas
marynowania najbardziej aktywne sa katepsyny: B, D i L. Endoproteazy jakimi sa katepsyny D, B1, i L
sg odpowiedzialne za wzrost miekkosci miesni podczas dojrzewania. Egzoproteazy takie jak A, B2 i C
sa odpowiedzialne za tworzenie sie takich cech sensorycznych jak smak i zapach. Katepsyny dziataja
synergicznie dlatego tez pojedynczy enzym nie jest w stanie zastapi¢ catego kompleksu enzymow
odpowiedzialnego za dojrzewanie marynat rybnych. Enzymy przewodu pokarmowego takie jak tryp-
syna, chymotrypsyna oraz karboksypeptydazy A i B aktywne sa w srodowisku zasadowym i obojet-
nym. Dlatego enzymy te sa wykorzystywane tylko do tradycyjnego solenia $ledzi, a nie do produkc;ji
kwasnych marynat. Proteaza trawienna jaka jest trypsyna stanowi role podobna do katepsyny D. Za-
czyna dziata¢ jako pierwsza aktywujac inne enzymy trawienne. Ponadto nadtrawia sciany komérkowe
wnetrzno$ci powodujac zjawisko pekania brzuszkéw. Chymotrypsyna w rybach wystepuje w formie A
i B, ktére majg wysoka aktywnos¢ i niska tolerancje na temperature i pH (Zhou, L., Budge, S.M., Gha-
ly, A.E., Brooks, M.S., Dave, D., 2011 Extraction, Purification and Characterization of Fish Chymotryp-
sin: A Review. American Journal of Biochemistry and Biotechnology 7, 104—123). Karboksypeptydazy
i aminopeptydazy, podobnie do katepsyny B2, A i C, rozktadajg biatka do peptydéw i wolnych amino-
kwasow, czyli wptywaja na smak. Zauwazono, ze zastosowanie enzymow proteolitycznych z wnetrz-
nosci $ledzia pomogto w uwolnieniu katepsyn z mieéni oraz $ledziony i watroby (Siebert, G., 1958.
Aktivitat Eiweiss spaltender Enzyme in Fischen. Experientia 14, 65-66; McLay, R., 1980. Activities
of cathepsin A and D in cod muscle. Journal of the Science of Food and Agriculture, 31, 1050-1054).

Szymczak i Lepczynski (Szymczak, M., Lepczynski, A., 2016. Occurrence of aspartyl proteases
in brine after herring marinating. Food Chemistry, 194, 470-475) stwierdzili, ze w kapieli pozostatej po
marynowaniu sledzi wystepuja nie tylko aktywne katepsyny ale réwniez pepsyna, pochodzaca z prze-
wodu trawiennego sledzi. Wiadome jest, ze enzymy trawienne moga dyfundowaé do mieéni $ledzi
podczas sktadowania chtodniczego ryb (Mukundan, M.K., Antony, P.D., Nair, M.R., 1986. A Reviev on
Autolysis in Fish. Fisheries Research, 4, 259-269). Jednakze, ze wzgledu na zbyt duze réznice
w specyficznosci enzymow trawiennych, w poréwnaniu do katepsyn, dotychczas nie uwzgledniano ich
roli w dojrzewaniu marynat. Ponadto nieprawidtowe sktadowanie sledzi catych z przewodem pokar-
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mowym prowadzi do szybkiego zepsucia ryby. Sledz w okresie tarta mozna sktadowaé chtodniczo do
2 tygodni zas w okresie zerowania do 1 tygodnia.

Znane sa takZze metody nieenzymatyczne, ktére poprawiaja dojrzewanie marynat zimnych.
Naleza do nich mrozenie oraz wielokrotne mrozenie-rozmrazanie miesa $ledzi, ktére powoduje
uszkodzenia lizosomdéw i uwalnianie katepsyn (Szymczak M., Kaminski P., Felisiak K., Szymczak B.,
Dmytréw 1., Sawicki T. 2020. Effect of constant and fluctuating temperatures during frozen storage on
quality of marinated fillets from Atlantic and Baltic herrings (Clupea harengus). LWT — Food Science
and Technology, 133, 109961) (Sposdb zwigekszenia aktywnosci proteolitycznej w kapieli pozostatej
po marynowaniu sledzi, Szymczak M., nr prawa wytacznego P.415721). Fizyczne uszkodzenia struk-
tury miesni wynikaja z powstawania i zmiany wielkosci krysztatkéw lodu w zamrazanej zywnos$ci.

Problemem technicznym znanych rozwiazan jest brak wykorzystania proteaz trawiennych (zwa-
ne zasadowymi proteazami) w procesie marynowania zimnego $ledzi z uwagi na ich znikoma aktyw-
nos¢ w kwasnym srodowisku marynat. Rowniez dotychczas nie stosowano metody wstepnej enzyma-
tycznej obrobki filetéw z udziatem proteaz trawiennych lub innych preparatéw proteolitycznych przed
procesem zimnego marynowania do poprawy dojrzewania zimnych marynat ze $ledzi.

Sposéb poprawy dojrzato$ci miesa marynowanych $ledzi potawianych w okresie Zzerowania,
wedtug wynalazku, z wykorzystaniem proteaz trawiennych, charakteryzuje sie tym, Zze przed maryno-
waniem sktaduje sie chtodniczo $ledzia catego w wodzie z lodem lub w lodzie o temperaturze od 0
do 4°C przez czas od jednej do czternastu déb, nie dtuzej niz do rozpoczecia pekania brzuchow $le-
dzi. Sledzia catego sktaduje sie chtodniczo w mieszaninie wody z lodem wodnym zgodnie z metoda
CFW — Clean Fresh Water (Mallikage, M. 2001. The effect of different cooling system on quality of
pelagic species. (Final project). The United Nations University, Reykjavik, IS.). W sposobie mozna
stosowac tradycyjne lodowanie (ryba w lodzie), ale CFW umozliwia sktadowanie chtodnicze duze;j
masy $ledzi w basenie (1x1x1 metr) bez zgniatania Sledzi, z lepsza kontrola temperatury, bez ko-
niecznosci odcieku roztapiajacego lodu. CFW umozliwia dtuzsze sktadowanie w optymalnych warun-
kach niz lodowanie. Po sktadowaniu chtodniczym $ledzie sa filetowane i poddawane marynowaniu
zgodnie z witasna technologia marynowania $ledzi. W pierwszym wariancie przed sktadowaniem
chtodniczym $ledzia catego zamraza sie i sktaduje zamrazalniczo przez co najmniej dwie doby w tem-
peraturze nie wyzszej niz -20°C, nastepnie rozmraza sie $ledzia w temperaturze od 0 do 7°C. Sledzie
zamraza sie zgodnie z Rozporzadzeniem WE nr 853/2004, zat. lll, sek. VIIl. Rozdz. Ill D, pkt 1-2.
Sledzie rozmraza sie zgodnie z dowolng metoda. W innym wariancie po sktadowaniu chtodniczym
Sledzie filetuje sie, a nastepnie filety ze $ledzia zamraza sie i sktaduje zamrazalniczo przez co naj-
mniej dwie doby w temperaturze nie wyzszej -20°C, nastepnie rozmraza sie filety w temperaturze
0-7°C. Sledzie zamraza sie zgodnie z Rozporzadzeniem WE nr 853/2004, zat. IlI, sek. VIIl. Rozdz. Il D,
pkt 1-2. Sledzie rozmraza sie zgodnie z dowolng metoda.

Korzystnie $ledzie skltadowane chtodniczo maja stopien swiezosci odpowiadajacy ocenie QIM
w zakresie 9—-18 punktéw w skali 29 punktowej.

Zaleta rozwiazania wedtug wynalazku jest to, ze podczas sktadowania chtodniczego catego
Swiezego Sledzia nastepuje dyfuzja proteaz trawiennych z wnetrznoéci do miesni Sledzia. Enzymy
trawienne wykonuja wstepna proteolize biatek przed marynowaniem, uwalniaja katepsyny z lizoso-
mow i wspieraja je w procesie marynowania $ledzi, w tym battyckich. Marynaty otrzymane sposobem
wedtug wynalazku maja wieksza aktywnosé proteolityczna, wieksza zawartos¢ produktéw hydrolizy
biatka, ktére nadaja charakterystyczne cechy sensoryczne marynat. Sposéb nie wptywa negatywnie
na zanieczyszczenie mikrobiologiczne marynowanych filetéw sledzia. Sposdb wediug wynalazku
wskazuje jaki potrzebny jest czas sktadowania chtodniczego Sledzia aby uzyskac¢ pozytywny wptyw
proteaz trawiennych z przewodu pokarmowego na lepsze dojrzewanie marynowanych filetow sledzia.
W sposobie wykorzystuje sie pozytywny wptyw proteaz trawiennych z przewodu pokarmowego
na lepsze dojrzewanie marynowanych filetéw $ledzia, co jest mozZliwe dzieki zastosowaniu zamraza-
nia-rozmrazania $ledzi catych lub ich filetéw przed lub po sktadowaniu chtodniczym.

Sposéb wedtug wynalazku przedstawiono w przyktadzie wykonania oraz na rysunku, na ktérym
Fig. 1 przedstawia etapy produkcji marynat zimnych sposobem wedtug wynalazku, Fig. 2 przedstawia
aktywno$¢ proteaz trawiennych (Fig. 2A) chymotrypsyny, (Fig. 2B) trypsyny esterazowej, (Fig. 2C)
karboksypeptydazy A i (Fig. 2D) karboksypeptydazy B w marynatach wyprodukowanych ze $ledzia
sktadowanego chtodniczo od 0 do 5 déb z i bez mroznia, Fig. 3 przedstawia aktywnos¢ katepsyny B,
D i L w marynatach ze $ledzi wyprodukowanych ze $ledzia sktadowanego chtodniczo od 0 do 5 doéb
z i bez mroznia, Fig. 4 przedstawia zawartos¢ azotu niebiatkowego oraz frakcji tyrozyny i peptydow
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w marynatach wyprodukowanych ze $ledzia sktadowanego chtodniczo od 0 do 5 déb z i bez mroznia.
Na rysunku skréty oznaczaja: SCh — Sktadowany Chtodniczo, SCh+M — Sktadowany Chtodniczo +
Mrozone filety, M+SCh — Mrozony caty + Sktadowany Chtodniczo, 2°wyniki oznaczone ta sama matg
literg nie rdznig sie statystycznie wptywem czasu sktadowania chtodniczego; ABCwyniki oznaczone ta
sama duza litera nie réznia sie statystycznie wptywem metody utrwalania.

Przyktad
Sledzie ztowiono podczas sezonu zerowania i podzielono na 3 préby:

a) Skfadowane chtodniczo (SCh) — $ledzie cate umieszczono w szczelnie zamknietych
wiadrach z woda i lodem odpowiednio w stosunku 2:0,4:0,9 (m:m:m), ryby sktadowano
chtodniczo od 1 do 5 déb w temp. 0,8 £ 0,8°C, po czym filetowano i marynowano przez
7 déb w kapieli marynujgcej zawierajacej 5% kwasu octowego i 6% chlorku sodu
w temperaturze 7°C. Udziat masy filetéw do masy kapieli wynosit 1,0:1,5. Marynowanie
wykonano w szczelnie zamknietych wiaderkach.

b) Sktadowane chtodniczo + Mrozone filety (SCh+M) — $ledzie cate sktadowano chtodni-
czo tak jak SCh, a nastepnie filetowano i zamrozono w -20°C w workach z tworzywa
PE-PA i sktadowano zamrazalniczo 3 doby. Filety $ledzia w worku rozmrozono w wo-
dzie o temperaturze +10°C i marynowano w sposob opisany powyzej.

c) Mrozone w cato$ci + Sktadowane chtodniczo (M+SCh) — $ledzie cate zamrozono,
sktadowano zamrazalniczo i rozmrozono jak opisano powyzej. Nastepnie Sledzie cate
sktadowano chtodniczo od 1 do 5 dob, jak opisano powyze;j i filetowano. Filety poddano
marynowaniu jak opisano powyze;.

Stopien $wiezosci Sledzia przed i podczas sktadowania chtodniczego oceniono metoda Quality
Index Method (QIM) zgodnie z metoda (Nielsen D, Hyldig G. Influence of handling procedures and
biological factors on the QIM evaluation of whole herring (Clupea harengus L.) Food Res Int. 2004, 37,
975-983). Po marynowaniu z kazdej z trzech préb pobierano po 2 filety do badah mikrobiologicznych
zachowujac zasady aseptycznosci. Pozostate filety odciekaty na sicie przez 5 min. W odcieknietych
filetach wykonano ocene sensoryczna metoda Szymczak i in. (Szymczak M., Szymczak B., Koronkie-
wicz A., Felisiak K., Bednarek M. 2013. Effect of cover brine type on the quality of meat from herring
marinades. Journal of Food Science, 78, 4, 619-625). Pozostate filety odskérzono, zmielono kuchen-
na maszynka do mielenia miesa i w farszu wykonano oznaczenia biochemiczne:
Aktywnos¢ proteaz trawiennych
Aktywnos¢ proteaz oznaczono w ekstraktach miesa marynowanego $ledzia. Enzymy ekstraho-
wano z miesa buforem TrisHCI 150 mM o pH 7,8 (1:10; w:v), ekstrakt odwirowano (9000 g przez
10 min w 4°C) i w supernatancie oznaczono aktywnos$¢:
(i) esterazowa trypsyny w pH 8,2 wobec Noa-p-Tosyl-L arginine metyl ester hydrochlorida
(TAME) metodg Hummel (1959), 1 U zdefiniowano jako 1 uM zhydrolizowanego TAME
w 1 min przy 247 nm,
(i) chymotrypsyny w pH 7,8 wobec N-Benzoyl-L-tyrosine ethyl ester (BTEE) metodg, Hum-
mel (1959), 1 U zdefiniowano jako 1 uM zhydrolizowanego BTEE w 1 min przy 256 nm,
(iii)  karboksypeptydazy A w pH 7,5 wobec 4-Methoxyphenylazoformyl-Phe (AAFP) zgodnie
Zz Mock et al. (1996), 1 U zdefiniowano jako 1 uM AAFP zhydrolizowanej w 1 min, sto-
sujgc pomiar przy 350 nm,
(iv)  karboksypeptydazy B w pH 7,65 wobec Bz-Gly-Arg (BGA) metoda Folk et al. (1960).
1 U zdefiniowano jako 1 uM zhydrolozowanego BGA w 1 min, stosujac pomiar przy
254 nm.
Aktywnos¢ katepsyn
Aktywnos¢ katepsyn oznaczono w ekstraktach miesa marynowanego $ledzia zgodnie z metoda
Szymczak (Szymczak M. Sposéb zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kapieli pozostatej po
marynowaniu $ledzi, P.415721). Enzymy ekstrahowano z miesa wodg destylowana (1:5 m:v), a na-
stepnie ekstrakt odwirowano (9000 g przez 10 min w 4°C). W supernatancie zmierzono aktywnos$é
katepsyny D oraz katepsyn B i L, odpowiednio wobec substratow: Mca-GKPILFFRLK, (Dnp)-r-NH2
i Z-FR-MCA. Podczas reakgcji fluorescencje mierzono stosujac mikrokuwete za pomoca spektrofluory-
metru (Hitachi, F-7000, Tokio, Japonia) o dugosciach wzbudzenia i emisji odpowiednio przy 328 i 393
dla katepsyny D i 322 i 460 nm dla peptydaz cysteinowych. Aktywno$¢ katepsyn wyrazono w jednost-
kach fluorescencji (Flu).
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Zawartos¢ frakcji produktéw hydrolizy biatka
Zawartos¢ trzech frakcji azotowych oznaczono w ekstraktach z miesa przy koricowym stezeniu
kwasu trichlorooctowego rownym 5%:
e zawarto$¢ azotu niebiatkowego za pomoca metody Kjeldahla [AOAC. 1990. Official
Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists, 15th edition,
In K. Helrich (Ed.) AOAC, Arlington, p. 1298],

o zawartos¢ tyrozyna [PHB (A)] i peptydy [PHB (R)] zmodyfikowana metoda Lowry’'ego [Kota-
kowski E. 2005. Analysis of proteins, peptides, and amino acids in foods. In S. Otles (Ed.),
Methods of analysis of food components and additives (pp. 59-96). Boca Raton: CRC Tay-
lor & Francis].

Analiza mikrobiologiczna

Analize mikrobiologiczna wykonano dla filetdw marynowanego $ledzia. Przygotowanie prébek
do badarn wykonano zgodnie z norma (ISO 6887-1:2017-05 Przygotowanie probek do badan, zawiesi-
ny wyjéciowe;j i rozcienczenh dziesieciokrotnych do badarn mikrobiologicznych — Cze$¢ 1: Ogdlne zasa-
dy przygotowania zawiesiny wyjsciowej i rozcienczen dziesieciokrotnych). Wykonano oznaczenie:
ogolnej liczby bakterii psychrofilnych i mezofilnych zgodnie z norma (ISO 4833-1/2013 Microbiology
of the food chain — Horizontal method for the enumeration of microorganisms — Part 1: Colony count at
20 and 30 C by the pour plate technique), liczby drozdzy i ple$ni (ISO 21527-2:2009 Food and feed
microbiology — Horizontal method for the determination of yeast and mould counts — Part 2: Method
for counting colonies in products with water activity less than or equal to 0.95) oraz Enterobacteria-
ceae (ISO 21528-1:2017-08 Mikrobiologia taricucha zywno$ciowego — Horyzontalna metoda wykry-
wania i oznaczania liczby Enterobacteriaceae — Czes$¢ 1: Wykrywanie Enterobacteriaceae).

Uzyskane wyniki badan pokazaty, ze marynaty wykonane ze $ledzia nawet bez sktadowania
chtodniczego (czas 0) zawieraty aktywnosc¢ proteaz trawiennych (Fig. 2ABCD). Diuzszy czas sktado-
wania chtodniczego, szczegdlnie po 3-5 dobach, $ledzia catego $wiezego powodowat wzrost aktyw-
nosci proteaz trawiennych w marynowanym $ledziu (Fig. 2). W efekcie marynaty SCh miaty jedne
Z najwyzszych aktywnosci proteaz trawiennych ale dopiero po 4-5 dobach sktadowania chtodniczego
surowca. Dodanie obrébki mrozenia Sledzia catego spowodowato z jednej strony inaktywacje proteaz
(chymotrypsyny, trypsyny estereazowej oraz karboksypeptydazy A) oraz utatwito dyfuzje tych proteaz
z wnetrzno$ci do miesa $ledzia podczas sktadowania chtodniczego. W efekcie marynaty M+SCh miaty
najnizszg aktywno$¢ proteaz ze $ledzia sktadowanego 0 dob oraz wzrost aktywno$ci wraz z czasem
sktadowania chtodniczego surowca (Fig. 2). Marynaty przygotowane z filetéw $ledziowych poddanych
zamrazaniu/rozmrazaniu cechowaty sie duzymi réznicami w aktywnos$ci karboksypeptydazy A i B,
trypsyny esterazowej szczegdlnie w 2 i 4 dobie przechowywania (Fig. 2BD). Obecno$¢ proteaz tra-
wiennych w marynatach byta spowodowana dyfuzja tych enzyméw z przewodu pokarmowego do mie-
sa podczas sktadowania chtodniczego catego sSwiezego $ledzia. Wyniki pokazaty, ze dtuzszy czas
sktadowania chtodniczego zwykle sprzyjat dyfuzji proteaz trawiennych. Prawdopodobnie ze wzgledu
na warto$¢ pH aktywnos¢ proteaz trawiennych byta najwieksza podczas sktadowania chtodniczego,
za$ podczas marynowania aktywnos$é tych proteaz byta znacznie nizsza. Oznacza to, ze proteazy
trawienne wykonaty wstepna proteolize tkanki miesniowej sledzia, uwolnity czes¢ katepsyn z lizoso-
mow, przygotowaty substrat dla katepsyn gtéwnie podczas sktadowania chtodniczego oraz w mniej-
szym stopniu podczas marynowania. Dowodem na to sa wyniki aktywnosci katepsyn pokazane na
Fig. 3 oraz wyniki zawartosci produktéw hydrolizy biatka pokazane na Fig. 4.

Aktywnos¢ katepsyny D byta wieksza w marynatach zrobionych ze $ledzia diuzej sktadowanego
chtodniczo, szczegdinie zamrazanego przed sktadowaniem chtodniczym (Fig. 3A). W przypadku katep-
syny B aktywnos¢ byta wieksza tylko po zastosowaniu mrozenia przed sktadowaniem chtodniczym
(Fig. 3B). Badane metody sktadowania $ledzia nie miaty wptywu na wyzszg aktywnos¢ katepsyny L
w marynatach oprécz marynat M+SCh wykonanych ze $ledzia bez sktadowania chtodniczego (Fig. 3C).

Sktadowanie zamrazalnicze $ledzi moze obnizy¢é aktywnosé katepsyny B i L, ale dopiero
po przynajmniej 1-2 miesigcach w temp. ok. -18°C. Krétki czas zamrazania gtéwnie wptywa na uwal-
nianie katepsyn do przestrzeni miedzykomérkowej (Szymczak, M., Kaminski, P., Felisiak, K., Szym-
czak, B., Dmytrow, I., Sawicki, T. 2020. Effect of constant and fluctuating temperatures during frozen
storage on quality of marinated fillets from Atlantic and Baltic herrings (Clupea harengus). LWT — Food
Science and Technology, 133, 109961). Dlatego mozna przypuszczaé, ze wyzsza aktywno$¢ katep-
syn byta spowodowana przez (i) uwalnianie katepsyn z lizosomow przez proteazy trawienne i/lub (ii)
uszkodzenie lizosomow przez krysztaty lodu.
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Wysoka aktywnos$¢ proteaz trawiennych (Fig. 2) i jednoczesnie katepsyn (Fig. 3) w marynatach
ze $ledzia mrozonego w catosci i sktadowanego chtodniczo (M+SCh) przetozyta sie na najwieksza
zawarto$¢ azotu niebiatkowego (NPN) w tych marynatach do 3 doby sktadowania $ledzia (Fig. 4A).
Mniejsza zawarto§¢ NPN zawieraty marynaty ze $ledzi sktadowanego i mrozonego, a najmniejsza
zawarto$¢ NPN miaty marynaty ze $ledzi tylko sktadowanych chtodniczo. Po 3—4 dobach sktadowania
surowca zawartos¢ NPN w marynatach byta najnizsza, po czym zawarto$¢ NPN rosta do 5 doby skfa-
dowania. Wzrost NPN z czasem sktadowania wskazuje na wieksza aktywno$¢ proteaz w miesie ma-
rynat, zas spadek zawartosci NPN moze wskazywaé na dyfuzje tych zwiazkéw z miesa do kapieli,
ktéra jest intensywniejsza w $ledziu o wyzszym stopniu proteolizy biatka (Szymczak, M., Kotakow-
ski, E., 2012. Losses of nitrogen fractions from herring to brine during marinating. Food Chemistry,
132, 237-243). Poszczegdlne frakcje peptyddw i aminokwaséw wystepujace w NPN réwniez potwier-
dzajg pozytywny wptyw proteaz trawiennych na marynowanie $ledzia. W marynatach M+SCh, w kto-
rych stwierdzono najwiekszy wzrost aktywnosci endopeptydaz, réwniez stwierdzono najwieksza za-
warto$¢ frakcji peptyddw (Fig. 4B). Natomiast w marynatach SCh+M zawarto$¢ PHB(R) rosta tagod-
niej (Fig. 4B), co byto powigzane z mniejsza aktywnos$cia endopeptydaz (Fig. 2 i Fig. 3). W przypadku
frakcji aminokwasow [PHB(A)] réznice w zawarto$ci pomiedzy trzema metodami byty mniejsze niz dla
frakcji peptydoéw. Zawartosé PHB(A) w marynatach byta wieksza gdy $ledzia catego diuzej sktadowa-
no chtodniczo, jednak wzrost byt zauwazalny dopiero po 1-3 dobach sktadowania (Fig. 4C). Najwyz-
szg zawartos¢ frakcji aminokwasowych miaty marynaty ze sledzia mrozonego i do 3 doby sktadowania
chtodniczego surowca. Marynaty sporzadzone po 5 dobach sktadowania chtodniczego surowca nie
réznity sie istotnie zawartoscig PHB(A) bez wzgledu na metode sktadowania (Fig. 4C).

Podczas sktadowania chtodniczego Sledzia swiezego rosta wartos¢ oceny QIM od 9 punktow
w dobie 0 do 18,6 punktdw po 5 dobach sktadowania (Tabela 1), w skali 29 punktéw. Wraz z wyzszg
wartoscia QIM rosta warto$¢ oceny sensorycznej marynat SCh i SCh+M od 4,6 do 4,8-4,9 punkta, zas
w marynatach SCh+M od 4,1 do 4,4 tylko do 2 doby sktadowania surowca (Tabela 1). Od 1 do 3 doby
sktadowania Sledzia najwyzszg ocene sensoryczng otrzymaty marynaty SCh, za$ od 4 do 5 doby skta-
dowania otrzymaty marynaty SCh+M. Najnizszg ocene uzyskaty marynaty M+SCh, gdyz mrozenie spo-
wodowato denaturacje wrazliwych proteaz, przez co w proteolizie biatek Sledzia wiekszy udziat miata
chymotrypsyna. Ponadto dezintegracja struktury tkanki miesniowej biatek miesniowych $ledzia pod
wplywem mrozenia spowodowata nieréwnomierne wnikanie proteaz trawiennych i/lub uwalnianie katep-
syn. Mrozenie sprzyjato wysokiej aktywnosci chymotrypsyny, ktéra hydrolizuje wiazania peptydowe
z réznymi grupami karbonylowymi o-aminokwasow i atakuje wieksze niepolarne grupy aromatyczne
(tyrozyna, fenyloalanina, tryptofan), z ktérych powstaja gorzkie produkty hydrolizy biatek. Gorzki smak
PHB pochodzi od gorzkich peptyddw, a przede wszystkim od aminokwaséw hydrofobowych (fenyloala-
nina, tyrozyna, tryptofan, leucyna, walina i izoleucyna) utozonych na C-koncu peptydu (Umetsu, H.,
Ichishima, E., 1985. Mechanism of Digestion of Bitter Peptide from a Fish Protein Concentrate by Wheat
Carboxypeptidase. Nippon Shokuhin Kogyo Gakkaishi 32, (4), 281-287). Peptydy takie sg wielokrotnie
bardziej gorzkie niz pojedynczy aminokwas wystepujacy na koncu tego peptydu (Nishimura, T., Kato, H.,
1988. Taste of Free Amino and Peptides. Food Reviews International, 4(2), 175-194).

Wysoka aktywnos$¢ karboksypeptydaz A i B w marynatach SCh i SCh+M, w przeciwienstwie do
marynat M+SCh, wptyneta na polepszenie cech sensorycznych tych pierwszych. Wymienione karbok-
sypeptydazy odpowiadaja za usuwanie goryczki w zywnosci poprzez (i) wytwarzanie niskoczastecz-
kowych kwasnych peptydéw posiadajacych zdolnosé¢ maskowania gorzkiego smaku oraz (ii) przez
odciecie gorzkich aminokwasow od peptydéw wskutek czego smak gorzki obniza sie nawet kilkuset-
krotnie (Broncano, J.M., Timén, M.L., Parra, V., Andrés, A.l., Petron, M.J., 2011. Use of proteases to
improve oxidative stability of fermented sausages by increasing low molecural weight compounds with
antioxidation activity. Food Research International, 44 (9), 2655-2659; Kotakowski, E., 2005. Enzymy
i ich wykorzystanie w modyfikacji biatek zywnosciowych [w: Enzymatyczna modyfikacja sktadnikéw
zywnosci]. Red. E. Kotakowski, W. Bednarski, S. Bielecki. Wyd. Akademii Rolniczej w Szczecinie,
Szczecin 31-99). Zatem niska aktywnos$¢ karboksypeptydazy B w marynatach M+SCh mogta zdecy-
dowacé o nizszej ocenie sensorycznej (Tab. 1).

Wyniki badan mikrobiologicznych wykazaty, ze czas sktadowania chtodniczego oraz metoda
sktadowania nie wplynety na zwiekszenie zanieczyszczenia marynowanych filetdw przez bakterie
psychrofilny i mezofile, oraz drozdze i plesnie. Zanieczyszczenie tymi mikroorganizmami byto mniej-
sze niz 1 log(jtk/g) (Tabela 2). W badanych marynatach stwierdzono obecno$¢ Enterobacteriaceae,
ktére stanowia flore fizjologiczna przewodu pokarmowego $ledzi. Prawdopodobnie bakterie te dyfun-
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dowaty z wnetrznosci do miesa razem z materia przewodu pokarmowego, w podobny sposéb jak
przypadku proteaz trawiennych. Najwieksze zanieczyszczenie Enterobacteriaceae wynosito tylko
0,801 log(jtk/g) w marynatach zrobionych ze $ledzia bez sktadowania chtodniczego (czas 0 dni). Dtuz-
szy czas sktadowania chtodniczego obnizyt istotnie ilos¢ Enterobacteriaceae w marynatach nawet do
< 0,1 log(jtk/g). Zastosowanie mrozenia przed lub po sktadowaniu chtodniczym $ledzia spowodowato
redukcje liczebno$ci Enterobacteriaceae do poziomu ponizej 0,1 log(jtk/g). Nowa metoda produkciji
marynat nie miata zatem istotnie negatywnego wptywu na jakos$¢ mikrobiologiczna miesa marynat.
Tabela 1

Ocena QIM $ledzia calego podczas sktadowania chtodniczego oraz ocena
sensoryczna marynowanych filetéw stosujac rézne metody skladowania sledzia.

Meloda Czas Ocena QIM dla Sledzia Ocena sensoryczna
skladowania sktadowania calego podczas marynowanych
sledzia przed chlodniczego | skladowania chlodniczego filetow sledzia

marynowaniem (doby) (punkty) (punkty)
0 9.1 +0.6 4,61 +0,15
Skladowany L 131 i0’§ 3,69 £0 0?
chlodniczo 2 13.8 £0,5 4,78 t0,0;
(SCh) 3 14.8 20,5 4,76 =001
4 16,2 £0.5 4,79 0,03
S 18,6 +0.4 4.80 0,05
0 9.1 £0.6 4.61+0.15
Skfadowany 1 13,1 +0,5 4,67 0,10
chlodniczo 2 13.8 0,5 4,73 £0,03
+ 3 14,8 0.5 4,72 £0.07
Mrozone filcty 4 16,2 +0,5 4.83 +0,02
(SCh+M) B 18,6 0,4 4,92 £0,05
. 0 12,2 0,5 4,13 0,32
Mrozony caly 1 12.60.4 4,03 20.28
s dzwmv 2 142 £0.5 4.40 £0.31
chiodniczo 3 13,8 +0,4 4,24 028
(M+SCh) 4 14,3 +0.4 4,32 £021
5 14.2 0,4 4,27 +0,29

Tabela 2

Zanieczyszczenie mikrobiologiczne marynowanych filetéw ze $ledzia sktadowanego
przed marynowaniem od 0 do 5 déb trzeba metodami [log(jtk/g)].

Metoda ‘ Sk]aggsvsania Drozdzc1 | Enterobacteriace
sktadowania oy Psvchrofile | Mezofile . )
dedzia sledzia plesnie ae
{doba)

Skladowanie 0 <0,1 <0,1 <0,1 0.801

chlodnicze | 1 <0.1 <0.1 <0,1 0,739

(SCh) | 2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

3 <0,1 <0,1 <0,1 0,746

4 <0,1 <0.1 <0,1 <0.1

5 <0.1 <0,1 <0,1 <0,1

Skladowanie 0 <0,1 <0,1 <0,1 0.801

chlodnicze + 1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

mrozcnie | 2 <0.1 <0.1 <0,1 <0.1

(SCh+M) ! 3 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

4 <0.1 <0.1 <0,1 <0.1

S <0,1 <0,1 <0,1 <0.1

Mrozenie + 0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

sktadowanie 1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

chlodnicze 2 <0.1 <0.1 <0,1 <0.1

(M+SCh) 3 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

4 <0.1 <0.1 <0,1 <0.1

5 <0,1 <0.1 <0,1 <0.1
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Zastrzezenia patentowe

. Sposéb poprawy dojrzatosci miesa marynowanych sledzi potawianych w okresie Zerowania
z wykorzystaniem proteaz trawiennych, znamienny tym, ze przed marynowaniem sktaduje
sie chtodniczo $ledzia catego w lodzie lub w wodzie z lodem o temperaturze od 0 do 4°C
przez czas od 1 do 14 ddb, nie diuzej niz do rozpoczecia pekania brzuchéw $ledzi, przy
czym przed sktadowaniem chtodniczym $ledzia catego zamraza sie i sktaduje zamrazalniczo
przez co najmniej dwie doby w temperaturze nie wyzszej niz -20°C, nastepnie rozmraza sie
$ledzia w temperaturze 0—7°C lub po sktadowaniu chtodniczym filety ze $ledzia zamraza sie
i sktaduje zamrazalniczo przez co najmniej dwie doby w temperaturze nie wyzszej -20°C,
nastepnie rozmraza sie filety w temperaturze 0-7°C.

. Sposoéb poprawy dojrzatosci miesa marynowanych $ledzi wedtug zastrz. 1, znamienny tym,
ze Sledzie sktadowane chtodniczo maja stopien $wiezosci odpowiadajacy ocenie Quality
Index Method QIM w zakresie 9—18 punktéw w skali 29 punktowej.

Rysunki

Sledz caly

M+SCh

SCh MrozZenie, skiadowanie
zamrazalnicze 2 doby,
rozmrazanie 0-7°C

SCh+M

Skladowanie chiodnicze 1-14 dob, 0-4 °C

Filetowanie

Mrozenie,
sktadowanie
zamrazalnicze 2
doby, rozinrazanie

Marynowanie filetow §ledzia

Fig. 1
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