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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kgpieli pozostatej
po marynowaniu sledzi. Kgpiel taka moze by¢ wykorzystana ponownie np. do marynowania sledzi.

Marynaty sledziowe sg bardzo popularne w Europie oraz innych krajach na swiecie. Przemyst
rybny i miesny ma problemy z prawidtowym dojrzewaniem i jako$cig sensoryczng ryb marynowanych,
ryb solonych oraz produktow miesnych dojrzewajgcych. Dojrzewanie miesa oparte jest gtdwnie na pro-
teolizie biatek i skutkuje obnizeniem twardos$ci tekstury przy jednoczesnym wzroscie zawartosci produk-
téw hydrolizy biatka (PHB). Aby przyspieszy¢ dojrzewanie i poprawi¢ jako$¢ gotowych produktéw obec-
nie stosuje sie dodatek m.in. preparatow enzymatycznych pochodzenia zwierzecego, roslinnego, lecz
najczesciej mikrobiologicznego. Enzymy te sg niespecyficzne dla omawianego surowca, dlatego hydro-
lizujg biatka w sposob nie zapewniajgcy wiasciwej jakosci produktu, a ponadto mogg generowaé pep-
tydy powodujgce alergie. Dlatego przemyst poszukuje zrodto naturalnych enzyméw, jakimi sg katepsyny
wystepujgce naturalnie w duzych ilosciach np. w tkance miesniowej. Jednakze ze wzgledu na ograni-
czenia ilosciowe i cenowe tego typu surowca, preparaty katepsyn sg zbyt drogie, aby optacato sie je
stosowac w przemysle rybnym.

W publikacji Szymczak, M. & Kotakowski, E. (2012). Losses of nitrogen fractions from herring to
brine during marinating. Food Chemistry, 132(1), 237—-243 wykazano, ze podczas marynowania z miesa
Sledzi do kapieli dyfundujg o PHB. W publikacji Szymczak, M. & Lepczynski A. (2016). Occurrence of
aspartyl proteases in brine after herring marinating. Food Chemistry, 194, 470-475 wykazano, ze oprocz
PHB podczas marynowania z miesa $ledzi do kgpieli dyfundujg rowniez aktywne katepsyny w formie
rozpuszczonej. Straty katepsyn aspartylowych i cysteinowych obnizajg aktywnos¢ proteolityczng w doj-
rzewajgcym miesie, niekorzystnie zmieniajgc sktad ilosciowy i jakosciowy produktoéw hydrolizy biatka
w potprodukcie marynat oraz w gotowych marynatach.

Lizosomy sg to organelle zawierajgce liczne enzymy hydrolityczne, co zostato opisane w publi-
kacji Voet, D. and Voet, J.G. 1990 Biochemistry. John Wilej & Sons, New York. Katepsyna D, kwasna
fosfataza, B-glukuronidaza i B-N-acetyl-glukozaminidaza powszechnie uznawane sg za markery lizoso-
mow (Karvinen, V.P., Bamford, D.H., & Granroth, B. 1982. Changes in muscle subcellular fractions of
Baltic herring (Clupea harengus membras) during cold and frozen storage. J. Sci. Food Agric. 33: 763;
Ueno R., Liston J., & Horiguchi Y. 1986. Intracellular distribution of enzymes and particle properties of
lysosomes in mackerel muscle tissue. Bulletin of the Japanese Society of Scientific Fisheries, 52(5),
895-900). Z publikacji znane jest zwiekszanie aktywnosci proteolitycznej miesa poprzez jego tzw. po-
wolne zamrazanie-rozmrazanie, sonifikacje lub zastosowanie wysokiego ci$nienia (McGann, L.E.,
Yang, H.Y., Walterson M. (1988). Manifestations of cell damage after freezing and thawing. Cryobiology,
25(3):178-85; Weiss, J., Kristbergsson, K., and Kjartansson, G.T. (2011). Engineering food ingredients
with high-intensity ultrasound, In: Ultrasound Technologies for Food and Bioprocessing (Eds. H. Feng,
G.V. Barbosa-Canovas, J. Weiss), Springer Science, New York, 239-285).

Nieoczekiwanie okazato sig, ze w kapieli pozostatej po marynowaniu sledzi wystepujg nie tylko
rozpuszczone katepsyny, ale rowniez lizosomy, w ktérych obecne sg enzymy odpowiedzialne za doj-
rzewanie miesa, miedzy innymi katepsyna D, ktéra dominuje w ogdlnej aktywnosci proteolitycznej za-
réwno we frakcji rozpuszczonych biatek — enzymu oraz we frakcji lizosomalnej marynat. Enzym ten
rozpoczyna proces dojrzewania, decyduje o teksturze oraz produkuje peptydy bedgce substratami dla
innych proteaz.

Podczas badah zauwazono, Zze aktywnos$é¢ proteolityczng w kapieli mozna zwiekszy¢ poprzez
uszkodzenie bton lizosomoéw i uwolnienie enzyméw stosujgc rézne, dostepne powszechnie metody.

Pierwszy sposdb zwigkszenia aktywnosci proteolitycznej w kgpieli pozostatej po marynowaniu
Sledzi, wedlug wynalazku, charakteryzuje sie tym, ze kgpiel po usunieciu z niej tluszczu i zawiesiny
poddaje sie co najmniej raz tak zwanemu powolnemu zamrazaniu, a nastepnie rozmrazaniu tak, aby
utrzymacé tak zwang chtodniczg temperature (1-7°C) kgpieli. Powolne zamrazanie powinno odbywaé
sie w temperaturze nie nizszej niz -30°C, korzystnie w -18°C. Ttuszcz i zawiesine usuwa sie poprzez
wirowanie lub filtracje. Korzystnie po zamrazaniu-rozmrazaniu usuwa sie bakterie z kgpieli, na przyktad,
poddajac kgpiel mikrofiltraciji.

Drugi sposob zwiekszenia aktywno$ci proteolitycznej w kgpieli pozostatej po marynowaniu sledzi,
przez uszkodzenie bton wystepujacych w niej lizosomow charakteryzuje sie tym, ze kgpiel po usunieciu
z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie dziataniu ultradZzwiekéw o niskiej czestotliwosci i duzej mocy
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przez co najmniej 1-5 minut. Najwiekszg aktywnos¢ proteolityczng uzyskuje sie jesli po dziataniu ultra-
dzwiekami, kgpiel pozostawia sie przez co najmniej 1 godzine w temperaturze chtodniczej wynoszacej
1-7°C. Tluszcz i zawiesine usuwa sie poprzez wirowanie lub filtracje. Korzystnie z kgpieli po sonifikac;ji
usuwa sie bakterie na przyktad poddajgc kagpiel mikrofiltracii.

Jeszcze inny sposob zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kapieli pozostatej po marynowa-
niu sledzi, charakteryzuje sie tym, ze kgpiel po usunieciu z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie dziataniu
homogenizacji mechanicznej przez co najmniej 1 min., lecz nie dtuzej niz 2 min. Homogenizacje prowa-
dzi sie w temperaturze chtodniczej wynoszgcej 1-7°C. Tluszcz i zawiesine usuwa sie poprzez wirowanie
lub filtracje. Korzystnie po homogenizacji mechanicznej usuwa sie bakterie z kagpieli, na przyktad pod-
dajgc kagpiel mikrofiltracji.

Kolejny sposob zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kgpieli pozostatej po marynowaniu sle-
dzi, charakteryzuje sie tym, ze kagpiel po usunieciu z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie nanofiltrac;ji
na filtrach o tzw. zdolnosci rozdzielczej (cut-off) od 1 do 1000 kDa. Katepsyna D ma mase czgsteczkowg
ok. 40 kDa, za$ wszystkie katepsyny biorgce udziat w dojrzewaniu miesa charakteryzujg sie masg
w zakresie ok. 20—-200 kDa. Stosunkowo mata porowatosc¢ filtra wymaga zastosowania duzego cisnie-
nia, aby mozliwe byto przepchniecie cieczy przez filtr. Cisnienie to uszkadza btony lizosoméw uwalniajgc
enzymy, ktore przechodzg do permeatu lub zostajg w retentacje, w zaleznosci czy zastosowany cut-off
ma odpowiednio wiekszg lub mniejszg wartos¢ od masy czgsteczkowej enzymu. W przypadku retentatu
korzystnie po nanofiltracji usuwa sie bakterie z kapieli, na przyktad poddajac kgpiel mikrofiltracji, za$
w przypadku permeatu nie ma juz takiej potrzeby.

Aktywnosc¢ katepsyny D w kapieli pozostatej po marynowaniu mrozonych-rozmrazanych $ledzi
atlantyckich rosta do 180% wraz z iloscig cykli zamrazania-rozmrazania lub do 200% wraz z czasem
sonifikacji (Rysunek 1). Wzrost aktywnosci katepsyny D pod wptywem zamrazania-rozmrazania byt
istotnie mniejszy niz pod wptywem sonifikacji. W pierwszym przypadku aktywno$¢ rosta liniowo, zas
w drugim logarytmicznie. Trzy cykle zamrazania-rozmrazania odpowiadaty jednej minucie sonifikaciji.
Na wzrost aktywnosci katepsyny D miat rowniez wptyw czas wykonanego pomiaru aktywnosci po soni-
fikacji. Aktywnos¢ proteolityczna zmierzona w tych samych prébach godzine pdzniej byta istotnie wiek-
sza 0 20-30 punktéw procentowych. Wyniki pokazuja, ze wptyw sonifikacji i wielokrotnego zamrazania-
rozmrazania jest inny na uszkadzanie bton lizosoméw wystepujgcych w kapieli. Wyniki nasze pokazuja,
ze uwalnianie katepsyny D z lizosomow nastepuje réwniez podczas mechanicznej homogenizacji ka-
pieli. Jednak wzrost aktywnosci katepsyny D stwierdzono tylko podczas pierwszych 2 min. procesu. Po
3 min homogenizacji aktywnos¢ zaczeta male¢ i po 5 min. wynosita 2/3 aktywnosci préby kontrolne;.
Najprawdopodobniej wzrost aktywnosci byt skutkiem zaréwno mechanicznego uszkadzania lizosomow
oraz przez ultradzwieki powstajgce podczas szybko obracajgcego sie noza homogenizatora. Z kolei
spadek aktywnosci mozna wigza¢ z denaturacjg biatek — enzymu w wyniku intensywnie powstajgce;j
piany. W przypadku zastosowania nanofiltracji kapieli uzycie filtru o nizszym parametrze cut-off bardziej
przyczyniato sie do zwiekszenia aktywnosci katepsyny D. Najwigekszy wzrost aktywno$ci do 244% wy-
kazano w retentacje 10 kDa, a najmniejszy 120% w retentacje 100 kDa. Réznice te byty spowodowane
réwniez przechodzeniem enzymu do permeatu, najbardziej w przypadku filtra 100 kDa.

Sposdb wedtug wynalazku przedstawiony jest w przyktadach wykonania i na rysunku, na ktérym
na wykresie przedstawiono wptyw wielokrotnego zamrazania-rozmrazania i wptyw dziatania ultradzwie-
kéw oraz czasu homogenizacji na aktywno$¢ katepsyny D w kgpieli pozostatej po marynowaniu mrozo-
nych-rozmrozonych filetéw sledzia atlantyckiego.

Przyktad 1

Swieze oraz mrozone-rozmrazane filety ze $ledzia battyckiego i atlantyckiego poddano maryno-
waniu metodg klasyczng powszechng w przemysle rybnym. Po 7 dobach dojrzewania kgpiel oddzielono
od ryby i poddano jg wirowaniu przy 4°C i 10000 x g przez 10 min. Otrzymany supernatant kapieli
poddano dezintegracji lizosoméw poprzez cykl zamrazania i rozmrazania. W tym celu supernatant ka-
pieli w ilosci 100 ml w szczelnych woreczkach sktadowano 60 min. w temperaturze -18°C w celu zamro-
zenia, po czym rozmrazano 30 min. przy 4—7°C. Cykl zamrazania i rozmrazania powtarzano do pieciu
razy. Kapiel po wielokrotnym zamrazaniu-rozmrazaniu poddano analizie na aktywnosci katepsyny D
wobec specyficznego syntetycznego fluorogennego peptydu, zwanego dalej substratem. Aktywnos¢ ka-
tepsyny D+E i katepsyny E w prébach byta mierzona z i bez pepstatyny A wobec substratéw, odpowied-
nio: Mca-GKPILFFRLK(Dnp)-r-NH2 i Mca-GSPAFLAK(Dnp)-rNH2. Fluorescencje mierzono w spektro-
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fluorymetrze (Hitachi F7000, Japan) stosujgc wzbudzenie i emisje 328 i 393 nm. Aktywnos¢ katep-
syny D obliczano z réznicy D+E do E. Jedng jednostke aktywnosci proteazy zdefiniowano jako 1 nmol
MCA uwolniony z 1 ml préby w ciggu 1 min. przy 37°C.

Przed cyklem zamrazania-rozmrazania kapiel przesgczono przez filtry 2.7, 0.6 i 0.3 um i stwier-
dzono, ze charakteryzuje sie coraz mniejszg aktywnoscig katepsyny D pochodzenia lizosomalnego. Filtr
0.3 um obnizyt od 50 do 70% aktywnos¢ katepsyny D z lizosoméw. Z kolei w kapieli zamrazanej tzw.
metodg szybkg stosujgc -80°C nie wykazano wzrostu aktywnosci katepsyny D. Relatywng aktywnosé
katepsyny D [%] przedstawiono w tabeli 1 oraz na rysunku.

Tabela 1l
Kgpiel zamrazana-rozmrazana
Kapiel
Filety swieze Filety mrozone-rozmrazane
Kontrola 100 100
Supernatant 165.2 279.4
2.7 pm filtrat 149.1 2481
0.6 pum filtrat 131.8 206.9
0.3 um filtrat 125.6 194.6

Wielokrotne zamrazanie-rozmrazanie powodujg/powoduje mniejszy przyrost aktywnosci proteo-
litycznej w kapieli surowej (nieodwirowanej) niz w supernatancie, prawdopodobnie w wyniku fgczenia
sie biatek — enzymu z innymi biatkami, lipidami i innymi zwigzkami. Dlatego konieczne jest usunigcie
ttuszczu i zawiesiny przed dezintegracjg lizosomoéw czterema opisanymi metodami.

Przyktad 2

Sposob jak w przyktadzie pierwszym, z tym, ze kgpiel poddano dziataniu ultradzwiekéw o czesto-
tliwosci 20 kHz i moc 70 W przez 2 minuty przy 4-7°C. Relatywng aktywnos¢ katepsyny D [%] przed-
stawiono w tabeli 2 oraz na rysunku.

Tabela 2
Kgpiel sonifikowana
Kapiel
Filety mrozone-rozmrazane
Kontrola 100
Supernatant 286.5
2.7 pum filtrat 264.7
0.6 um filtrat 2529
0.3 pum filtrat 226.3

Przyktad 3

Sposdb jak w przyktadzie pierwszym, z tym, Zze supernatant kagpieli w ilosci 100 ml w naczyniu
szklanym poddano homogenizacji mechanicznej stosujgc homogenizator laboratoryjny przy predkosci
noza 24000 obrotéw/min. i 4—7°C. Wyniki badan przedstawiono na rysunku.
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Przyktad 4
Sposob jak w przyktadzie pierwszym z tym, ze supernatant kgpieli w ilosci 15 ml poddano nano-

filtracji stosujagc filtry wiréwkowe o cut-off 100, 30 i 10 kDa. Kgpiel zatezano przy 4000 x g w temperatu-
rze chtodniczej, uzyskujac 1/20 — 1/50 pierwotnej objetosci kapieli. Zastosowanie filira 100 kDa do fil-
trowania kgpieli spowodowato wzrost aktywnosci katepsyny D w poréwnaniu do préby kontrolnej, jednak
aktywnos¢ roziozyla sie pomiedzy retentatem a permeatem. Kiedy zastosowano filir o cut-off 30
i 10 kDa, czyli mniejszym od masy katepsyny D, to jej aktywnos¢ wzrosta najbardziej, i prawie w catosci
wystepowata tylko w retentacie. Relatywng aktywnosc¢ katepsyny D [%] przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Kapiel filtrowana przez nanofiltry
Kapiel
Filety mrozone-rozmrazane

Supernatant 100
100 kDa 120
Retentat 30kDa 200
10 kDa 244

100 kDa 60

Permeat 30 kDa 25

10 kDa 0

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb zwiekszenia aktywno$ci proteolitycznej w kgpieli pozostatej po marynowaniu $ledzi,
znamienny tym, ze kgpiel po usunieciu z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie co najmniej raz
powolnemu zamrazaniu oraz rozmrazaniu tak, aby utrzymaé chiodniczg temperature kapieli
wynoszacag 1-7°C.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze tluszcz i zawiesine usuwa sie przed zamraza-
niem poprzez wirowanie lub filtracje.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze z kapieli po zamrazaniu i rozmrazaniu usuwa
sie bakterie, poddajgc jg mikrofiltraciji.

4. Sposob zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kgpieli pozostatej po marynowaniu sledzi,
znamienny tym, ze kagpiel po usunieciu z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie dziataniu ultra-
dzwiekow o niskiej czestotliwosci i duzej mocy przez co najmniej 1-5 minut.

5. Sposéb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, Zze po dziataniu ultradZzwiekami kgpiel pozostawia
przez co najmniej 1 godzine w temperaturze chtodniczej wynoszacej 1-7°C.

6. Sposdb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze ttuszcz i zawiesine usuwa sie poprzez wirowa-
nie lub filtracje.

7. Sposéb wediug zastrz. 4, znamienny tym, ze z kgpieli po sonifikacji usuwa sie bakterie, pod-
dajgc jg mikrofiltraciji.

8. Sposdb zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kapieli pozostatej po marynowaniu sledzi,
znamienny tym, Ze kapiel po usunieciu z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie dziataniu ho-
mogenizacji mechanicznej przez co najmniej 1 min., lecz nie dtuzej niz 2 min.

9. Sposo6b wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze homogenizacje prowadzi sie w temperaturze
chtodniczej wynoszacej 1-7°C.
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Sposoéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze tluszcz i zawiesine usuwa sie poprzez wirowa-
nie lub filtracje.

Sposoéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze z kgpieli po homogenizacji mechanicznej usuwa
sie bakterie, poddajgc jg mikrofiltraciji.

Sposoéb zwiekszenia aktywnosci proteolitycznej w kagpieli pozostatej po marynowaniu sledzi,
znamienny tym, ze kapiel po usunieciu z niej ttuszczu i zawiesiny poddaje sie nanofiltracji na
filtrach o zdolnosci rozdzielczej (cut-off) od 1 do 1000 kDa, najkorzystniej nie mniejszej niz
200 kDa lub nie wiekszej niz 10 kDa.

Sposéb wedtug zastrz. 12, znamienny tym, ze nanofiltracje prowadzi sie w temperaturze
chtodniczej wynoszacej 1-7°C.

Rysunek
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