Postepy Nauk Rclniczych
NR 4/88

JOZEFA CHRZANOWSKA
Akademia Rolnicza we Wroctawiu
ANTONI POLANOWSKI
Uniwersytet im. B. Bieruta we Wroctawiu

PROTEINAZY WYKAZUJACE ZDOLNOSC KOAGULACIJI
KAZEINY MLEKA

Jednym z najstarszych przykladéw pozakomoérkowego wykorzystania
enzymo6w jest zastosowanie otrzymywanej z trawiencéw mlodych cielgt
chymozyny (podpuszczka, rennina EC 3.4.23.4) do koagulacji mleka przy
produkcji serow dojrzewajgcych. W technologii mleczarskiej operuje sie
nazwa podpuszczka i pod tym pojeciem rozumie sie techniczny preparat
enzymatyczny, zawierajgcy w przewadze enzym chymozyne i niewielkg
ilos¢ pepsyny. Wedlug Nelsona [82] w preparacie takim wystepuje 94%
chymozyny i 6% pepsyny.

Wzrastajgca ciggle produkcja seréw przy jednoczesnym ograniczeniu
uboju cielgt powoduje jednak poglebiajacy sie jej deficyt i stwarza ko-
nieczno$¢ stosowania enzymoéw zastepczych.

Pomimo iz enzymy wykazujace zdolnos¢ koagulacji mleka sg szeroko
rozpowszechnione zaréwno w $§wiecie roslin jak i zwierzat [109, 110,
111, 120] to nie wszystkie jednak s3 odpowiednimij substytutami podpusz-
czki. Najbardziej zblizone do niej wlasciwosci wykazujg nalezace do te]
samej grupy, roznego pochodzenia proteinazy aspartylowe (EC 3.4.23)
[40]. Enzymy te posiadaja identyczny aparat katalityczny zbudowany
przede wszystkim z dwoch reszt kwasu asparaginowego. Reszty te usytuo-
wane s3 w $rodkowej czesci , kieszeni” wigzgcej substrat w odleglosci je-
dnego wigzania wodorowego [127, 128, 129]. Z enzyméw pochodzenia zwie-
rzecego, bedacych substytutami podpuszezki, do celéw serowarskich naj-
czeSciej wykorzystuje sie pepsyne otrzymang z zolgdkow wieprzowych,
wolowych i kurzych [54]. Wéréd mikroorganizméw gléwnymi producen-
tami kwasnych chymozynopodobnych enzymoéw sg liczne gatunki grzy-
béw, szczegélnie z rodzaju Mucor, Rhizopus, Aspergillus i Penicillium
[109, 110, 111, 120]. Niekére proteinazy grzybowe jak proteinazg z Mucor
pusillus, z Mucor miehei i z Endothia parasitica mozna juz uwazacC za
uznane substytuty podpuszczki. Sa one dostepne w formie preparatow
koagulujgcych o réznych nazwach firmowych [111].

*Praca wykonana w ramach problemu CPBP 04.11/2.9 i CPBR 10—16/1.2.6
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Ostatnio obiecujgce wyniki w produkeji preparatéw koagulujacych
mleka uzyskano stosujac metody inzynierii genetycznej [115, 122]. Ho-
dowle mikroorganizméw transformowanych plazmidem, zawierajacym w
strukturze sekwencje nukleotydéow kodujgcych prochymozyne, pozwala-
ja na razie w skali mikro, na produkcje zdolnego do aktywacji zymogenu
nieroznigcego si¢ wlasciwosciami od chymozyny cielecej.

Enzym taki z dobrym skutkiem wykorzystano w eksperymentalne]
produkcji serow [42, 58].

Ogélna charakterystyka proteinaz aspartylowych

Zwierzece aspartylowe proteinazy pochodzenia zolagdkowego sg wy-
dzielane w formie nieaktywnych prekursoré6w-zymogenéw, ktérych ilosé

zalezy od gatunku zwierzat. Asato i Rand [5] wykazali w soku zolgdko-
- wym cielat obecno$é czterech zymogenéw reninny. Taks samg ilosé zy-
mogenow pepsyny stwierdzono w soku zolgdkowym $win i starszych
przezuwaczy, natomiast u kur wykazano az pie¢ pepsynogenéw [40].
Kazdy zymogen jest prekursorem innego enzymu [4, 40]. Jego aktywa-
cji odbywajacej sie na drodze autokatalizy, przyspieszanej obecnoscig
jonéw wodorowych, towarzyszy odszczepienie N-koncowego fragmentu
lancucha polipeptydowego [33].

Mikrobiologiczne proteinazy sg to najczeSciej enzymy pozakomoérko-
we, ktére w przeciwienstwie do zwierzecych enzyméw koagulujgcych sg
syntetyzowane w formie aktywnej, ale podobnie do nich wykazujg réow-
niez znaczng heterogennos¢ [40]. Aspartylowe proteinazy, niezaleznie od
zrodla pochodzenia, zbudowane sg z ok. 320 reszt aminokwasowych i po-
siadajg zblizong mase czgsteczoky (30—40 kDa) [40, 129]. Niektore z nich
jak proteinazy z M. pusillus i z M. miehei [28, 91, 118] a takze z Fusarium
“moniliforme [59] zawierajag w czasteczce reszty cukrowe. Charakterys-
tyczng cechg aspartylowych proteinaz jest niewielka zawarto$¢ amino-
kwaséw zasadowych a wysoka aminokwaséw kwasnych, co decyduje o ich
niskim punkcie izoelektrycznym [67]. Dla pepsyny wieprzowej wynosi
on ok. 1,0, dla renniny — 4,6, dla proteinazy z Endothia parasitica —
5,5 z Fusarium moniliforme 4,9 [59], a dla proteinaz z M. pusillus i z
M. miehei odpowednio 3,7 i 4,2 [109]. Optymalne dzialanie tych proteinaz
wobec réznych substratéw jest w pH 1,5—5,0 [40]. W wyzszych PH ule-
gaja one szybko inaktywacji, np. pepsyna wieprzowa [37] i proteinaza
z Fusarium moniliforme [59] juz w pH ok. 6,0 [37], rennina w pH ok. 7,0
[31], proteinaza z Endothia parasitica — 6,5 [139], z M. miehei — 6,7
[1], a pepsyna kurza przy pH 8,0 [9]. W centrum aktywnym tych pro-
teinoz znajdujg sie dwie reszty kwasu asparaginowego, z ktérych jedna
wystepuje w formie niezjonizowanej [127, 128, 129]. Obok nich, w nie-
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ktérych proteinazach takich jak chymozyna [44] i proteinaza z M. pusillus
[2, 29, 30] wazng role w aktywnosci katalitycznej odgrywa réwniez his-
tydyna. Fotooksydacja tego aminokwasu blekitem metylenowym powo-
duje utrate ich aktywnosci enzymatycznej. Etoh i wsp. [30] sugerujg, ze
obecnos¢ histydyny w centrum aktywnym moze by¢ cechg charakterys-
tyczng dla typowych enzymoéw koagulujacych. Wszystkie aspartylowe
proteinazy w wyniku chemicznej modyfikacji estrem metylowym dwu-
azocetylo-DL-norleucyny (DAN) lub 1,2-epoxy-3(p-nitrofenoxy)propanem
(EPNP) ulegaja inaktywacji wskutek estryfikacji grup karboksylowych,
peligcych funkcje katalityczng [11, 72, 124, 125]. W pepsynie w reakcji
z DAN ulega zablokowaniu reszta kwasu asparaginowego, znajdujgca si¢
w pozycji 215, a w reakeji z EPNP w pozycji 32 [127, 129].

Specyficznym inhibitorem aspartylowych proteinaz jest takze pepsta-
tyna — pentaptyd syntetyzowany przez bakterie nalezagce do promie-
niowcow z rodzaju Streptomyces [123, 124, 127, 64]. Proteinazy te nie
sa natomiast wrazliwe na dzialanie czynnikéw blokujgcych grupy surfhy-
drylowe i zwigzkow chelatujgcych jony metali oraz dwuizopropylofluoro-
fosforanu (DFP) [67]. Obok podobnego mechanizmu dzialania, proteinazy
aspartylojwe wykazujg réwniez zblizong budowe chemiczng nawet wow-
czas, gdy pochodzg z gatunkéw bardzo odlegtych filogenetycznie. Porow-
nanie pepsyny z proteinazg z Penicillium janthinellum (penicillopepsyna)
wykazalo w ok. 32% homologiczng strukture [48]. Duze podobienstwo w
strukturze pierwszorzedowej, szczegblnie N-koncowego fragmentu lan-
cucha polipeptydowego stwierdzono réwniez pomiedzy proteinazg z M.
miehei i chymozyna. Sposréd 122 aminokwasow, 49 znajdowalo si¢ w iden-
tycznych pozycjach w obydwu enzymach [8]. Natomiast w chymozynie
i penicillopepsynie wykazano 78 identycznie zlokalizowanych reszt amino-
kwasowych, a w chymozynie i pepsynie az 189 [32].

Szczegdlnie godng podkreslenia jest homologia w sekwencji amino-
kwaséw wokol reaktywnych reszt aspartylowych w centrum aktywnym
(tab.) [12, 79].

Identyczna topologia wielu aminokwaséw w czasteczkach tych enzy-
méw prawdopodobnie, determinuje tez podobienstwo  w przestrzennym
uksztaltowaniu ich tancuchéw polipeptydowych [32]. Dotychczas poznano
strukture przestrzenng pepsyny, penicillopepsyny, proteinazy z Rhizopus
chinensis i z Endothia parasitica. Strukture te przedstawiono schematycz-
nie na przykladzie penicillopepsyny na rysunku 1. Stwierdzono, ze lan-
cuch polipeptydowy tych enzyméw wystepuje glownie w konfrontacji B.
N i C-koncowe fragmenty enzymu tworza dwie oddzielne domeny, a w ich
hydrofobowej ,kieszeni” usytuowane jest centrum aktywne [23, 32, 33].
Wedlug Tanga i wsp. [128, 129] homologiczna struktura aspartylowych
proteinaz zaréwno pochodzenia mikrobiologicznego jak i zwierzecego po-
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Tabela

Sekwencja aminokwaséw wokét reaktywnych reszt aspartylowych w centrum

aktywnym niektérych proteinaz aspartylowych (79)

r

| Sekwencja wokoél reszty Sekwencja wokot reszty

Enzymy i aspartylowej reagujacej aspartylowej reagujacej
z DAN z EPNP

Rennina Asp-Tre-Gly-Tre-Ser-Lys-Leu Asp-Tre-Gly-Ser-Ser
Pepsyna Ileu-Val-Asp-Tre-Gly-Tre-

-Ser-Leu Asp-Tre-Gly-Ser-Ser-Asn
Penicillopepsyna Ileu-Val-Asp-Tre-Gly-Tre-

-Tre-Leu Asp-Tre-Gly-Ser-Ser
Proteinaza z Rh.
chinensis Asp-Tre-Gly-Tre-Tre-Leu Asp-Tre-Gly-Ser-Ser-Asp

Rys. 1. Konformacja lancucha polipeptydowego penicillopepsyny [23].

zwala przypuszciaé, ze wywodzg sie one od jednego ,praenzymu” zlo-
zonego z ok. 150 aminokwaséw, ktérego rozwdj ewolucyjny odbywal sieg
poprzez duplikacje i fuzje kodujgcego go ,,pragenu”.

Specyficzno$é aspartylowych proteiraz

Aspartylowe proteinazy hydrolizujg szereg substratéow biatkowych,
ale najbardziej aktywne sg wobec hemoglobiny w pH 3—4 [73]. Hydro-
lizujg rowniez wigzania w substratach peptydowych, jakkolwiek szyb-
kos¢ hydrolizy tych wigzan uzalezniona jest od rozmiaréw czgsteczki
substratu. Wzrasta ona wraz z wydluzaniem lancucha peptydowego, co
wskazuje, ze istotng role w mechanizmie katalizy tych proteinaz odgry-
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waja drugorzedowe oddzialywania, one tez sg najprawdopodobniej przy-
czyng roéznic w ich specyficznosci wobec roéznych substratow [84].

Proteinazy pochodzenia mikrobiologicznego wykazujg jednak znacznie
nizszg od pepsyny zdolnos¢ rozszczepiania wigzan w substratach pepty-
dowych [73, 83, 84]. Aspartylowe proteinazy na ogoél hydrolizujg wigzania
peptydowe utworzone przez aminokwasy o resztach hydrofobowych w
tym takze aromatycznych [73, 120]. W utlenionym lancuchu B insuliny
preferuja wigzania: Leu;s-Tyryg, Tyrig-Leuy;, Feny-Fengs, Fenys-Tyreg [73].

Niektére mikrobilogiczne proteinazy jak penicillopepsyna, proteinaza
z Rhizopus chinensns i z Aspergillus saitoi posiade,g zdolnosé aktywacji
trypsynogenu, ktéra polega na rozszczepieniu wigzania Lisg-Ileu; i odlg-
czeniu maskujacego pepytdu [67, 116]. Nie wykazujg jej jednak proteina-
zy z M. pussillus i z M. miehei [74, 83], a takze z Fusarium moniliforme
[59]. Obok aktywnosci proteolitycznej, niektére enzymy z tej grupy jak
pepsyna wieprzowa i wolowa, penicillopepsyna i proteinaza z Rhizopus
chinensis wykazujg réwniez aktywnos$é esterazowg [16, 37, 67] a pepsyna
posiada ponadto aktywnosé¢ transpeptydazows [37].

Wiasciwosci koagulujgce mleko tych enzymow wyplywaja ze zdolno-
Sci rozszczepiania wigzania Fenjgs-Metyos lub ktorego$ z wigzan sgsiadu-
jacych we frakcji x-kazeiny [36, 40, 119]. Warunki oraz przebieg te]
reakcji najlepiej poznano dla chymozyny. Wybiércza hydroliza wigzania
Fen-yo5-Metjos pod wplywem chymozyny nazwana zostala pierwszg lub
enzymatyczng fazg koagulacji mleka [21]. Podatnos¢ tego wigzania na jej
dzialanie uzaleznione jest jednak od obecnosci aminokwasow sgsiaduja-
cych, szczegdlnie histydyny [94] i seryny [104, 135]. W syntetycznych
peptydach bowiem wigzanie to jest znacznie wolniej hydrolizowane niz
w x-kazeinie [65, 104, 134, 135], a w dipeptydzie w ogoéle nie ulega roz-
szczepieniu [119]. Natomiast we fragmencie x-kazeiny zawierajgcym resz-
ty aminokwasowe od 98 do 129, wigzanie Fen,¢s-Metgs jest hydrolizowane
z taka samg szybkoscig jak w calej czasteczce x-kazeiny [45]. W wyniku
hydrolizy x-kazeiny, peligcej funkcje stabilizujgcg caty kompleks kazei-
nowy powstaje glikomakropeptyd, zawierajacy reszty aminokwasowe od
106 do 169 i wszystkie reszty cukrowe natywnej w-Kazeiny oraz para-»-
-kazeina zlozona z aminokwaséw od 1 do 105 z fenyloalaning jako C-kon-
cowym aminokwasem. Pierwszy z tych produktow jest rozpuszczalny
i przechodzi do serwatki, para-x-kazeina natomiast ulega wytraceniu ra-
zem z pozostalymi frakcjami kazeiny o5 i p tworzac skrzep. Proces ten,
tj. nieenzymatyczna lub koagulujaca faza krzepniecia mleka wymaga
obecnoéci jonéw wapnia jak rowniez jest bardziej zaleiny od temperatu-
ry (Qio-=15) niz pierwsza faza enzymatyczna [111]. Zachodzi on w tem-
peraturze dopiero powyzej 20°C, faza enzymatyczna natomiast moze prze-
biegaé¢ nawet w temperaturze bliskiej 0°C.
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Specyficznos¢ chymozyny okreslono réwniez wobec frakeji ag i B-ka-
zeiny. We frakcji asy - § kazeiny najbardziej podatne na jej dzialanie
jest wigzanie Fengs-Fenyy lub Fengs-Valy; [46, 76]. W wyniku jego roz-
szczepienia uwalniany jest peptyd os-I, zlozony z aminokwasow od 24
lub 25 do 199 [18, 138, 70]. Hydroliza dalszych wigzan peptydowych za-
lezy w znacznym stopniu od pH, sily jonowej oraz stopnia agregacji sub-
stratu. Mulvihill i Fox [76] wykazali, ze w dalszej kolejnosci uwalniane
sa pod wplywem chymozyny peptydy, stanowigce odpowiednio fragmen-
ty as1 - kazeiny:
asy — II (24/25—169), ag; — III/IV (24/25—149/150),
asg — V (29/33—199) i a5y — VII (56—179).

Wedlug Pelissiera i wsp. [93] we frakcji tej co najmniej 25 wigzan
peptydowych jest podatnych na dzialanie chymozyny. Sg to glownie
wigzania utworzone przez grupy karboksylowe fenyloalaniny i leucyny.
We frakcji f-kazeiny chymozyna wykazuje preferencje do wigzan usytuo-
wanych w C-koncowym fragmencie lancucha polipeptydowego [17, 20,
137]. Sg to wigzania znajdujace sie w pozycji 189—190, 163—164 i 139—
140, w wymiku ich rozszczepienia powstaja kolejno peptydy $-1, B-II
i B-III [20, 137]. W warunkach podwyzszonej kwasowosci nastepuje roz-
szczepienie wiekszej ilosci wigzan. Visser i Slangen [137] uszeregowali
je w kolejnosci: Leuyge-Tyries => Alajg-Fenygy > Leuygs-Ser;q6 = Gln,gq-
Serigs => Leuygs-Serigy > Leuygg-Leuyq = Leuyy-Tre,,,. Podobng do chy-
mozyny specyficzno$s¢ wobec f-kazeiny wykazujg pepsyny wieprzowe
i bydlece, jakkolwiek ich aktywnos¢ wobec tego biatka jest wyzsza [77].
Hydrolizuja one réwniez szybko ag-kazeing z uwolnieniem peptydu og-I,
ktory dalej juz znacznie wolniej jest hydrolizowany do produktéw in-
nych niz otrzymuje si¢ pod wplywem chymozyny [36]. Réwniez mikro-
biologiczne aspartylowe proteinazy wykazuja znacznie wyzszg aktywnosé
wobec frakcji kazeinowych niz chymozyna [15, 47, 71, 92, 121, 126, 132].
Roéznig sie ponadto specyficzno$cig lecz nie jest ona jeszcze poza nielicz-
nymi przykladami dokladnie poznana.

Kobayashi i wsp. [55, 56] okre$lili specyficznosé jednego z dwéch
enzyméw koagulujacych wytwarzanych przez grzyb Irpex lacteus, ktory
tez z powodzeniem zastosowano do produkeji sera Cheddar [57].

Specyficznos¢ tego enzymu wobec wydzielonych frakeji kazeinowych
przedstawiono na rysunku 2.

Wplyw aspartylowych proteinaz na przebieg dojrzewania i jako$é seréw

O przydatnosci enzymoéw koagulujacych jako substytutéw podpusz-
czki w technolgii serowarskiej decyduje stosunek ich zdolnosci koagula-

o



77

Proteinazy wykazujgce zdolno$é koagulacji kazeiny mleka

'[9¢ ‘ge] yoAmourazey 1foxesy daqom ALukzowrkyd T sneov] xoid] Z Azeurajord 1oSOUZOFAIAdS srueUMQIOd ‘7 'SAY

J J eufzowlyo
& $N230D] xad.i]
HO-A1L-n8T-01J---U[D-31],-A[D-NaT-01g -Te A---NIT-U[D-1L],-Ud I-u[D-BIy---U[DH-BIy-Ud  -N3T-N[D-01J-
661 0LT 691 $CT €¢I 0ST 6%1
¥ eulzowAyo
J ) J sn2100) xad.]
~[EA-ZUT-2AL-21T-Z1'T-NOT---B[VY -[eA-USJ-81V-NaT---noT-A[D-U[D-SIH-ZI"[-9[---2I'T-01d-81V-H
0T €01 ¥ €¢ 6 8

BUIdZRY-150
HO-TBA-31I v v v ) \} eukzowAyo
602 \2 \’ V) J sN230D] Tad4]
~=-U[D-ILL-NdT-N3T-US J-B[V-U[D---U[D) -I0G-NI'[-I0G-NIT-[e A~} ON-L1L-I9S-U[DH-NST-NST-NIT---N[D-81y¥-H

€61 261 06T 68T 991 €91 ¥$9T €91 V1 TPI 0¥1 6€1 I
eurozey-g
v eukzowAyo
. A J \l $n2300] xadu]
HO-TEA-B[V---B[V-}ON-US J-19G---dS¥-I8S-NaT-[eA---NT-[EA-IAL-U[D---N[D-N[DILF

691 90T <01 08 6L 1€ 0¢ I

BUIOZBY-%



78 J. Chrzanowska, A. Polanowski

cyjnej do aktywnos$ci proteolitycznej a takze zakres i gleboko$é degrada-
cji parakazeiny w czasie dojrzewania sero6w. Podpuszczka w ‘trakcie tego
procesu prowadzi ograniczong proteolize biatek [111]. W wyniku jej dzia-
tania powstajg wysokoczasteczkowe peptydy [43, 85, 87], ktorych dalszy
rozklad zachodzi pod wplywem enzymoéw bakteryjnych wprowadzonych
z zakwasem [85, 87]. Degraduje ona gléwnie frakcje ag-kazeiny [22, 43,
61, 81, 136], jakkolwiek stopien tej degradacji zalezy od typu sera [19, 36].
B-kazeina w serach jest bardzo wolno hydrolizowana pod wplywem chy-
mozyny [25, 61, 136]. Przyczyng tego moze by¢ wysoka w nich zawar-
tos¢ NaCl, ktéory jak wykazali Fox i Walley [35] hamuje proteolize tej
frakeji w wiekszym stopniu niz frakeji ag. Rozklad B-kazeiny w czasie
dojrzewania sero6w przypisuje sie gléwnie endogennym proteinazom mle-
ka. Frakcja ag [36] i para-x-kazeina [81] natomiast nie ulegajg rozkla-
dowi.

Produkty degradacji pozostalych frakcji kazeinowych zawartych w
serze obok produktow pochodzacych z rozkladu laktozy i tluszczu wply-
waja na wyksztalcenie typowych cech smakowo-zapachowych gotowego
wyrobu. Nizszej jako$ci sery — w poréwnaniu z podpuszczkowymi —
uzyskuje sie przy stosowaniu pepsyny wieprzowej jako enzymu koagu-
lujagcego [109, 120]. Enzym ten w pH powyzej 6,0 jest niestabilny, dla-
tego tez w mleku wykazuje znacznie nizszg aktywno$¢ niz chymozyna
[69], co prowadzi do wydluzenia czasu koagulacji mleka. Przy jego sto-
sowaniu otrzymuje si¢ skrzep gorszej jakosci i o nizszej wydajnosci,
spowodowanej wiekszymi ubytkami ttuszczu do serwatki [109, 110]. We-
diug Green [38] i O’Keeffe i wsp. [86] pepsyna wieprzowa juz w trakcie
procesu technologicznego jest w znacznym stopniu inaktywowana, co w
rezultacie jest przyczyng zbyt wolnej proteolizy bialek w czasie dojrze-
wania sero6w wyprodukowanych przy jej udziale [38, 39, 69].

Jednak w serach zakwaszonych laktonem kwasu D-glukonowego de-
graduje ona parakazeine znacznie intensywniej niz chymozyna [39]. We-
dlug Ma i Nakai [63] modyfikacja pepsyny karboksydiimidem powoduje
znaczne podwyzszenie.zaré6wno jej stabilnosci jak i aktywno$ci koagulu-
jacej przy zachowaniu niezmienionej aktywnosci kazeinolitycznej.

Tak zmodyfikowana pepsyna moze by¢ lepszym substytutem pod-
puszczki niz natywny enzym. Obecnie pepsyne wieprzowsg najczesciej
stosuje sie w mieszaninie z podpuszczkg w stosunku 50:50 [40] lub 40:60
[95] lub W mieszaninie z innymi enzymami pochodzenia mikroboilogicz-
nego [52], uzyskujac sery o jakosci poréwnywalnej z serami podpuszczko-
wymi. Wedlug Foxa [34] pepsyna bydleca jest znacznie lepszym zamien-
nikiem podpuszczki niz pepsyna wieprzowa. Jest bardziej stabilna w mle-
ku oraz wykazuje wobec kazeiny w pH 5,5 podobng aktywnos¢ jak chy-
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mozyna. Ser cheddar wyprodukowany przy jej udziale jest jakosciowo
zblizony do podpuszczkowego [38], z drugiej strony jednak, jak wykaza-
no [27] powoduje ona réwniez obnizenie wydajnosci produktu. Znacznie
gorszej jakosci sery otrzymuje sie przy zastosowaniu pepsyny kurzej,
ktérej niska specyficzno$¢ jest przyczyng intensywnej proteolizy para-
kazeiny [41, 49]. Zastosowanie jej jednak w mieszgninie z podpuszczka
w stosunku 30:70 pozwalalo otrzymaé¢ sery o standardowej jakosci [49].
Rowniez proteinazy grzybowe intensywniej i mniej specyficznie degra-
dujg biatka w serach. W poréwnaniu z chymozyng powoduja znacznie
glebszy rozklad zaréwno frakcji s jak i f-kazeiny [25, 71, 132]. Proteinaza
z Endothia parasitica, ktora wykazuje szczegdlnie wysoka aktywnos¢ pro-
teolityczng, degraduje obok kazeiny réwniez bialka serwatkowe [75]. Pro-
ces dojrzewania seré6w wyprodukowanych przy jej udziale jest bardzo
szybki [75, 112, 130], co powoduje, ze ich jako$¢ w wielu przypadkach
jest nizsza od jakosci seréw wyprodukowanych przy uzyciu podpuszczKi
cielecej [106, 130]. W serach tych obserwuje sie rowniez czesto wystgpo-
wanie goryczki spowodowane nagromadzeniem si¢ gorzkich peptydow
[111].

Sery otrzymane przy uzyciu proteinazy z M. pusillus sg jakosciowo
zblizone do seréw otrzymanych przy uzyciu chymozyny [108, 140], jak-
kolwiek nadmierna aktywnoéé proteolityczna wobec bialek mleka juz
w trakcie procesu produkcyjnego powoduje czesto, podobnie jak w przy-
padku proteinazy z Endothia parasitica, obnizenie ich wydatku [40]. Nie-
ktére handlowe preparaty tej protéinazy zawierajg rowniez enzymy li-
polityczne [108, 114] oraz celulolityczne [40]. Obecnos¢ lipaz wplywa na
przyspieszenie procesu dojrzewania seréw [108] ale ich nadmierna za-
warto$¢ moze byé¢ przyczyng powstawania wad smakowo-zapachowych
[40], celulazy natomiast obnizajg trwalos¢ chust serowarskich [82], sg
wiec dodatkiem niepozgdanym.

Z licznych badan wynika, ze najlepszym substytutem podpuszczki
jest proteinaza z M. miehei [40]. Z powodzeniem zastosowano j3 do pro-
dukcji réznych gatunkéw serdéw [66, 100, 107]. Jednak w poréwnaniu
z chymozyng jak i innymi enzymami najczesciej stosowanymi do koagu-
lacji kazeiny, wykazuje znacznie wyzszg termostabilnos¢ [24, 131]. Za-
chowujac swojg aktywnos¢ w serwatce spasteryzowanej stwarza pewne
problemy w dalszym jej przerobie. Wedlug Branner-Jorgensen i WSp.
[10] przez oksydacje tej proteinazy mozna otrzymaé¢ bardziej termola-
bilny enzym i w efekcie lepszy substytut deficytowe] chymozyny. ;nne
proteinazy, otrzymywane z Byssochlamys fulva [53] i z Rhizopus olzgqs—
porus [80] wywiérajg podobny efekt na przebieg procesu dojrzewania
jak wigkszos¢ enzymoéw opisanych poprzednio.
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Enzymy koagulujgce pochodzenia bakteryjnego

Zdolnos¢ biosyntezy enzymoéw o wlasciwosciach koagulujgecych wyka-
zuja rowniez liczne gatunki bakterii szczegélnie z rodzaju Bacillus jak
B. subtilis, B. cereus, B. polymyx, B. megaterium i B. mesentericus [109].
Enzymy te w przeciwienstwie do kwasnych chymozynopodobnych enzy-
moéw pochodzenia grzybowego sg najczesSciej proteinazami alkalicznymi
lub obojetnymi o wysokiej aktywnosci proteolitycznej w poréwnaniu do
aktywnosci koagulacyjnej, w zwigzku z czym nie sg najlepszymi substy-
tutami podpuszczki [40, 110]. Dlatego tez w tym aspekcie nie sg tak do-
kladnie zbadane jak proteinazy grzybowe. Proteinazy produkowane przez
B. subtilis [97, 98] i B. subtilis K-26 [93] sg obojetnymi metalo-proteina-
zami. Enzymy te wykazujg najwyzszg aktywnos¢ i sg najbardziej sta-
bilne w $rodowisku lekko zasadowym. Ich aktywnos¢ podobnie jak i pro-
teinazy z B. mesentericus [60] jest hamowana zwigzkiem chelatujgcym
jony metali (EDTA). B. subtilis syntetyzuje ponadto alkaliczng proteinaze
[97, 98], ktorg wykazano takze u B. polymyxa [109]. Pierwszy z tych en-
zymow byl aktywny w pH 5—10 i ulegal hamowaniu pod wplywem
inhibtora z ziemniaka. Obok aktywnosci proteolitycznej wykazywal row-
niez aktywnos¢ esterazows. B. subtilis produkuje réwniez w niewielkich
iloSciach proteinaze kwasng [97], ktora jednak nie byla szczegélowo ba-
dana. Badania przydatnosci proteinaz z wyzej wymienionych gatunkéow
z rodzaju Bacillus wykazaly, ze enzymy te z uwagi na niskg specyficz-
nos¢ powoduja gleboksa degradacje kazeiny [13, 14, 51, 68, 70, 98, 105].
Szczegblnie intensywnie degradujg frakcje B-kazeiny. Zastosowanie do
produkcji serow proteinaz z B. subtilis [99], z B. subtilis K-26 [103],
z B. polymyxa [106] lub z B. megaterium i B. cereus [113] powoduje za-
tem niski wydatek produktu jak réwniez szybki i czesto nietypowy pro-
ces dojrzewania, co w efekcie prowadzi do pogorszenia jego jakosci.

Enzymy koagulujgce roslin wyzszych

Enzymy o wlasciwo$ciach koagulujacych wykazano réwniez w réznych
czesSciach anatomicznych niektérych roslin wyzszych [109, 110, 111]. Naj-
bardziej znane z nich to sulfhydrylowe proteinazy — z Carica papaya —
papaina i z Ficus carica-ficyna i z Ananas sativa-bromelaina [111]. Wy-
kazujag one wysokg aktywno$¢ wobec rdéinych substratow biatkowych
i peptydowych. Obok aktywnosci proteolitycznej posiadaja réwniez ak-
tywnos¢ esterolityczng i transferazows [3, 62, 78]. Ta wysoka aktywnos¢
w tym réwniez i kazeinolityczna nie pozwala jednak ha wykorzystanie
ich do produkeji serow [50, 110]. W drodze chemicznej modyfikacji kwa-
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sem jodooctowym lub sorbowym mozna obnizy¢ ich aktywnosé proteoli-
tyczng, poprawiajgc wlasciwosci koagulujace. Pozwala to na otrzymanie
przy ich udziale prawidlowych skrzepéw parakazeiny [50].

Zrodtem enzymu koagulujgcego jest rowniez gatunek Wrightiana
calysina, wykorzystywany w Indonezji do wyrobu seropodobnego pro-
duktu pod nazwg ,Litsusu” [88, 89, 90]. Enzym ten, o masie czgstecz-
kowej 69 kDa, wykazuje wysokg termostabilnos¢ [88]. Jest on wrazliwy
na DFP i sojowy inhibitor trypsyny [89]. Sposréd bialek mleka najtat-
wiej hydrolizuje on a5 i x-kazeineg, najslabiej natomiast B-laktoglobuline
[90].

Niektére roslinne enzymy zastosowano z powodzeniem do produkecji
niektérych gatunkéw sera np. proteinaze z Solanum torvum, ktéra oka-
zala si¢ korzystna przy wyrobie sera Domiati, nie powodujgc ani obnize-
nia jego wydajnosci ani pogorszenia jakosci [26]. .

Innym enzymem roslinnym tradycyjnie stosowanym w Portugalii do
wyrobu seréow Serra i Serpa z mleka owczego, jest proteinaza otrzymy-
wana z kwiatow Cynara cardunculus. Enzym ten wykorzystany do pro-
dukecji seré6w z mleka krowiego powodowal jednak zbyt szybkag pro-
teolize bialek w czasie dojrzewana, polaczong ze znacznym obnizeniem
ich wydajnosci. W efekcie gotowe produkty wykazywaly zbyt migkka
konsystencje oraz charakteryzowaly sie gorzkim smakiem [6, 7, 133].
Jak dotad nie znalazl réwniez zastosowania w technologii serowarskie]j
enzym, otrzymywany z Cirsium arvense, ktéry charakteryzuje sie bardzo
wysoka termostabilnoscia jak réwniez wykazuje zbyt wysoky aktywnosc
proteolityczng w pordéwnaniu do aktywnosci koagulacyjnej [96].
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