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W ostatnich latach poswieca sie wiele uwagi biologicznym zasobom wod antarktycznych.
Jest to spowodowane nie tylko wzgledami poznawczymi, lecz réwniez globalnym niedoborem
biatka i poszukiwaniem jego nowych lub dotad nie eksploatowanych Zrodet.

Kluczowa role w ekosystemie Potudniowego Oceanu Lodowatego petni bez watpienia nie-
wielki, krewetkopodobny skorupiak, Euphausia superba Dana, potocznie zwany antarktycznym
krylem (1-3). Jego zasoby nie sg tak duze, jak.sgdzono jeszcze w latach siedemdziesigtych.
Obecnie roczna produkcje E. superba ocenia sie na 100 - 500 min ton (1), jest ona zatem tego
samego rzedu wielkosci jak roczna produkcja wszystkich ryb morskich (200 min ton, (1)), kto-
rych potowy sg w ostatniej dekadzie stabilne i oscylujg wokét 70 min ton rocznie (1). Kryla towi
sie i przetwarza znacznie mniej (w 1987 r. - fgcznie I min ton, (1)), jednakze w ocenie
miedzynarodowych ekspertow potowy tego skorupiaka bedg szybko rosng¢, jest on bowiem
doskonatym zrédiem petnowartosciowego biatka (2,4). Zbyt duza eksploatacja zasob6w E. su-
perba mogtaby naruszy¢ subtelng réwnowage nie tyle tancucha, co rozgatezionej sieci wzajem-
nych powigzan troficznych unikatowego ekosystemu antarktycznego (3), dlatego tez juz teraz
dazy sie do ustalenia ,bezpiecznego” poziomu potowdw kryla. Wymaga to wielokierunkowych
badan nad zasobami, fizjologig i metabolizmem E. superba oraz tych wszystkich organizmow,
ktérymi sie on odzywia, lub przez ktére jest konsumowany. Badania te koordynuje Naukowy Ko-
mitet Badan Antarktycznych (SCAR), w sktad ktérego wchodza réwniez przedstawiciele nasze-
go kraju. Sg one w duzej czesci objete programem BIOMASS {Biological Investigations of the
Marine Antarctic Systems and Stocks), w ramach ktérego przeprowadzono juz kilka miedzy-
narodowych antarktycznych eksperymentow.

W poprzednich kilkunastu latach opracowano, m.in. dzieki pracom polskich specjalistow, te-
chniki potowow kryla (2,5) oraz sposoby jego przechowywania i przetwérstwa na cele spozyw-
cze (odskorupione mieso, koagulaty i izolaty biatkowe) i paszowe (maczka krylowa) (2). Bardzo
duza nietrwato$¢ wytowionego skorupiaka, utrudniajgca procesy przetwoércze, zapoczatkowata
badania systemu jego enzymoéw, przede wszystkim trawiennych, ktérym przypisuje sie gtéwny
udziat w rozlegtej i intensywnej autolizie tkanek zwierzecia post mortem. Wyniki tych badan
wyjasnity przebieg autoproteolizy kryla (6-8) i pozwolity zaproponowac sposoby whasciwej kon-
serwacji surowca i jego przetworéw. Co wiecej, wyizolowano i oczyszczono do homogennosci
kilkanascie hydrolaz peptydowych E. superba (9-17), a takze jego trawiennych polisacharydaz
(18-21) i disacharydaz (22). Okazalo sig, ze sg to enzymy o bardzo interesujgcych wtasciwos-
ciach i prawdopodobnie, przy odpowiednich modyfikacjach technologii przetworstwa kryla,
bedzie mozna je otrzymywaé w formie surowych lub bardziej oczyszczonych preparatéw o wie-
lorakich mozliwosciach aplikaciji.

Trawienne hydrolazy peptydowe antarktycznego kryla tworzg dobrze zréwnowazony system,
umozliwiajacy skorupiakowi szybka i gleboka degradacje pokarmowych biatek. Udowodniono,
ze gtébwnymi produktami hydrolizy z udzialem systemu trawiennych enzymow proteolitycznych
E. superba takich bialek, jak na przyktad kazeina, sg wolne aminokwasy i minimalne ilosci niz-
szych peptydéw (6,23). Autoproteoliza skorupiaka przebiega podobnie; okoto 70% jej produ-
ktow stanowig aminokwasy, pozostate 30% - niewielkie peptydy (ponizej 3 kD) (6,23). Ellingsen
i Mohr (24) w oparciu 0 swe wlasne badania i prace innych autoréw (2,6) zaproponowali
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w 1979 r. schemat przemystowej technologii otrzymywania L-aminokwasow z surowego kryla
na drodze autoiizy. Wyliczyli, ze z 1 tony E. superba mozna by otrzymac okoto 90 kg, mieszaniny
aminokwaséw o duzym udziale aminokwaséw niezbednych. Autorzy ci przedstawili tez bardziej
0g0Iny wniosek, wynikajacy z badarn nad proteoliza z udzialem enzymow kryla - sagdza mianowi-
cie, ze ten proces odgrywa nie tylko kluczowa role w trawieniu przez skorupiaka organizmow je-
go diety, lecz utatwia réwniez trawienie konsumentom kryla, tj. rybom, ptakom, kalmarom, wielo-
rybom (25).

Do tej pory oczyszczono do homogennosci trzy proteinazy trypsynopodobne E. superba
(9,11,14), jedng proteinaze chymotrypsynopodobng (13), aminopeptydaze (12) i po dwie karbo-
ksypeptydazy A i B (15). Czesciowo oczyszczono dwie proteinazy aspartylowe (10) oraz enzym
podobny do katepsyny L, wyizolowany z odwioka skorupiaka i prawdopodobnie nie uczestni-
czacy w trawieniu (16). Obecno$¢ proteinaz aspartylowych w narzgdach trawiennych E. superba
(Kimoto i in. (10) uwazaja, ze te enzymy sa zlokalizowane w zotadku kryla) jest bardzo intere-
sujgca, poniewaz uwaza sie, ze 0goélng cechg trawienia biatek u bezkregowcédw jest brak fazy
pepsynowej (26).

Turkiewicz i in. (17) oczyscili nietypowg serynowa proteinaze E. superba, ktdrej gtéwnag ce-
cha jest szeroka specyficznosé. Enzym wykazuje réwnoczesnie aktywnos$c¢ trypsyno- i chymo-
trypsynopodobng oraz wiasciwosci kolagenolityczne (27,28). Trawienny charakter proteinazy
nie budzi watpliwosci, izolowano jg bowiem zaréwno z catych osobnikéw, jak i z tresci ich prze-
wodow pokarmowych. Stwierdzono, ze enzym mozna zaliczy¢ do nowej podrodziny seryno-
wych kolagenaz, rozszczepiajacych czasteczki natywnogo kolagenu w restrykcyjnym obszarze
TC”, odleglym o 25% reszt aminokwasowych od C-konca tancuchéw, a zatem dziatajacych tak
samo jak typowe tkankowe metalokolagenazy kregowcow (29). Sklasyfikowano juz trzy takie se-
rynowe kolagenazy (z trzustkowatroby kraba Uca pugilator (30) - EC 3.4.21.32; z grzyba Ento-
mophthora coronata (31) - EC 3.4.21.33 i z larw owada Hypoderma lineatum (32) - EC
3.4.21.49) oraz opisano sze$¢ dalszych, wyizolowanych z bezkregowcéw (33,34) i ryb (35,36).
Wszystkie one charakteryzujg sie szerokg specyficzno$cia i funkcja trawienng, nie zas§ morfoge-
netyczng, czym wybitnie réznig sie od metalokolagenaz tkankowych (37). Turkiewicz (28) uwa-
za, ze obecnos¢ serynowej kolagenazy wsrdod trawiennych enzyméw E. superba dowodzi
wszystkozernosci skorupiaka, do niedawna uwazanego za jedynego roslinozernego euphausii-
da (38). Ten wniosek zgadza sie z wynikami ostatnio rozpoczetych biologicznych doswiadczen
nad odzywianiem sie kryla, ktére wykazaty, ze chetnie zywi sie on wkasnymi larwami (39) i larwa-
mi innych antarktycznych organizméw zooplanktonowych (40), zawierajgcymi z calg pewnoscia
kolagen. Poniewaz jedna z szacunkowych metod obliczania rocznej produkcji E. superba opiera
sie na wielkosci biomasy i rocznej produkcji tych organizméw antarktycznych, ktére stanowig
pokarm kryla (1), a ktére do niedawna ograniczano tylko do fitoplanktonu, mozna sadzi¢, ze
uwzglednienie w tych obliczeniach zasob6w niewielkiego zooplanktonu antarktycznego, poten-
cjalnie dostepnego do spozycia przez kryla, uscisli szacunki rocznej produkcji skorupiaka, od
wielkosci ktorej beda zalezeé jego wieksze potowy.

Proteinazy E. superba cechuja sie mikroheterogennoscig. Technikami immunoelektroforety-
cznymi i zymograficznymi stwierdzono obecnos$¢ licznych izoform réznych proteinaz kryla (41),
np. szesciu enzyméw trypsynopodobnych, co wedlug Mayzaud i in. (42) jest wyrazem duzych
zdolnosci przystosowawczych zwierzecia do bardzo zmiennego otoczenia troficznego. Trzeba
tu wspomnie¢, ze dwa z trzech enzyméw trypsynopodobnych, wyizolowanych z E. superba
przez Osnesa i Mohra (14) charakteryzujg sie wyzszymi od wolowej trypsyny aktywnosciami
wiasciwymi w dziataniu na syntetyczne substraty tego enzymu.

Uwaza sie, ze enzymy organizmow ektotermicznych, bytujgcych w niskich temperaturach,
wykazujg pewne szczegolne cechy, a przede wszystkim wiekszg katalityczna perfekcje dziatania
(jej wyrazem jest wysoka warto$¢ stosunku statych kinetycznych k"a/K,,, tj. stalej katalitycznej
i statej Michaelisa) niz enzymy organizméw homeotermicznych (43). Ta wieksza katalityczna
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skutecznos¢ wynika z wyzszej zdolnosci obnizania swobodnej energii i entalpii stanu przej-
Sciowego substratu, katalizowanych przez takie enzymy reakcji. Rzeczywiscie, trypsynopodob-
ne proteinazy kryla znacznie bardziej od wotowej trypsyny obnizaja energetyczng bariere hydro-
lizy syntetycznych substratéw (14). Podobnie dziata tez wspomniana juz serynowa kolagenaza
skorupiaka, ktéra w dodatku trzykrotnie bardziej obniza energie aktywacji swych substratow w
przedziale 0-12°C niz powyzej 20°C (28). Taka samag wiasciwoscia charakteryzuje sie endo-
(1-~3)-)3-glukanaza (18) oraz chitynazy i N-acetyloglukozaminidazy £. superba (44), znacznie
bardziej obnizajgce energetyczng bariere katalizowanych przez nie reakcji w temperaturach
zblizonych do fizjologicznych temperatur skorupiaka, niz powyzej 15-20" C. Wyniki te wskazuja,
ze enzymy antarktycznego kryla mogtyby znalez¢ zastosowanie w takich szczegélnych proce-
sach, ktoére albo wymagajg niskich temperatur, albo tez w niskich temperaturach sg bardziej eko-
nomiczne. Galas i in. (45) juz w 1980 r. zaproponowali wykorzystanie surowych preparatéw tra-
wiennych enzymow E. superba, zawierajacych nie tylko proteinazy, ale tez enzymy lipolityczne
i a-amylazy, do produkcji detergentéw pioracych w temperaturze wody wodociggowej. Po-
dobng propozycje wysuneli w 1988 r. Murakarfii i Miyake (46). Uzycie takich detergentéw
w przecietnym gospodarstwie domowym daloby oczywiscie niewielkie oszczednosci, ale ich
wykorzystanie w szpitalach, czy w armii mogloby przynie$¢ znaczace efekty. Prawdopodobnie
preparaty enzyméw antarktycznego kryla sa juZ komponentem niektorych proszkéw do prania
produkcji zachodnioniemieckie;.

Surowe preparaty enzyméw kryla nadajg sie tez do odwiasiania skér zwierzecych, np.
cielecych, a ich zastosowanie w tym procesie nie narusza struktury i lica skor (45).

Nieco bardziej oczyszczone (np. z uzyciem filtracji zelowej) preparaty enzyméw E. superba,
zawierajgce peptydazy i proteinazy, proponuje sie wykorzystywac¢ gtéwnie w medycynie. Bada-
cze norwescy, Hellgren i in. (47) wykazali, ze moga one wspomagac trawienie u ludzi, doskona-
le zastepujac tak renomowany farmaceutyk, jak pankreon, Hara i Mansei (48) stwierdzili, ze pre-
paraty enzyméw kryla wykazujg silne dziatanie przeciwzapalne, np. gdy podaje sie je myszom
ze sztucznie wywotanymi zapaleniami przewodu pokarmowego. Podobne byly duzo wczes-
niejsze obserwacje autorOw radzieckich (49), na podstawie ktérych Ministerstwo Zdrowia ZSRR
dopuscito juz w latach siedemdziesigtych pewne produkty, otrzymywane z E. superba (koagula-
ty biatek kryla, tzw. pasta ,Okiean”) do leczenia owrzodzen i stanéw zapalnych przewodu pokar-
mowego, a takze otylosci (4).

Opatentowano tez metode otrzymywania czesciowo oczyszczonych preparatow enzymow
skorupiaka, nadajgcych sie do oczyszczania i regeneracji trudno gojacych sie ran, uplynniania
nekrotycznych tkanek i owrzodzen (50). Ta aktywnos¢ enzymoéw kryla znacznie przewyzsza po-
dobna aktywnosc¢ wotowej trypsyny, systemu streptokinaza-streptodornaza, czy tez metalokola-
genaz zwierzecych (51). Badania Turkiewicz (28), dotyczace serynowej kolagenazy E. superba,
stanowia dobrg przestanke do rozpoczecia doswiadczen nad aplikacjg preparatow jego protei-
naz w leczeniu skutkéw rozlegtych poparzen, w ktérych obecnie stosuje sie niekiedy inne kola-
genazy. Hellgren iin. (50) podali w swym patencie réwniez inne mozliwe sposoby wykorzystania
preparatéw enzymatycznych z kryla, np. do czyszczenia: futer, sztucznej skory, a nawet szkta
i dziet sztuki.

Hara i Mansei (52) wykazali fibrynolityczng aktywnos¢ enzymow antarktycznego kryla. Ob-
serwacje te sg szczego6lnie cenne, bowiem sugerujg, ze odpowiednio oczyszczone preparaty
proteolitycznych enzymoéw skorupiaka mogtyby znalez¢ zastosowanie w nieinwazyjnym usuwa-
niu zatoréw naczyniowych; w tym celu obecnie coraz czesciej wykorzystuje sie w krajach za-
chodnich drobnoustrojowg streptokinaze. Choroby wieticowe sg dzi$ - jak wiemy - powaznym
problemem, a zatem atrakcyjnosc ich leczenia metodami enzymatycznymi jest ogromna.

Inna grupa trawiennych enzymow E. superba, a mianowicie jego hydrolazy glikozydowe,
budza mniejsze zainteresowanie. Sa to rowniez bardzo r6znorodne enzymy, obejmujace a- |
glukanazy, hemicelulazy, chitynazy, pektynazy, dekstranazy, karagenazy, disacharydazy i inne,
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podobne enzymy (18,53). Réznorodnosé polisacharydaz i disacharydaz kryla wigze sie nie-
watpliwie z réznorodnoscig strukturalnych i zapasowych weglowodanow fitoplanktonu, stano-
wigcego gtéwny pokarm skorupiaka. Badania tych enzymow sg interesujace przede wszystkim
ze wzgledoéw poznawczych (hydrolazy glikozydowe bezkregowcow morskich sg bardzo stabo
poznane, a moglyby stanowi¢ doskonate narzedzie w strukturalnych badaniach bardzo specyfi-
cznych i réwnie stabo poznanych polisacharydéw morskiego fitoplanktonu), jednakze nie moz-
na wykluczy¢, ze ich wyniki stworzg nowe, nie dostrzegane dotad mozliwosci aplikacji enzymow
E. superba.

Trzeba tu wspomnie¢, ze z kryla wyizolowano i oczyszczono do homogennosci kilka szcze-
golnie aktywnych polisacharydaz. Dwie sposrdd nich to endo-(173)-*-glukanazy (laminaryna-
zy) o aktywnosciach przewyzszajacych aktywnos$ci wkasciwe wielu analogicznych enzyméw po-
chodzenia drobnoustrojowego (18,21); cztery inne toa-amylazy, z ktérych jedna, stabilizowana
przez jony wapniowe, cechowala sie wyzszg aktywnoscig wtasciwg od a-amylazy z jeczmienia
(19). Wydaje sie, ze fizjologiczna rola polisacharydaz E. superba nie sprowadza sie wytacznie
do trawienia zapasowych frakcji weglowodanéw spozywanego przez zwierze fitoplanktonu, co
ma istotne znaczenie dla prawidtowego przebiegu energetycznych przemian skorupiaka, zyjace-
go przeciez w bardzo niskich temperaturach (od -2°C do okoto 3°C). Enzymy te, wraz z protei-
nazami, moga tez uczestniczy¢ w lizie Scian komorkowych fitoplanktonu. O litycznych
wihasciwosciach systemu trawiennych enzymoéw skorupiaka donosili juz Galas i in. (54), ktérzy
zaobserwowali takg ich aktywno$¢ w lizie zywych i suszonych drozdzy piekarskich i browarni-
czych. O tym czy aktywnos$¢ zymolityczna enzymow E. superba ma jakie$ znaczenie fizjologicz-
ne - trudno wyrokowac, chociaz ci sami autorzy znalezli wéréd mikroorganizméw wyizolowa-
nych z tresci przewodu pokarmowego skorupiaka kilka szczepéw pigmentujgcych drozdzy,
obecnych tez w probach wody morskiej, pobranych w miejscach potowow kryla (55). Drozdze
obecne w $rodowisku bytowania E. superba nie stanowig zapewne znaczacej czesci jego diety,
cho¢ np. El-Sayed (3) uwaza, ze nie nalezy umniejszac roli bakterioplanktonu w odzywianiu sie
skorupiaka. Wedtug tego autora, drobnoustroje zwigzane z czgstkami pokarmowymi spozywa-
nymi przez kryla, moga stanowi¢ znaczna czes¢ jego diety, w ich przyswajaniu zas musialyby
uczestniczy¢ enzymy o witasciwosciach litycznych. Enzymy lityczne, gtdéwnie zresztg drobnou-
strojowe, proponuje sie stosowac¢ w rozkladzie sciany komérkowej drozdzy paszowych dla
zwiekszenia ich przyswajalnosci, czy tez w otrzymywaniu protoplastow komorek drozdzy i in-
nych mikroorganizmdw, wykorzystywanych w niektérych technikach inzynierii genetycznej (fuzja
protoplastow (56)). Nie wiadomo, czy nadawatyby sie do tego enzymy E. superba, jednakze jest
to kuszgca mozliwosc¢ ich zastosowania. Ewentualne wiasciwosci lityczne enzyméw skorupiaka,
in vivo powinny by¢ przede wszystkim przez zwierze wykorzystywane w przyswajaniu jednoko-
morkowych glonéw. Tutaj rowniez potrzebne sa bardziej szczegétowe badania trawiennego
aparatu E. superba, gdyby bowiem jego enzymy byty odpowiednio aktywne w lizie $cian komor-
kowych tych organizméw, mozna by je zastosowa¢ do zwiekszenia przyswajalnosci biomasy
glonéw, ktorych przemystowe hodowle uwaza sie za jedng z perspektywicznych metod zmniej-
szenia globalnych niedoboréw biatka (57).

Nalezy wspomnie¢, ze niedawno Karlstam (58) opatentowat sposob izolacji i oczyszczania
bardzo aktywnej hialuronidazy E. superba. Nie podaje on w swym patencie mozliwych zasto-
sowan tego enzymu, ktéry in vivo uczestniczy przypuszczalnie w autolizie skorupiaka, jako tzw.
czynnik rozprzestrzeniajacy (ang. spreading,factor), i taka samg role moze petni¢ w zapropono-
wanych juz sposobach zastosowania enzymow kryla, np. w efektywnym uptynnianiu zmar-
twiatych tkanek.

Omoéwione propozycje wykorzystania enzyméw E. superba sg same w sobie interesujace,
jednakze nasuwa sie zasadnicze pytanie - czy otrzymywanie tych enzymow na wiekszg skale
jest ekonomicznie uzasadnione? Wyczerpujaca odpowiedz jest obecnie niemozliwa, jednak sa-
ma idea rozszerzenia technologii przetwoérstwa kryla o izolacje z niego enzymow, jest catkowicie
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realna. Z badan Turkiewicz i in. (59) wynika, ze najodpowiedniejszym surowcem do wyodreb-
niania trawiennych enzymow E. superba jest ciecz, kt6ra otrzymuje si¢ poprzez krétkie, najwyzej
jednominutowe wirowanie Swiezych zwierzat, w filtracyjnej wiréwce przy niskich obrotach (ok.
300 x g). Ciecz ta stanowi¢ moze takze naturalny wyciek z sieci, wypetnionej masa wytowionych
skorupiakdw. Cho¢ do tej cieczy przechodzi rowniez podpancerzowa frakcja fosfolipidow, za-
pewniajgca krylom tzw. ,ujemna ptywalnos¢”, nazwalismy jg umownie trescig przewodu pokar-
mowego, poniewaz aktywnos$¢ enzymoéw w takim materiale jest 4-10 -krotnie wyzsza, gdy otrzy-
muje sie go wowczas ze skorupiakdbw z catkowicie wypetionym czgstkami pokarmowymi
przewodem trawiennym (mozna to oceni¢ wizualnie - ciato kryla jest pOtprzezroczyste), niz
wowczas gdy wyodrebnia sie go z gtodnych zwierzat (17,59). Technolodzy uwazajg ,zerujace-
go” kryla za mato odpowiedni surowiec do przetwdrstwa, whasnie ze wzgledu na wypetnienie
przewodu pokarmowego obcymi czastkami. Usuniecie zawartosci przewodu trawiennego takich
skorupiakdw, fatwe technicznie, uzdatnitoby surowiec do dalszego przetworstwa, a jedno-
czesnie pozwolitoby w tej samej technologii otrzymywac¢ atrakcyjne preparaty enzymatyczne,
podnoszace optacalnos¢ calego przetwérstwa kryla. Nasze badania wskazuja, ze z tresci prze-
wodu pokarmowego, otrzymanej z | tony zerujgcych surowych skorupiakdw mozna by uzyskaé
okoto 10 kilogramow preparatéw enzymatycznych w formie suchego proszku. Wytracajac je
z niej siarczanem amonowym lub izopropanolem (45,59). Opr6cz enzyméw mozliwe bytoby
wyodrebnianie z tego samego materiatu fosfolipidow i lipidow o ciekawym sktadzie, przydatnych
dla przemystu chemicznego, farmaceutycznego i kosmetycznego. Powaznym utrudnieniem
w realizacji takiego przedsiewziecia jest odlegtos¢, jaka dzieli Polske od Antarktyki, a w zwigzku
z tym by¢ moze nie bedziemy sklonni wykorzystywa¢ antarktycznego kryla jako surowca, do-
starczajgcego nie tylko biatka, ale i innych bioproduktéw, w tym enzyméw. Nie zmienia to jednak
faktu, ze enzymy E. superba majg duzg warto$¢ aplikacyjna.
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Enzymes of Antarctic krill and possibilities of their applications

Summary

This review summarizes both some properties of the described in literature digestive enzymes of Eup-

hausia superha Dana (Antarctic krill), i.e. of its peptide and glycoside hydrolases, and already proposed or
possible methods of their practical application, for example in laundry and tannery industries, and in medi-
cine (for debridement of necrotic tissues, as digestion promoters and inflamatory factors).
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