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Enzymova proteolyza sdjovej odtu¢nenej muky

MARTINA HRCKOVA - JAROSLAV ZEMANOVIC - MONIKA RUSNAKOVA

SUHRN. Uskutocnila sa enzymova hydrolyza séjovej odtucnenej muky za pritomnosti
exoproteindzy produkovanej Aspergillus oryzae. Boli skimané dva rdzne pridavky enzymu.
Hydrolyza prebiehala pri teplote 40 °C, pH 7,0, bez dalSej upravy pH a bez mieSania.
Pri hydrolyze 5% suspenzie sdjovej odtu¢nenej muky sa menil pomer uvolneného tyro-
zinu k celkovym uvolnenym aminokyselindm v zédvislosti od pouzitej koncentracie enzymu
a ¢asu hydrolyzy. V kone¢nych hydrolyzatoch mali dominantné zastipenie aminokyseliny
arginin, leucin, tyrozin, fenylalanin a histidin. Po 8 hodindch hydrolyzy v pritomnosti pou-
zitej exoprotedzy doslo k uplnemu zhydrolyzovaniu f—konglycininu a kyslého polypeptidu
(A) glycininu séje pri oboch pouzitych koncentraciach enzymu.

KIUCOVE SLOVA: enzymova hydrolyza; exoproteindza; s6jovd odtuénend muka; proteiny

Proteiny su velmi ddlezitou sucastou potravy ¢loveka. Svojim zloZenim,
hlavne obsahom esencidlnych aminokyselin, prispievaju k vyzivovej hodnote
potravin [1]. Obsah aminokyselin je dolezity aj z hladiska funkénych vlast-
nosti proteinov, ktoré ovplyviiuju parametre potraviny. Medzi funkéné vlast-
nosti patri penivost, rozpustnost, emulgovatelnost a hydrofobicita, viskozita,
tvorba gélu a viazanie tuku a vody. Enzymova hydrolyza proteinov sa usku-
toCfiuje pri miernej teplote a neutrdlnom alebo mierne kyslom pH. Pod-
mienky hydrolyzy sa zvy€ajne volia podla pouzitého substrdtu, vlastnosti
enzymu a ziadanému produktu [2]. Teplota a pH, ktoré je vhodné pri kon-
krétnej hydrolyze sa stanovuju podla aktivity enzymu. Niektor{ autori uva-
dzaju dpravu pH v hydrolyzacnej sustave na optimdlne pH len pred zaciat-
kom hydrolyzy a pocas hydrolyzy sa pH dalej nereguluje [3]. V beznych
potravindrskych technoldgiach je priddvanie kyselin alebo zdsad za ucelom
udrzania konStantného pH neziaduce, preto sa podmienky ako teplota a pH
prisposobuju skor substratu a vyslednému produktu.
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Vyznamnou zlozkou enzymového hydrolyzéatu nie su len volné aminoky-
seliny, ale aj peptidy roznej velkosti. Na delenie a identifikdciu tychto pepti-
dov sa vyuziva HPLC alebo SDS-PAGE [4-8]. Z hladiska mechanizmu hyd-
rolyzy su niektoré peptidy koncovymi produktami reakcie. Pri hydrolyze
dochddza k tvorbe senzoricky aktivnych peptidov, ktoré sposobuju vyslednu
horku chut hydrolyzatov. Ndzory na horké peptidy su rozne, ale vSeobecne
sa usudzuje, Ze pri¢inou horkej chuti su hydrofébne aminokyseliny ako leu-
cin, fenylalanin a prolin. Vznik horkych peptidov zdvisi od pouZitého
enzymu, substrdtu, ako aj podmienok a stupnia hydrolyzy [9-11].

V sucasnosti sa do pozornosti dostdva otdzka efektivneho vyuZitia pro-
teinov pre vyZivu ¢loveka. Aby sa odstranil problém podvyZivy a hladu, treba
v maximdlnej moznej miere vyuZzivat tzv. netradi¢né zdroje proteinov. Jednym
z nich je prave sdja. Predstavuje zdroj proteinov rastlinného povodu, ktoré su
svojou kvalitou porovnatelné s proteinmi Zivoc¢iSneho pévodu, najmé s pro-
teinmi mésa [12]. RieSenie takychto otdzok je naliehavé aj preto, Ze dostup-
nost Zivo¢iSnych proteinov je ohrozovand Coraz castejSie sa vyskytujucimi
epidémiami a ochoreniami niektorych druhov jato¢nych zvierat i hydiny.

Cielom préce bolo uskutoc¢nit enzymovu hydrolyzu sdjovej odtucnene;j
muky pomocou komercne dostupnej technickej exoproteindzy produkovane;j
Aspergillus oryzae a zhodnotit ziskané hydrolyzdty so zameranim sa na kon-
cové produkty (peptidy a aminokyseliny) v zdvislosti od r6zneho pridavku
pouzitej proteindzy.

Materidal a metddy

Na enzymovu hydrolyzu sme pouZili séjovi miku HP odtu¢nenud (Dia
Vega s.r.0., SpiSskd Nova Ves, krajina povodu: Rakisko). Ako proteindzu
sme vybrali exoproteindzu produkovanu Aspergillus oryzae s aktivitou
1000 LAPU.g! (Novo Nordisk, Malmé, Svédsko) a praktickou aplikdciou
pri pH 4-8 a teplote 10-55 °C. Jednotka LAPU (Leucine Aminopeptidase
Unit) sa definuje ako mnozstvo enzymu, ktoré zhydrolyzuje 1 mmol L-leu-
cin-p-nitroanilidu za minttu.

Na hydrolyzu sa pouzila 5% suspenzia séjovej odtu¢nenej muky
(V = 450 ml), ktorej pH bolo upravené na hodnotu 7,0 s NaOH. Po pridani
enzymu (v prvom pokuse 0,3 ml, v druhom pokuse 0,61 ml) sa zacal sledovat
¢as hydrolyzy. Enzymova hydrolyza prebiehala v 600 ml kadicke za premie-
Sania len pred odberom vzorky, aby sa zabrdnilo vndsaniu mikroorganizmov.
Hodnota pH sa v pocas hydrolyzy neupravovala. Temperovanie hydrolyzo-
vanej zmesi na teplotu 40 °C bola zabezpecend pomocou termostatu. V ¢aso-
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vych intervaloch 0; 10; 30; 60; 120; 240 a 480 minut sa do skimaviek odobe-
ralo po 75 ml vzorky. Inaktiviacia enzymovej aktivity sa uskutoc¢nila 15-
minudtovym zdahrevom hydrolyzatov vo vodnom kupeli pri 85 °C. Po ochlade-
ni sa vzorky pouzili na dalSie stanovenia.

Priebeh hydrolyzy sa sledoval stanovenim jej produktov - uvolnenych cel-
kovych aminokyselin a volného tyrozinu. Koncentracia uvolnenych amino-
kyselin sa urcila v supernatante pomocou ninhydrinového ¢inidla, mnoZstvo
uvolneného tyrozinu sa sledovalo taktiez v supernatante pomocou Folino-
vého Cinidla.

Jednotlivé volné aminokyseliny v kone¢nom hydrolyzate boli stanovené
automatickym analyzdtorom aminokyselin AAA 339, vyrobca Mikrotechna,
Praha.

Stupen hydrolyzy DHAKk bol vypocitany na zdklade stanoveného mnoZstva
uvolnenych aminokyselin v jednotlivych hydrolyzatoch [13] podla vzorca:

DH = h/htot . 100 %

kde h je mnozstvo uvolnenych aminokyselin v hydrolyzdte (mg.ml!) a hot
celkové mnozstvo aminokyselin v proteine (mg.ml-1).

Na zistenie do akej miery bola pouZita proteindza schopna hydrolyzovat
proteiny sdjovej odtucnenej muky sa ziskané hydrolyzaty analyzovali pomo-
cou SDS-PAGE. Hydrolyzaty ziskané v priebehu 8-hodinovej hydrolyzy
pri oboch koncentraciach sa po odstredeni a pridavku tlmivého roztoku
(Tris-HCI, EDTA, SDS, glycerol, brémfenolovd modrd; pH 8) s obsahom
2-merkaptoetanolu (5 %) naniesli na 14% polyakrylamidovy gél. Delenie
sa uskutocnilo na aparatire vyrobenej svojpomocne vo vyvojovych dielfiach
Fakulty chemickej a potravindrskej technoldgie STU pri 30 mA po dobu
30 min [14].

Vysledky a diskusia

Na hodnotenie enzymovej hydrolyzy 5% suspenzie sojovej odtucnenej
muky pouzitou exoproteinazou pri dvoch roznych pridavkoch sme pouzili
zistené pomery mnozstva uvolneného tyrozinu a mnozstva uvolnenych ami-
nokyselin. Ziskané vysledky sui v tab. 1 ana obr. 1 a 2.

Vys$S$i podiel tyrozinu k ostatnym aminokyselindm v hydrolyzdtoch
po 10 minutach hydrolyzy klesol na hodnotu 0,13 a po 480 minutach hydro-
lyzy na hodnotu 0,09. Vyss$i pomer tyrozinu k aminokyselindm bol pri nizSom
pridavku enzymu.

303



HRCKOVA, M. - ZEMANOVIC, J. - RUSNAKOVA, M.

Tas. 1. Enzymova hydrolyza 5% suspenzie sdjovej odtu¢nenej miky pri roznych pridavkoch

TaB. 1. Enzymatic hydrolysis of the 5% suspension of defatted soya flour
at various additions of exoproteinase, pH 7.0, temperature 40 °C.

pouzitej exoproteindzy, pH 7,0, teplota 40 °C.

Cas hydrolyzy? [min]
Enzym! | 10 30 60 | 120 | 240 w0 | P [POI%A]K
Tyr/AK
i 027 0.23 0,17 0,16 0,13 0,13 39,5
n 0.21 0.20 0,15 0,14 0,11 0,09 54,9

np - pridavok enzymu 0,3 ml, n> - pridavok enzymu 0,61 ml, DHax - stupeil hydrolyzy pocita-
ny z mnozstva uvolnenych aminokyselin, Tyr/AK - pomer mnozstva uvolneného tyrozinu
k mnozstvu uvolnenych celkovych aminokyselin.

nj - enzyme addition 0.3 ml, ny - enzyme addition 0.61 ml, DHax - degree of hydrolysis cal-
culated from the amount of released amino acids, Tyr/AK - ratio of the released tyrosine
amount to the total released amino acids amount.
1 - enzyme, 2 - hydrolysis time.

aminokyseliny! [mg.ml-!]
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¢as hydrolyzy? [min]

OBR. 1. Mnozstvo uvolnenych aminokyselin pocas hydrolyzy 450 ml 5% suspenzie séjovej
odtu¢nenej muiky v pritomnosti pouzitej proteindzy pri dvoch réznych pridavkoch enzymu.
ni - pridavok enzymu 0,3 ml, ny - pridavok enzymu 0,61 ml.

Fi1G. 1. The amount of released amino acids during the hydrolysis of 450 ml of the 5%
suspension of defatted soya flour in the presence of exoproteinase at two different additions.
n1 - enzyme addition 0.3 ml, n2 - enzyme addition 0.61 ml.
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OBR. 2. MnozZstvo uvolneného tyrozinu pocas hydrolyzy 450 ml 5% suspenzie séjovej odtuc-
nenej muky v pritomnosti pouzitej exoproteindzy pri dvoch réznych pridavkoch enzymu.
n1 - pridavok enzymu 0,3 ml, n2 - pridavok enzymu 0,61 ml.

F1G. 2. The amount of released tyrosine during the hydrolysis of 450 ml of the 5% suspen-
sion of defatted soya flour in the presence of exoproteinase at two different additions.
ni - enzyme addition 0.3 ml, n2 - enzyme addition 0.61 ml.

1 - tyrosine, 2 - hydrolysis time.

Z obr. 1 a 2 vidiet, ze v priebehu hydrolyzy 5% suspenzie séjovej odtu-
¢nenej muky mnozstvo uvolnenych aminokyselin pocas celej doby stipalo.
VAcSi ndrast aminokyselin sa zaznamenal v pripade vysSieho pridavku pouZi-
tého enzymu. V priebehu prvych 240 minit mnozstvo uvolneného tyrozinu
v obidvoch pripadoch rastlo, v pripade vicsieho pridavku preparatu
vo vacsej miere. Potom az do skoncenia reakcie sa sledoval len mierny ndrast
v mnozstve uvolneného tyrozinu. V obidvoch pripadoch po 8 hodinach hyd-
rolyzy dosiahlo mnozstvo tyrozinu rovnakd hodnotu.

Zo zistenych stupniov hydrolyzy DHaxk (tab. 2) mozno konStatovat, ze
vyssi stupen Stiepenia proteinov (DHAk 54,9) sa po skonceni reakcie dosia-
hol vy$§im pridavkom proteindzy. Na obr. 3 a 4 si zdznamy SDS-PAGE ana-
lyzy, z ktorych mozno posudit schopnost pouzitej proteindzy hydrolyzovat
proteiny sdjovej odtu¢nenej muky v zavislosti od pridavku enzymu.
Hydrolyza sa tyka degraddcie hlavnych zdsobnych proteinov sdje, a to
B—konglycininu, ktory pozostdva z o ", a a p podjednotiek a glycininu, ktory
sa skladd z kyslého (A) a zdsaditého (B) polypeptidu. V hydrolyza¢nych zvys-
koch zo sdjovej odtucnenej muky vidiet, Zze v pripade oboch pouzitych
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TaB. 2. Enzymova hydrolyza 5% suspenzie séjovej odtu¢nenej muky, teplota 40 °C, pH 7,0,
v pritomnosti pouZitej exoproteindzy pri jej dvoch rdznych pridavkoch.
TaB. 2. Enzymatic hydrolysis of the 5% suspension of defatted soay flour, temperature
40 °C, pH 7.0, in the presence of exoproteinase at two different additions.

Cas hydrolyzy? [min]
Enzym! 10 30 60 ‘ 120 240 480
DHak [%]
np 6,3 9,9 17,1 21,1 32,0 39,5
ny 9,4 12,6 20,2 25,6 41 54,9

n1 - pridavok enzymu 0,3 ml, n2 - pridavok enzymu 0,61 ml, DHak - stupen hydrolyzy pocita-
ny z mnozstva uvolnenych aminokyselin.

n1 - enzyme addition 0.3 ml, n2 - enzyme addition 0.61 ml, DHak - degree of hydrolysis cal-
culated from the amount of released amino acids.
1 - enzyme, 2 - hydrolysis time.

5 6 7 &
97 4 kDa —| L o'
66,0 kDa —| ", = a
554 kDa —| L5
36,5 kDa _| - A
20,0 KD —| P— -

OBR. 3. SDS-PAGE hydrolyzatov po redukcii s 2-merkaptoetanolom.

Hydrolyzaty sa ziskali po Stiepeni 5% suspenzie séjovej odtu¢nenej muky za pritomnostii Stu-
dovanej exoproteindzy (0,6 ml/450 ml).
1 - standardnd zmes proteinov - fosforylaza b (97,4 kDa), glutamatdehydrogendza (55,4 kDa),
hovédz{ sérovy albumin (66,0 kDa), laktatdehydrogendza (36,5 kDa), trypsinovy inhibitor
(20,0 kDa); cas hydrolyzy: 2 - 10 min; 3 - 30 min; 4 - 60 min; 5 - 120 min; 6 - 240 min;
7 - 480 min; 8 - séjova odtu¢nend muka.

Fig. 3. SDS-PAGE of hydrolysates after the reduction by 2-mercaptoethanol.
The hydrolysates were obtained by the hydrolysis of the 5% suspension of defatted soya flour
using 0,6 ml/450 ml of the exoproteinase.
1 - mixture of standard proteins - phosphorylase b (97,4 kDa); glutamate dehydrogenase
(55,4 kDa); bovine serum albumin (66,0 kDa); lactate dehydrogenase (36,5 kDa); trypsin
inhibitor (20,0 kDa); time of hydrolysis: 2 - 10 min; 3 - 30 min; 4 - 60 min; 5 - 120 min;
6 - 240 min; 7 - 480 min; 8 - defatted soya flour.
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pridavkov prepardtu doSlo uz po 30 mimitach hydrolyzy k podstatnému
rozStiepeniu o “podjednotky f—konglycininu. Po 60 minitach sa uz zazna-
menala totdlna hydrolyza tejto podjednotky. Pri vy$SSom pridavku enzymu sa
zhydrolyzovali po 120 minutach vSetky podjednotky f—konglycininu a taktiez
kysly polypeptid A, v pripade menSieho pridavku prepardtu sa hydrolyzova-
la B—podjednotka p-konglycininu a A polypeptid glycininu len Ciastocne.
Po 8 hodinach hydrolyzy sa v hydrolyza¢nych zvySkoch pomocou vacsieho
pridavku proteindzy nenachddzal ani zdsadity B polypeptid glycininu, tzn.
pri tomto pridavku prepardt hydrolyzoval proteiny sdjovej muky tplne. Aj
napriek vysokému stupiiu hydrolyzy sa v spominanom hydrolyzate pozoro-
vali v spodnej Casti zdznamu zOny Stiepnych produktov hydrolyzy. ISlo

97 4 kDa —|
86,0 kDa —
55,4 kDa —|

65 kDa

200 kDa —

OBR. 4. SDS-PAGE hydrolyzatov po redukcii s 2-merkaptoetanolom.

Hydrolyzaty sa ziskali po Stiepeni 5% suspenzie séjovej odtu¢nenej muky za pritomnosti Stu-
dovanej exoproteindzy (0,3 ml/450 ml).
1 - Standardnd zmes proteinov - fosforylaza b (97,4 kDa), glutamatdehydrogendza (55,4 kDa),
hoviadzi{ sérovy albumin (66,0 kDa), laktatdehydrogendza (36,5 kDa), trypsinovy inhibitor
(20,0 kDa); cas hydrolyzy: 2 - 10 min; 3 - 30 min; 4 - 60 min; 5 - 120 min; 6 - 240 min;
7 - 480 min; 8 - séjovd odtuc¢nend mika.

Fi1G. 4. SDS-PAGE of hydrolysates after the reduction by 2-mercaptoethanol.
The hydrolysates were obtained by the hydrolysis of the 5% suspension of defatted soya flour
using 0,3 m1/450 ml of the exoproteinase.
1 - mixture of standard proteins - phosphorylase b (97,4 kDa); glutamate dehydrogenase
(55,4 kDa); bovine serum albumin (66,0 kDa); lactate dehydrogenase (36,5 kDa); trypsin
inhibitor (20,0 kDa); time of hydrolysis: 2 - 10 min; 3 - 30 min; 4 - 60 min; 5 - 120 min;
6 - 240 min; 7 - 480 min; 8 - defatted soya flour.
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o menSie oligopeptidy, resp. zmes aminokyselin, ktoré sa na danom géli
nedali rozdelit. Po senzorickom hodnoteni sa zistila horka chut analyzova-
nych hydrolyzatov.

Zdaverom mozno zhrnut, Ze B—konglycinin je v pritomnosti pouZitej pro-
teindzy pomerne lahko hydrolyzovatelny, pokial glycinin sa ukdzal ako
rezistentnejsi protein séjovej muky. Toto zistenie je v sulade aj s pracami
inych autorov [8]. Pouzitim vicSieho pridavku enzymu je stupen hydrolyzy
proteinov sojovej muky vacsi. V ramci glycininovej frakcie sa B polypeptid
hydrolyzuje ovela tazSie a pomalSie ako molekula kyslého polypeptidu A.
Je to pravdepodobne dosledok toho, Ze tieto polypeptidy maju tendenciu
vytvdrat velké nerozpustné komplexy, a tym si menej pristupné enzymove;j
hydrolyze.

TAB. 3. Zastuipenie aminokyselin v konec¢nych hydrolyzatoch séjovej odtu¢nenej muky
pri dvoch réznych pridavkoch pouzitej exoproteindzy.
TaB. 3. Contents of amino acids in final hydrolysates of defatted soya flour
at two different additions of the exoproteinase.

Aminokyselinal Qbsah v sc’)!'ovej Podiel v hydrolyzétoch3 [%]
odtuénenej muke? [%)] n o
Asp 12,7 2,8 3,2
Tre 4,0 3,6 3,6
Ser 5,4 7,4 8,2
Glu 21 4,5 54
Pro 5,3 - -
Gly 4,3 1,3 1,5
Ala 4,3 3,6 3,6
Val 4,2 5,9 6,1
Met 0,7 18 2,4
Ile 4,1 4,0 4.4
Leu 8,1 10,6 10,6
Tyr 2,8 8,6 5,8
Phe 4,6 9,2 8,5
His 2,7 8,1 6,9
Arg 8,7 22,1 22,9
Lys 72 6,4 6,9

np - pridavok enzymu 0,3 ml, n2 - pridavok enzymu 0,61 ml.

n1 - enzyme addition 0.3 ml, n2 - enzyme addition 0.61 ml.
1 - amino acid, 2 - contents in defatted soya flour, 3 - proportion in hydrolysates.
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Analyzou volnych aminokyselin v koneénom hydrolyzate ziskanom
po enzymovom Stiepeni v pritomnosti pouzitej proteindzy sa zistilo ich
vzajomné zastipenie v %. Vysledky su uvedené v tab. 3. Z nich mozZno
usudit, Ze ro6zne mnoZstvd enzymu nemali vplyv na mnoZstvo uvolnenych
aminokyselin v kone¢nych hydrolyzatoch. Vo v§eobecnosti hydrolyzat obsa-
hoval pestri zmes aminokyselin. Okrem prolinu sa tu vyskytovali vSetky ami-
nokyseliny. Dominantné zastipenie v hydrolyzate (viac ako 22 %) mal argi-
nin. f)alej sa zistil vyss$i podiel leucinu - 10,6 %, fenylalaninu - 9,2/8,5 %),
tyrozinu a histidinu. NajnizSie zastipenie vykazoval glycin- 1,3/1,5 %.

Upravou séjovej miiky alebo izolovanych séjovych proteinov proteindza-
mi sa produkuju proteiny s modifikovanymi funkénymi vlastnostami, ako je
vySSia rozpustnost, stabilita peny a emulgacnd kapacita. Hydrolyzdty sdjo-
vych proteinov sa mdzu pridavat do potravin s nizkym pH, ako su napr.
napoje. Proteolyzou ziskané rozpustné produkty nespOsobuju pri aplikdcii
problémy so Zelatinovanim, zdkalom a cudzou arémou u vyrabanych potra-
vin. Hydrolyzou sdjovej odtu¢nenej muky v pritomnosti exoproteindzy pro-
dukovanej Aspergillus oryzae mozno nahradit vyrobu prichut{ a esencif z rast-
linnych proteinov kyslou hydrolyzou, pri ktorej dochddza k tvorbe potencio-
nalnych karcinogénnych zlicenin.
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Enzymatic proteolysis of defatted soya flour
HRCKOVA, M. - ZEMANOVIC, J. - RUSNAKOVA, M.: Bull. potrav. Vysk., 40, 2001, p. 301-310.

SUMMARY. Enzymatic hydrolysis of the defatted soya flour was carried out using the exo-
proteinase produced by Aspergillus oryzae. Two different enzyme additions were tested. The
hydrolysis took place at the temperature of 40 °C, ph 7.0, without any additional pH adjust-
ment and without mixing. At the hydrolysis of the 5% suspension of defatted soya flour,
the ratio of the released tyrosine to total released amino acids differed for different enzyme
concentrations and hydrolysis time. Amino acids arginine, leucine, tyrozine, phenylalanine
and histidine were dominant in final hydrolysates. Total hydrolysis of f-conglycine and
of the acidic polypeptide A took place after 8 h of hydrolysis at both enzyme concentrations
used.
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