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Enzýmová proteolýza sójovej odtuènenej múky

MARTINA HRÈKOVÁ − JAROSLAV ZEMANOVIÈ − MONIKA RUSÒÁKOVÁ

SÚHRN. Uskutoènila sa enzýmová hydrolýza sójovej odtuènenej múky za prítomnosti
exoproteinázy produkovanej Aspergillus oryzae. Boli skúmané dva rôzne prídavky enzýmu.
Hydrolýza prebiehala pri teplote 40 °C, pH 7,0, bez ïalšej úpravy pH a bez miešania.
Pri hydrolýze 5% suspenzie sójovej odtuènenej múky sa menil pomer uvo¾neného tyro−
zínu k celkovým uvo¾neným aminokyselinám v závislosti od použitej koncentrácie enzýmu
a èasu hydrolýzy. V koneèných hydrolyzátoch mali dominantné zastúpenie aminokyseliny
arginín, leucín, tyrozín, fenylalanín a histidín. Po 8 hodinách hydrolýzy v prítomnosti pou−
žitej exoproteázy došlo k úplnemu zhydrolyzovaniu β–konglycinínu a kyslého polypeptidu
(A) glycinínu sóje pri oboch použitých koncentráciach enzýmu.
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Proteíny sú ve¾mi dôležitou súèas�ou potravy èloveka. Svojím zložením,
hlavne obsahom esenciálnych aminokyselín, prispievajú k výživovej hodnote
potravín [1]. Obsah aminokyselín je dôležitý aj z h¾adiska funkèných vlast−
ností proteínov, ktoré ovplyvòujú parametre potraviny. Medzi funkèné vlast−
nosti patrí penivos�, rozpustnos�, emulgovate¾nos� a hydrofobicita, viskozita,
tvorba gélu a viazanie tuku a vody. Enzýmová hydrolýza proteínov sa usku−
toèòuje pri miernej teplote a neutrálnom alebo mierne kyslom pH. Pod −
mienky hydrolýzy sa zvyèajne volia pod¾a použitého substrátu, vlastností
enzýmu a žiadanému produktu [2]. Teplota a pH, ktoré je vhodné pri kon −
krétnej hydrolýze sa stanovujú pod¾a aktivity enzýmu. Niektorí autori uvá −
dzajú úpravu pH v hydrolyzaènej sústave na optimálne pH len pred zaèiat−
kom hydrolýzy a poèas hydrolýzy sa pH ïalej nereguluje [3]. V bežných
potravinárskych technológiach je pridávanie kyselín alebo zásad za úèelom
udržania konštantného pH nežiaduce, preto sa podmienky ako teplota a pH
prispôsobujú skôr substrátu a výslednému produktu.
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Významnou zložkou enzýmového hydrolyzátu nie sú len vo¾né aminoky−
seliny, ale aj peptidy rôznej ve¾kosti. Na delenie a identifikáciu týchto pepti−
dov sa využíva HPLC alebo SDS−PAGE [4−8]. Z h¾adiska mechanizmu hyd−
rolýzy sú niektoré peptidy koncovými produktami reakcie. Pri hydrolýze
dochádza k tvorbe senzoricky aktívnych peptidov, ktoré spôsobujú výslednú
horkú chu� hydrolyzátov. Názory na horké peptidy sú rôzne, ale všeobecne
sa usudzuje, že príèinou horkej chuti sú hydrofóbne aminokyseliny ako leu−
cín, fenylalanín a prolín. Vznik horkých peptidov závisí od použitého
enzýmu, substrátu, ako aj podmienok a stupòa hydrolýzy [9−11].

V súèasnosti sa do pozornosti dostáva otázka efektívneho využitia pro −
teínov pre výživu èloveka. Aby sa odstránil problém podvýživy a hladu, treba
v maximálnej možnej miere využíva� tzv. netradièné zdroje proteínov. Jed ným
z nich je práve sója. Predstavuje zdroj proteínov rastlinného pôvodu, ktoré sú
svojou kvalitou porovnate¾né s proteínmi živoèíšneho pôvodu, naj mä s pro −
teínmi mäsa [12]. Riešenie takýchto otázok je naliehavé aj preto, že dostup−
nos� živoèíšnych proteínov je ohrozovaná èoraz èastejšie sa vyskytujúcimi
epidémiami a ochoreniami niektorých druhov jatoèných zvierat i hydiny.

Cie¾om práce bolo uskutoèni� enzýmovú hydrolýzu sójovej odtuènenej
múky pomocou komerène dostupnej technickej exoproteinázy produkovanej
Aspergillus oryzae a zhodnoti� získané hydrolyzáty so zameraním sa na kon−
cové produkty (peptidy a aminokyseliny) v závislosti od rôzneho prídavku
použitej proteinázy.

Materiál  a  metódy

Na enzýmovú hydrolýzu sme použili sójovú múku HP odtuènenú (Dia
Vega s.r.o., Spišská Nová Ves, krajina pôvodu: Rakúsko). Ako proteinázu
sme vybrali exoproteinázu produkovanú Aspergillus oryzae s aktivitou
1000 LAPU.g−1 (Novo Nordisk, Malmö, Švédsko) a praktickou aplikáciou
pri pH 4–8 a teplote 10−55 °C. Jednotka LAPU (Leucine Aminopeptidase
Unit) sa definuje ako množstvo enzýmu, ktoré zhydrolyzuje 1 mmol L−leu−
cin−p−nitroanilidu za minútu.

Na hydrolýzu sa použila 5% suspenzia sójovej odtuènenej múky
(V = 450 ml), ktorej pH bolo upravené na hodnotu 7,0 s NaOH. Po pridaní
enzýmu (v prvom pokuse 0,3 ml, v druhom pokuse 0,61 ml) sa zaèal sledova�
èas hydrolýzy. Enzýmová hydrolýza prebiehala v 600 ml kadièke za premie−
šania len pred odberom vzorky, aby sa zabránilo vnášaniu mikroorganizmov.
Hodnota pH sa v poèas hydrolýzy neupravovala. Temperovanie hydrolyzo−
vanej zmesi na teplotu 40 °C bola zabezpeèená pomocou termostatu. V èaso−
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vých intervaloch 0; 10; 30; 60; 120; 240 a 480 minút sa do skúmaviek odobe−
ralo po 75 ml vzorky. Inaktivácia enzýmovej aktivity sa uskutoènila 15−
minútovým záhrevom hydrolyzátov vo vodnom kúpeli pri 85 °C. Po ochlade−
ní sa vzorky použili na ïalšie stanovenia.

Priebeh hydrolýzy sa sledoval stanovením jej produktov − uvo¾nených cel−
kových aminokyselín a vo¾ného tyrozínu. Koncentrácia uvo¾nených amino−
kyselín sa urèila v supernatante pomocou ninhydrínového èinidla, množstvo
uvo¾neného tyrozínu sa sledovalo taktiež v supernatante pomocou Fo lí no −
vého èinidla.

Jednotlivé vo¾né aminokyseliny v koneènom hydrolyzáte boli stanovené
automatickým analyzátorom aminokyselín AAA 339, výrobca Mikrotechna,
Praha.

Stupeò hydrolýzy DHAK bol vypoèítaný na základe stanoveného množstva
uvo¾nených aminokyselín v jednotlivých hydrolyzátoch [13] pod¾a vzorca:

DH =  h/htot . 100 %

kde h je množstvo uvo¾nených aminokyselín v hydrolyzáte (mg.ml−1) a htot

celkové množstvo aminokyselín v proteíne (mg.ml−1).

Na zistenie do akej miery bola použitá proteináza schopná hydrolyzova�
proteíny sójovej odtuènenej múky sa získané hydrolyzáty analyzovali pomo−
cou SDS−PAGE. Hydrolyzáty získané v priebehu 8−hodinovej hydrolýzy
pri oboch koncentráciach sa po odstredení a prídavku tlmivého roztoku
(Tris−HCl, EDTA, SDS, glycerol, brómfenolová modrá; pH 8) s obsahom
2–merkaptoetanolu (5 %) naniesli na 14% polyakrylamidový gél. Delenie
sa uskutoènilo na aparatúre vyrobenej svojpomocne vo vývojových dielòach
Fakulty chemickej a potravinárskej technológie STU pri 30 mA po dobu
30 min [14].

Výsledky a diskusia

Na hodnotenie enzýmovej hydrolýzy 5% suspenzie sójovej odtuènenej
múky použitou exoproteinázou pri dvoch rôznych prídavkoch sme použili
zistené pomery množstva uvo¾neného tyrozínu a množstva uvo¾nených ami−
nokyselín. Získané vysledky sú v tab. 1 a na obr. 1 a 2.

Vyšší podiel tyrozínu k ostatným aminokyselinám v hydrolyzátoch
po 10 minútach hydrolýzy klesol na hodnotu 0,13 a po 480 minútach hydro−
lýzy na hodnotu 0,09. Vyšší pomer tyrozínu k aminokyselinám bol pri nižšom
prídavku enzýmu.
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TAB. 1. Enzýmová hydrolýza 5% suspenzie sójovej odtuènenej múky pri rôznych prídavkoch
použitej exoproteinázy, pH 7,0, teplota 40 °C.

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

n1 − prídavok enzýmu 0,3 ml, n2 − prídavok enzýmu 0,61 ml, DHAK − stupeò hydrolýzy poèíta−
ný z množstva uvo¾nených aminokyselín, Tyr/AK − pomer množstva uvo¾neného tyrozínu
k množstvu uvo¾nených celkových aminokyselín.

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, Tyr/AK − ratio of the released tyrosine
 amount to the total released amino acids amount.
1 − enzyme, 2 − hydrolysis time.

Enzým1

Èas hydrolýzy2 [min]
DHAK

[%]
10 30 60 120 240 480

Tyr/AK

n1 0,27 0,23 0,17 0,16 0,13 0,13 39,5

n2 0,21 0,20 0,15 0,14 0,11 0,09 54,9

OBR. 1. Množstvo uvo¾nených aminokyselín poèas hydrolýzy 450 ml 5% suspenzie sójovej
odtuènenej múky v prítomnosti použitej proteinázy pri dvoch rôznych prídavkoch enzýmu.

n1 − prídavok enzýmu 0,3 ml, n2 − prídavok enzýmu 0,61 ml.

FIG. 1. The amount of released amino acids during the hydrolysis of 450 ml of the 5%
 suspension of de fatted soya flour in the presence of exoproteinase at two different additions.

n1 − enzyme addition 0.3 ml, n2 − enzyme addition 0.61 ml.
1 − amino acids, 2 − hydrolysis time.



Z obr. 1 a 2 vidie�, že v priebehu hydrolýzy 5% suspenzie sójovej odtu−
ènenej múky množstvo uvo¾nených aminokyselín poèas celej doby stúpalo.
Väèší nárast aminokyselín sa zaznamenal v prípade vyššieho prídavku použi−
tého enzýmu. V priebehu prvých 240 minút množstvo uvo¾neného tyrozínu
v obidvoch prípadoch rástlo, v prípade väèšieho prídavku preparátu
vo väèšej miere. Potom až do skonèenia reakcie sa sledoval len mierny nárast
v množstve uvo¾neného tyrozínu. V obidvoch prípadoch po 8 hodinách hyd−
rolýzy dosiahlo množstvo tyrozínu rovnakú hodnotu.

Zo zistených stupòov hydrolýzy DHAK (tab. 2) možno konštatova�, že
vyšší stupeò štiepenia proteínov (DHAK 54,9) sa po skonèení reakcie dosia−
hol vyšším prídavkom proteinázy. Na obr. 3 a 4 sú záznamy SDS−PAGE ana−
lýzy, z ktorých možno posúdi� schopnos� použitej proteinázy hydrolyzova�
proteíny sójovej odtuènenej múky v závislosti od prídavku en zýmu.
Hydrolýza sa týka degradácie hlavných zásobných proteínov sóje, a to
β–konglycinínu, ktorý pozostáva z α´, α a β podjednotiek a glycinínu, ktorý
sa skladá z kyslého (A) a zásaditého (B) polypeptidu. V hydrolyzaèných zvyš −
koch zo sójovej odtuènenej múky vidie�, že v prípade oboch použitých
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OBR. 2. Množstvo uvo¾neného tyrozínu poèas hydrolýzy 450 ml 5% suspenzie sójovej odtuè −
nenej múky v prítomnosti použitej exoproteinázy pri dvoch rôznych prídavkoch enzýmu.

n1 − prídavok enzýmu 0,3 ml, n2 − prídavok enzýmu 0,61 ml.

FIG. 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.

n1 − enzyme addition 0.3 ml, n2 − enzyme addition 0.61 ml.
1 − tyrosine, 2 − hydrolysis time.
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TAB. 2. Enzýmová hydrolýza 5% suspenzie sójovej odtuènenej múky, teplota 40 °C, pH 7,0,
v prítomnosti použitej exoproteinázy pri jej dvoch rôznych prídavkoch.

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.

n1 − prídavok enzýmu 0,3 ml, n2 − prídavok enzýmu 0,61 ml, DHAK − stupeò hydrolýzy poèíta−
ný z množstva uvo¾nených aminokyselín.

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.

Enzým1

Èas hydrolýzy2 [min]

10 30 60 120 240 480

DHAK [%]

n1 6,3 9,9 17,1 21,1 32,0 39,5

n2 9,4 12,6 20,2 25,6 41 54,9

OBR. 3. SDS−PAGE hydrolyzátov po redukcii s 2−merkaptoetanolom.
Hydrolyzáty sa získali po štiepení 5% suspenzie sójovej odtuènenej múky za prítomnostii štu−
dovanej exoproteinázy (0,6 ml/450 ml).
1 − štandardná zmes proteínov − fosforyláza b (97,4 kDa), glutamátdehydrogenáza (55,4 kDa),
hovädzí sérový albumín (66,0 kDa), laktátdehydrogenáza (36,5 kDa), trypsínový inhibítor
(20,0 kDa); èas hydrolýzy: 2 − 10 min; 3 − 30 min; 4 − 60 min; 5 − 120 min; 6 − 240 min;
7 − 480 min; 8 − sójová odtuènená múka.

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.



prídavkov preparátu došlo už po 30 minútach hydrolýzy k podstatnému
rozštiepeniu α´podjednotky β–konglycinínu. Po 60 minútach sa už zazna−
menala totálna hydrolýza tejto podjednotky. Pri vyššom prídavku enzýmu sa
zhydrolyzovali po 120 minútach všetky podjednotky β–konglycinínu a  taktiež
kyslý polypeptid A, v prípade menšieho prídavku preparátu sa hydrolyzova−
la β–podjednotka β–konglycinínu a A polypeptid glycinínu len èiastoène.
Po 8 hodinách hydrolýzy sa v hydrolyzaèných zvyškoch pomocou väèšieho
prídavku proteinázy nenachádzal ani zásaditý B polypeptid glycinínu, tzn.
pri tomto prídavku preparát hydrolyzoval proteíny sójovej múky úplne. Aj
napriek vysokému stupòu hydrolýzy sa v spomínanom hydrolyzáte pozoro−
vali v spodnej èasti záznamu zóny štiepnych produktov hydrolýzy. Išlo
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OBR. 4. SDS−PAGE hydrolyzátov po redukcii s 2−merkaptoetanolom.
Hydrolyzáty sa získali po štiepení 5% suspenzie sójovej odtuènenej múky za prítomnosti štu−
dovanej exoproteinázy (0,3 ml/450 ml).
1 − štandardná zmes proteínov − fosforyláza b (97,4 kDa), glutamátdehydrogenáza (55,4 kDa),
hovädzí sérový albumín (66,0 kDa), laktátdehydrogenáza (36,5 kDa), trypsínový inhibítor
(20,0 kDa); èas hydrolýzy: 2 − 10 min; 3 − 30 min; 4 − 60 min; 5 − 120 min; 6 − 240 min;
7 − 480 min; 8 − sójová odtuènená múka.

FIG. 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 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.



o menšie oligopeptidy, resp. zmes aminokyselín, ktoré sa na danom géli
nedali rozdeli�. Po senzorickom hodnotení sa zistila horká chu� analyzova−
ných hydrolyzátov.

Záverom možno zhrnú�, že β–konglycinín je v prítomnosti použitej pro−
teinázy pomerne ¾ahko hydrolyzovate¾ný, pokia¾ glycinín sa ukázal ako
rezis tentnejší proteín sójovej múky. Toto zistenie je v súlade aj s prácami
iných autorov [8]. Použitím väèšieho prídavku enzýmu je stupeò hydrolýzy
pro teínov sójovej múky väèší. V rámci glycinínovej frakcie sa B polypeptid
hydrolyzuje ove¾a �ažšie a pomalšie ako molekula kyslého polypeptidu A.
Je to pravdepodobne dôsledok toho, že tieto polypeptidy majú tendenciu
vytvára� ve¾ké nerozpustné komplexy, a tým sú menej prístupné enzýmovej
hydrolýze.
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TAB. 3. Zastúpenie aminokyselín v koneèných hydrolyzátoch sójovej odtuènenej múky
pri dvoch rôznych prídavkoch použitej exoproteinázy.

TAB. 3. Contents of amino acids in final hydrolysates of defatted soya flour
at two different additions of the exoproteinase.

n1 − prídavok enzýmu 0,3 ml, n2 − prídavok enzýmu 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.

Aminokyselina1 Obsah v sójovej
odtuènenej múke2 [%]

Podiel v hydrolyzátoch3 [%]

n1 n2

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 5,4

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 1,8 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 7,2 6,4 6,9



Analýzou vo¾ných aminokyselín v koneènom hydrolyzáte získanom
po enzýmovom štiepení v prítomnosti použitej proteinázy sa zistilo ich
vzájomné zastúpenie v %. Výsledky sú uvedené v tab. 3. Z nich možno
usúdi�, že rôzne množstvá enzýmu nemali vplyv na množstvo uvo¾nených
aminokyselín v koneèných hydrolyzátoch. Vo všeobecnosti hydrolyzát obsa−
hoval pestrú zmes aminokyselín. Okrem prolínu sa tu vyskytovali všetky ami−
nokyseliny. Dominantné zastúpenie v hydrolyzáte (viac ako 22 %) mal argi−
nín. Ïalej sa zistil vyšší podiel leucínu − 10,6 %, fenylalanínu − 9,2/8,5 %,
tyrozínu a histidínu. Najnižšie zastúpenie vykazoval glycín− 1,3/1,5 %.

Úpravou sójovej múky alebo izolovaných sójových proteínov proteináza−
mi sa produkujú proteíny s modifikovanými funkènými vlastnos�ami, ako je
vyššia rozpustnos�, stabilita peny a emulgaèná kapacita. Hydrolyzáty sójo−
vých proteínov sa môžu pridáva� do potravín s nízkym pH, ako sú napr.
nápoje. Proteolýzou získané rozpustné produkty nespôsobujú pri aplikácii
problémy so želatínovaním, zákalom a cudzou arómou u vyrábaných potra−
vín. Hydro lýzou sójovej odtuènenej múky v prítomnosti exoproteinázy pro−
dukovanej Aspergillus oryzae možno nahradi� výrobu príchutí a esencií z rast−
linných proteínov kyslou hydrolýzou, pri ktorej dochádza k tvorbe potencio−
nálnych karcinogénnych zlúèenín.
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Enzymatic proteolysis of defatted soya flour

HRÈKOVÁ, M. − ZEMANOVIÈ, J. − RUSÒÁKOVÁ, M.: Bull. potrav. Výsk., 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 β–conglycine and
of the acidic polypeptide A took place after 8 h of hydrolysis at both enzyme concentrations
used.
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