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Povrchovoaktivne vlastnosti roztokov niektorych proteinov
JAROSLAV ZEMANOVIC - LUBOMIR VALIK

Suhrn. V préci sa sledovali povrchovoaktivne vlastnosti vodnych roztokov proteinov,

a-kazeinu a trypsinu, pri¢om sa zistil vyznamny vplyv pH na povrchové napitie vodnych
roztokov proteinov. NajniZiie povrchové napitie bolo pri pH 6. Dalej sa sledovali zmeny
povrchového napitia pri hydrolyze kazeinu za pritomnosti trypsinu a extraceluldrnych
proteindz produkovanjch pomocou Brevibacterium linens. Kinetika zmien povrchového
napatia bola pocas hydrolyzy u uvedenych enzymov rozdielna. Za pntomnostl trypsinu
(0,5 mg.ml ") kleslo pogas hydrolyzy povrchové napitie z 50,0 na 45,0 mN. m’

Proteiny ako makromolekuly sa od seba odlisuji obsahom jednotli-
vych aminokyselin, ich sekvenciou a roznym priestorovym usporiada-
nim vo vodnom prostredi. V proteinoch su ¢asti molekuly s hydrofilnym
alebo hydrofébnym charakterom, ¢im sa vytvara predpoklad pre pozi-
tivnu adsorbciu na fazovych rozhraniach a pre povrchovoaktivne javy.
U proteinov je zndma tvorba koloidnych roztokov a tvorba miciel.

Proteiny sa vyuzivaju prakticky hlavne pri vyrobe potravin
pre priaznivé uicinky v komplexnych potravinarskych syst¢émoch napri-
klad na tvorbu peny, upravu viskozity, ako dispergacny prostriedok
a na vizbu vody prip. tuku [1, 4]. Niekedy je ucelné zlepsit funkéné
vlastnosti proteinov modifikdciou ich molekil. Na takuto modifikéciu
sa vyuzivaji viaceré metédy. Jedna z nich je zaloZend na parcidlnej
enzymovej hydrolyze za katalytického tucinku roéznych proteindz. Ind
metéda vyuziva chemickd modifikdciu molekil proteinu, vacSinou na-
viazanim alkylu s po¢tom od 2 do 10 [2]. V oboch pripadoch sa jedna
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o zmenu hydrofilnej alebo hydrofobnej povahy urcitej Casti molekuls
proteinu. Studované sy aj fyzikdlne a iénové interakcie tenzidov, napri-
klad alkylsiranu s proteinmi [3].

KedZe povrchové napitie je jeden z vyznamnych parametrov povr-
chovoaktivnych javov, zamerali sme sa na jeho stanovenie v roztokoch
kazeinu, o-kazeinu a trypsinu, ako aj priebehu enzymovej hydrolyzy
kazeinu.

Material a metédy

Kazein podla Hammerstena bol od fy Fluka AG, trypsin od fy Léciva.
Praha, mal proteolyticku aktivitu 30,0 nkat.mg™!. a-kazein sme pripravil;
metdédou, vyuZivajucou na delenie kazeinov mocovinu. Extraceluldrne
proteindzy Brevibacteriim linens sme pripravili v praskovej forme z pro-
duk¢ného kultivaéného média po kultivacii B. linens zrdZzanim organic-
k)fm rozp1’1§t’adlom. Ziskany prepardt mal proteolytickd aktivitu
3,0 nkat.mg.

Povrchové napitie sme merali krizkovou metédou pomocou pristro-
ja du Nouy podla CSN 68 1101 pri 20 °C a pri 40 °C v priebehu enzymo-
vej hydrolyzy kazeinu.

Roztoky proteinov mali pH 8,0. Pri priprave roztokov kazefnu z
a-kazeinu sme uplné rozpustenie dosiahli po 3-mimitovom zahriat:
vo vriacom vodnom kupeli.

Enzymowu hydrolyzu kazeinu sme uskuto¢nili v 100 ml 1,0 %-néhc
roztoku pomocou pH-statu pri pH 8,0 a 40 °C za posobenia trypsinu
alebo proteindz B. linens. Priebeh enzymovej hydrolyzy sme sledoval:
stanovovanim voln€ho tyrozinu v supernatante po vyzrazani proteinu
s TCA pomocou Folinovho ¢inidla.

Vysledky a diskusia

Zavislost povrchového napitia od koncentracie kazeinu, a-kazeinu
a trypsinu vo vodnom roztoku je na obr.1. Uvedené proteiny sme
si zvolili z toho dovodu, Ze ich pouZivame pri modelovom stidiu enzy-
movej hydrolyzy a zaujima nds povrchovd aktivita vznikajuicich produk-
tov. Povrchové napitie 1 % vodnych roztokov bolo u kazeinu
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Obr.1. Zmena povrchového
napitia v zdvislosti od koncentracie
kazeinu, a-kazeinu a trypsinu
vo vodnom roztoku.

Fig.1. Change in surface tension
in dependence upon casein, o-ca-
sein and trypsin concentration

in water solution.
1 - Surface tension, 2 - Casein con-
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Tabulka 1. Peniaca schopnost a povrchové napétie roztokov proteinov

(Kitabatake a Doi, 1982).

Table 1. Foaming ability and surface tension of proteine solutions

(Kitabatake a Doi, 1982).

ROZTOK PROTEINU! | PENIACA SCHOPNOST? | POVRCHOVE NAPATIE?
[mN. m'l]
Zelatina 220,4 46,3
osi-kazein 210,5 47,8
Hemoglobin 204,6 41,8
BSA 201,8 452
Kazein 198,2 46,4
Srvatka - typ S0 164,7 44,2
Séjovy protein 153,5 42,1
Vajecny albumin 152,8 42,5
Srvitka - typ S0K 1448 44.6
IgM 98,0 49,1
Lyzozym 80,5 443

1 - 1 % roztoky proteinov, 3 - povrchové napitie 120 min po vytvoreni nového povrchu.
1 - 1 % protein solution, 2 - Foaming ability, 3 - Surface tension 120 min after creating new

surface.
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49,7 mN.m!, u a-kazeinu 46,7 mN.m™ a u trypsinu 50,3 mN.m.. Publi-
kované hodnoty pre kazein su niZsie a sice 46,4 mN.m}, ako je uvedené
v tab.1. [4]. Krivky priebehu povrchového napitia mali priebeh totozny
ako u typickych tenzidov. Odhadnut€ kritické miceldrne koncentracie
boli v rozmedzi 0,05 - 0,15 g.I'!. Pri merani povrchového napatia u roz-
tokov proteinov je treba uvazovat okolnost, Ze namerand hodnota je
zavisla od Casu.

KedZe u proteinov je velmi vyznamnd hodnota pH, zmerali sme
povrchové napitie 1 % vodného roztoku kazeinu pri réznych hodnotédch
pH. Vysledky si na obr.2. Pri poklese pH klesali aj hodnoty povrchové-
ho napitia po pH 6. Pri pH 5,0 sa roztok kazeinu zmenil, ziskal gélovy
charakter a pri pH 4 doslo k vyzraZaniu kazeinu. Pri tychto hodnotich
pH sa nedalo uvazovat o 1% roztokoch.
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Obr.2. Vplyv pH na povrchové
........ napitie vodného roztoku kazeinu
1 g.l'l, meraného kriZkovou
S metédou pri 20 °C.

o
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-------- Fig.2. An Influence of pH on
the surface tension of water solu-
........ tion of casein 1 g.l'1 measured
by ring method at 20 °C.

1 - Surface tension.
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Na obr.3. je zndzornend zmena povrchového napitia v priebehu
enzymovej hydrolyzy kazeinu. Pomerne zloZité zmeny v povrchovom
napéti boli potvrdené opakovanymi pokusmi. Uvolnené mnozZstvo tyro-
zinu bolo za pritomnosti trypsinu vyrazne vyssie ako u proteindz B. li-
nens. Je to dosledok vyssej aktivity trypsinu ako aj odlisnej $pecificity
na peptidové viazby. Ukdzalo sa, Ze vznik produktov hydrolyzy s réznou
povrchovou aktivitou sa nedd zachytit stanovenim tyrozinu. Podla na-
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Obr.3. Zmena povrchového
napdtia pri hydrolyze kazeinu za
pritomnosti trypsinu a proteindz
B. linens. Kazein 10,0 g.l'l, trypsin
0,5 mg.ml'l, B. linens 1,0 mg. ml !,

Fig.3. Change of surface tension
during casein hydrolysis in the pres-
ence of trypsin and B. linens prote-
inases. Casein 10,0 g.L‘l, trypsin
0,5 mg.ml'l,B. linens 1,0 mg.ml'l

1 - Surface tension, 2 - Time of
hydrolysis.

Obr.4. Priebehuvolnenia tyrozinu
pri hydrolyze kazeinu za pritom-
nosti trypsinu a proteindz B. linens.

Fig.4. Course of tyrosine release
during hydrolysis of casein in
the presence of trypsin and B. lin-
ens proteinases. Casein 10,0 g.L'l,
trypsin 015 mg.ml'l, B. linens
1,0 mg.mI’

1 - Released tyrosine, 2 - Time of
hydrolysis.

Sich predchédzajicich poznatkov, este stéle vznikaju polypeptidy, aj ked

sa tyrozin uZ neuvolnuje.

Pri desatkrat niz$ej koncentracii kazeinu ako v predchadzajicom
pripade bol priebeh enzymovej hydrolyzy totozny, ale povrchové napa-
tie stipalo, ¢o ndm ukazuju vysledky na obr.5. a 6. Koncentraciu 1,0 g I'
sme zvolili preto, lebo v oblasti kritickej miceldrnej koncentrécie maly
tibytok povrchovoaktivnej ldtky vyvold velki zmenu v povrchovom
napiti. Pritom je koncentrécia danej latky problematickd, lebo z jedne;j
velkej molekuly vznikne nickolko mensich molekil, pricom méze povr-

chové napitie aj klesnut.
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Obr.5. Zmena povrchového
napitia pri hydrolyze kazeinu
za pritomnosti trypsinu a ?rotem‘a
B. linens. Kazem 1,0 gl tryps._
0.05 mg.ml™, B. ImensOng ml™

Fig.5. Change of surface tension
during hydrolysis of casein iz
the presence of trypsin and B. /-
ens proteinases. Casem 1,0 gL~
trypsin 0,05 mg. ml'l, B. linens
0.2 mgml™.

1- Surface tension, 2 - Time.

Obr.6. Priebeh uvolnenia ty-
rozinu pri hydrolyze kazeinu zz
pritomnosti trypsinu a g)rotem
B. linens. Kazem 1,0 gl tryps_
0,005 mg. ml™, B. linens 0 2mg ml™

Fig.6. Course of tyrosine release
during hydrolysis of casein in
the presence of trypsin and B. Ii-
nens proteinases. Casem 10:g17
trypsin 0105 mg.ml?, B linens
0,2 mg.ml".

1 - Released tyrosine, 2 - Time
of hydrolysis.

Uvedené vysledky poskytuji informdcie o povrchovom napét{ nie-
ktorych roztokov proteinov. Predpokladdme, Ze v naznatenom smere
vyskumu roztokov proteinov bude ticelné pokracovat.
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Surface active properties of solutions of some proteins

Summary

Within the scope of this work surface-active properties of aqueous solutions of proteins,
a-casein and trypsin have been investigated, whereby significant impact of pH value on surface
tension has been recorded. The lowest value of surface tension was observed at pH 6. Further
on, changes in surface tension when applying hydrolysis of casein in the presence of trypsin and
extracellular proteinases which are generated through Brevibacterium linens, have been studied.
Kinetics of changes in surface lensmn during hydrolysis for given enzymes was dlfferent
In the presence of trypsin (0.5 mg.I’ 1), surface tension dropped down from 50.0 to 45.0 mN.m"!
in the process of hydrolysis.
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