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Potravinarske vyuzitie proteolytickych enzymov

MARTINA HRCKOVA - ERNEST STURDIK - JAROSLAV ZEMANOVIC

SuHrN. Cldnok je venovany najdéleZitejsfm aplikaénym oblastiam proteolytickych
enzymov v potravindrskom priemysle. Proteolytické enzymy (peptiddzy) katalyzujic hyd-
rolyzu peptidovych vizieb v proteinoch vyznamne ovplyviiuji nutricné a senzorické vlast-
nosti, textdru a iné vlastnosti potravinarskych surovin, medziproduktov i kone¢nych vyrob-
kov. Hlavna pozornost je venovand vyuzitiu zivo¢iSnych, rastlinnych a mikrobidlnych pro-
teolytickych enzymov v mliekarstve, mlyndrskom a pekdrskom priemysle, pri vyrobe piva,
sojovych hydrolyzdtov a v misopriemysle.
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Proteolytické enzymy su pritomné prakticky vo vSetkych Zivych bunkdch
a navySe su vylu¢ované aj do vonkajSieho prostredia, resp. do traviaceho sys-
tému vysSich organizmov. VSeobecne su zndme ich ro6zne regula¢né funkcie
v intermedidlnom metabolizme (limitovand proteolyza, ucast pri zrdzani
krvi, aktivdcia trdviacich enzymov, aktivity pri roznych obrannych mechaniz-
moch, atd). Okrem toho su zndme aj ich rozsiahle praktické aplikdcie
vo forme enzymovych prepardtov v priemyselnej praxi (biodetergenty, vyro-
ba syrov, spracovanie koze, vyroba hydrolyzatov proteinov, stabilizdcia piva
a i.), v medicine a farmdcii (prepardty zlepSujuce travenie, Cistenie kontakt-
nych SoSoviek), v kozmetike (keratolytické zmikcujice pripravky, pletové
peelingové masky) a v beznej laboratdrnej praxi. Proteolytické enzymy (pep-
tiddzy) katalyzuju hydrolyzu peptidovych vizieb v proteinoch. Mnozstvo
peptidovych vazieb, ktoré moze peptidéza Stiepit je zdvislé od toho, z ktorych
aminokyselin sa protein sklada a ktoré su navzajom prilahlé [1].
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Aplikacia peptidaz v potravindrskom priemysle

V sucasnosti rastie dopyt po potravindch a potravinovych prisadach obsa-
hujicich modifikované proteiny s upravenymi funkénymi vlastnostami.
Prislu§né aditiva nachddzaji uplatnenie v roznych potravinarskych aplika-
ciach, najmé pri zlepSeni rozpustnosti, Slahatelnosti, tvorby gélu a penivosti.
Peptiddzy modifikuju proteiny Stiepenim peptidovych vazieb medzi urcéitymi
dvojicami aminokyselin. Opatrnou enzymovou modifikdciou proteinov je
mozné napriklad znizit, resp. odstrdnit, ich alergénny ucinok v potravinach
uréenych pre dojcatd, ako aj v Specidlnych diétnych doplnkoch. Pomocou
peptiddz je mozné ziskat hydrolyzaty s vybornou nutricnou hodnotou

TaB. 1. Hlavné charakteristiky priemyselnych peptiddz [2].
TAB. 1. Main characteristics of industrial peptidases [2].

Enzym! | Typ2 | pH ‘ Specifita3 | Vieobecné aplika¢né znaky#*
Zivoci¥ne’
Renin aspartatovy 3-6 | Glu-Ala koagulant mlieka
Chymozin aspartdtovy Leu-Val velmi Specificky
Chymotrypsin serinovy 8-9 | Phe, Tyr odstrdanenie alergénnosti
Trp-COOH
Pankreatin zmieSany 7-9 | Sirokd vieobecnd hydrolyza
Pepsin aspartatovy 1-4 | Leu-Val syry, kazeinaty
Phe-Tyr vSeobecnd hydrolyza
Trypsin serinovy 7-9 | Lys-Ala vieobecnd hydrolyza
Arg-Gly pouzitie v koziarstve a
medicine
Bakteridlne: neutrdlne®
Bacillus subtilis metalo 6-8 | Siroka vieobecnd hydrolyza
pivarstvo, syry
serinovy 6-10 | Siroka zelatina
Bacillus licheniformis | serinovy 6-10 | Sirokd ako u Bacillus subtilis
Bakteridlne: alkalické?
Bacillus thermoprote- metalo 7.9 Ileu-Phe vSeobecnd hydrolyza
olyticus Leu-Val tepelnd stabilita
Bacillus spp. serinovy 7-12 | Sirokd koziarstvo, detergenty
Plesiiové: kyslo-neutrédlne8
Aspergillus niger aspartatovy 2-5 | v cistom stave ako | syry
a zmieSany pepsin, v necistom
stave Sirokd
niektoré druhy His-Leu vSeobecnd hydrolyza
karboxylové Phe-Phe odstrdnenie horkosti
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Enzym! Typ? pH Specifita3 Vseobecné aplikaéné znaky*
Endothia parasitica aspartatovy 3-6 | ako renin koaguldcia mlieka
Mucor spp. aspartdtovy 3-6 | ako renin koaguldcia mlieka
Penicillium spp. zmieSany 2-5 | Sirokd vSeobecnd hydrolyza
niektoré druhy Gly-Phe odstrdnenie horkosti
karboxylové
Rhizopus spp. aspartatovy 3-5 | ako pepsin vseobecnd hydrolyza
Tametes sanguinea aspartatovy 2-4 | velmi Siroka vieobecnd hydrolyza
niektoré druhy
karboxylové
Plesnové: neutradlno-alkalické®
Aspergillus oryzae aspartatovy 4-8 | velmi Specificka vseobecna hydrolyza
metalo Leu-Tyr odstrdanenie horkosti
karboxylovy Phe-Tyr
serinovy
Streptomyces griseuts zmieSany 7-9 | velmi Specifickd obmedzené pouzitie
amino a kar- vyskum
boxylovy analytika
Rastlinnél0
ficin (figovy latex) cysteinovy 5-8 | Phe-Tyr nepotravindrske aplikacie
papain (plod Papaya) | cysteinovy 5-9 | velmi Specificka vseobecnd hydrolyza
a zmieSany Asn-Gln tepelnd stabilita
Glu-Ala tvorba ziaducej aromy
Leu-Val
Phe-Tyr
bromelain (kmen cystefnovy 5-8 | Lys-Arg vSeobecnd hydrolyza
a plody anandsovnika) Tyr-Phe velmi podobné papainu, ale
menej tepelne stabilny

1 - enzyme, 2 - type, 3 - specificity, 4 - overall application features, 5 - animal, 6 - bacterial: neutral, 7 -
bacterial: alkaline, 8 - fungal: acid-neutral, 9 - fungal: neutral-alkaline, 10 - plant.

a s prijemnou chutou. V potravindrskej technoldgii sa vyuzivaju peptidazy
rastlinného, zivo¢iSneho a mikrobidlneho povodu, ktoré si uvedené tab. 1

2].

Mliekarsky priemysel

Mnohé vlastnosti mlie¢nych vyrobkov, akymi su zmrzliny, syry, fermento-
vané mlieka a ndpoje, kondenzované a suSené mlieka, zdvisia od vlastnosti
pritomnych proteinov. Hydrolyzou mlie¢nych proteinov je mozné zlepsit
napr. ich reologické vlastnosti. Kontrolovanou parcidlnou proteolyzou eSte
pred inokuldciou mlieka ur¢eného na vyrobu jogurtu je mozné dosiahnut
rychlej$i ndrast mikroorganizmov zo Startovacich kultir a tym ovplyvnit
vlastnosti findlneho produktu. PouZitim takto modifikovaného mlieka
v pritomnosti neutralnej peptidazy Neutrase (Novo Nordisk), pri dosiahnu-
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tom stupni hydrolyzy 4 alebo 5 %, sa ziska jogurt s pevnejSou a hladSou kon-
zistenciou, pricom nedochddza k oddelovaniu srvatky. V pripade pouzitia
enzymu trypsin je jogurt jemnejsi, textura hladSia, ale oddeluje sa srvdtka.
V prvom pripade modifikovania mlieka sa zlepSujui aj chutové vlastnosti
jogurtu. Platf to tiez pre z tohto mlieka vyrobené syry typu Eidam a Cedar
[3]- Na modifikdciu mlieka a srvatkovych proteinov, napr. na zvySenie ich
rozpustnosti, je mozné pouzit bakteridlnu alkalickd peptiddzu s nasledov-
nymi optimdlnymi aplikacnymi podmienkami: pH 8,5-9,0, teplota 50-60 °C
[4].

Povodne sa pri vyrobe syra na zrdzanie mlieka priddval extrakt ziskany
z telacieho zaludka obsahujuci enzym renin. V syrdrstve sa Casto pouzival aj
pepsin alebo zmes reninu a pepsinu. V dnesnej dobe sa na zrdzanie mlieka
vyuZzivaju mikrobidlne enzymy produkované mikroorganizmami Endo-
thia parasitica, Mucor pusillus a najmd Mucor miehei. Enzymy produkované
dvoma poslednymi mikroorganizmami si vhodné na vyrobu dlhozrejicich
syrov [5]. Fromase TL (Gist-brocades) je termolabilny enzym extrahovany
zo Specidlne kultivovaného kmena druhu Mucor miehei. Pocas vyroby syra
je inaktivovany uz pri beznych ohrevoch srvatky, t. j. po pasterizacii srvatky
za obvyklych podmienok nebola zistend Ziadna zvySkova aktivita. Jeho glo-
balna kompozicia aminokyselin je podobnd Zivo¢iSnemu enzymu. Je stabilny
v oblasti pH 3,0-6,5 a jeho Specifickost vo vztahu k inzulinovému retazcu B
je podobna ZivociSnemu syridlu [6]. S vyuZitim technik rekombinatnej DNA
je mozné pripravit mikroorganizmy schopné produkovat enzymy autentické
s telacim reninom. Na tieto tucely sa ako hostitelské bunky pouzili
Escherichia coli, Bacillus subtilis a Saccharomyces cerevisiae [5].

Mikrobidlne peptiddzy majui v syrarstve Siroké pouZitie aj v procese zre-
nia syrov. VicSinou ich produkuju pridané mikroorganizmy. Zrenie syra za-
hfiia zmeny v jeho chemickych a fyzikdlnych vlastnostiach. Ako prvy sa
pri zreni hydrolyzuje a-kazein pdsobenim chymozinu alebo poévodnych
mlie¢nych peptiddz. Potom sa reninom hydrolyzuje B-kazein na peptidy
alebo mlie¢nou alkalickou peptiddzou plazminom na y-kazein. S vynimkou
plestiovych syrov, napr. Camembert, kde plesne sposobuju hydrolyzu 3-ka-
zeinu na povrchu syra, velké mnozstvo B-kazeinu zostdva nedotknuté
do konca zrenia. Primdrna fdza proteolyzy v procese zrenia syrov teda
zahffa hydrolyzu proteinov na polypeptidy, sekunddrna potom degraddciu
polypeptidov na niZSie peptidy a aminokyseliny posobenim peptiddz mikro-
organizmov rastucich v syre. Stupen hydrolyzy zévisi od typu syra. Proteiny
v méakkych syroch su proteolyzované na nizkomolekulové peptidy a amino-
kyseliny, zatial ¢o v tvrdych syroch je rozpustnych len asi 30 % proteinov.
Zrenie je dlhotrvajuci proces a je mozné ho urychlit pouZitim niektorych
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peptiddz, napr. komer¢ne vyrabanou Neutrase (Novo Nordisk), HT-proteo-
lytic® (Miles Laboratories Inc.) alebo kyslou peptiddzou z Aspergillus oryzae.
Pri vyrobe syrov zrejucich pod mazom sa vyuzivaju extraceluldrne amino-
peptidazy z Brevibacterium linens [7].

Komplex aminopeptiddz ziskany z mliecnej Startovacej kultiry kmena
Lactococcus lactis je znamy pod obchodnym ndzvom Accelase™ (IBT).
Pritomné aminopeptiddzy hraju ddlezitd ulohu pri zreni, najma pri vytvdra-
ni chutovych prekurzorov buduceho syra bez vzniku horkej chuti. Ich pouzi-
tie je Ziaduce najmé pri vyrobe nizkotu¢nych syrov, u ktorych zabezpecuju
chutnost vysokotu¢nych syrov. Accelase™ DB (IBT) obsahuje vyselektované
peptiddzy odstranujice horké peptidy uz vo fdze ich vzniku. Priddva sa
do mlieka uréeného na syrenie eSte pred pridavkom zrdZadla, a tak sa uz
pocas zrdzania zadrZiava az 90 % aktivnych zloziek, ktoré sa podielaju
na tvorbe chutovych latok syra [2]. Problematiku horkej chuti riesi aplikdcia
novovyvinutej kultiry s vysokou aminopeptiddzovou aktivitou FlavoGARD
LC104 (Rhodia Food UK LTD), ktord okrem odstrdnenia horkosti doddva
syru viac intenzivnu chut, hladSiu a krémove;jsiu konzistenciu [8].

Pouzitie dalSich Sirokospektrdlnych endopeptiddz, ako si napr. papain,
bromelain a trypsin naslo uplatnenie najmé pri modifikovani penivosti srvat-
kovych proteinov, a to zlepSenim penivosti a stability peny [2].

Pekdrsky priemysel

Komeréné preparaty, ktoré sa pouzivaju v pekarskom priemysle, si oby-
¢ajne zmesi karboxy- a aminopeptiddz alebo endo- a exopeptiddz. Vyuzivaju
sa na upravu vlastnosti pSeni¢ného gluténu v zavislosti od pozadovanych
vlastnosti konecného vyrobku. Bakteridlne endopeptiddzy sa vyuZivaju pre-
dovSetkym na tdpravu vlastnosti gluténu pSeni¢nej muky urcenej na vyrobu
suSienok, alebo oblatok, kde je potrebnd nizka viskozita cesta. Na druhej
strane pri vyrobe chleba, kde je Ziaduca chrumkavost a peknd farba korky,
ako aj celkova chutnost, nie je hydrolyza pSeni¢ného gluténu potrebna az
do takej velkej miery. V tomto pripade je uzito¢nejsi kontrolovany pridavok
fungédlnych endopeptiddz, napriklad Promod 357 a Promod 388
(Biocatalysts) [2].

Proteolytické enzymy modifikuju vlastnosti proteinov razi bez poruSenia
Struktitry findlneho chleba. Pri vyrobe suSienok sa pouZivaju proteolytické
enzymy namiesto hydroxysiri¢itanu sodného, ktory oxida¢ne deStruuje vita-
min B1 [4, 9]. Na tieto ucely sa vyuZivajui najmé bakteridlne neutrdlne endo-
peptiddzy, napr. Neutrase® (Novo Nordisk) [4]. Na zlepsenie symetrie boch-
nika, zlepSenie pdrovitosti a textury a na ziskanie lahSej striedky sa pouZiva-
ju fungilne proteolytické pripravky, obsahujice exo- aj endopeptiddzy.
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Privyrobe chleba urychluje peptiddiza Milenzyme Fungal Protease
z Aspergillus oryzae (Miles Laboratories Inc.) hydrolyzu gluténovych domén
obsahujucich vnitorné disulfidické vézby, ¢im sa zniZuje tvrdost muky, a zvy-
Suje sa roztaznost cesta. Krdti sa tym Cas potrebny na mieSanie. Zaroven
sa zvySuje objem bochnika a chlieb md hladSiu textiru [7]. Pomocou tejto
peptiddzy je mozné miernou hydrolyzou (stupen hydrolyzy 14 %) dosiahnut
lepSiu rozpustnost pSeniéného proteinu v SirSom rozsahu pH hodnét, a tym
zlepsit jeho stravitelnost [10]. HT-proteolytic® je peptidaza z Bacillus subtilis
(Miles Laboratories Inc.), ktord sa pouziva na ipravu muky s vysokym obsa-
hom proteinov v suSienkach, sladkom pecive, pizze a inych Specialitich
pekdrskeho priemyslu (zjemtiuje cesto, zlepSuje jeho roztaznost a redukuje
elastickost). Milenzyme Bromelain (Miles Laboratories Inc.) je proteolytic-
ky enzym izolovany z anandsov, ktory sa aplikuje pri hydrolyze vicSiny roz-
pustnych proteinov, napr. pri vyrobe obldtok a palaciniek [7].

Wroba piva

Potrebny obsah rozpustnych dusikatych zlicenin v pivovarskej sladine
je mozné zvysit ¢innostou peptiddz pritomnych v slade, resp. priddvanim
najma neutrdlnych bakteridlnych peptidaz [2, 7]. V nesladovom obili sa musi
chybajuca proteolyticka aktivita nahradit exogénnymi peptidazami. Pouzité
proteolytické enzymy musia byt stabilné pri 55-60 °C, musia mat optimum
aktivity pri pH v rozmedzi 6-7, Ziadana je rezistencia voci prirodnym pepti-
ddzovym inhibitorom a aktivita pri velmi nizkych koncentraciach proteinov.
NajcastejSie sa pouZiva papain, pretoZe sa neinaktivuje pasterizdciou piva
a nemd negativny vplyv na senzorické vlastnosti produktu [7]. Papain pred-
stavuje zmes cystefnovych endopeptiddz (papain, chymopapain, karikain).
Ich izoelektrické body sa pohybuju v alkalickej oblasti, a to 8,75 pre papain
a do 11,5 pre karikain. Papain sensu stricto, chymopapainy a karikain pred-
nostne katalyzuju Stiepenie véizieb na -COOH konci zdsaditych aminokyse-
lin (lyzin, arginin) [2]. Okrem zvy$enia vytazku mladiny a obsahu dusika
v nej, peptidazy odstranuju chladovy zdkal piva, ktory vznikd pocas finali-
zdcie vytvorenim komplexov proteinov s taninom [11]. Pomdhaju tiez
pri tvorbe arémy a plnosti chuti, pri filtracii a ¢ireni [7]. Na tieto ucely sa
privyrobe piva aplikuju prepardty Neutrase 0.5L (Novo Nordisk) alebo
zmes bakteridlnych peptiddz Alphalase AP (ABM, Rhone-Poulenc) [2].

Mdsovy priemysel

Proteolytické enzymy zohrdvaju dodlezitd ulohu v tenderizdcii mésa. Ten-
derizdcia masa prebieha pdsobenim endogénnych peptidaz, hlavne lyzozo-
malneho katepsinu a neutrdlnej metalopeptidazy [2]. Prates a kol. [12] potvr-
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dili fakt, Ze endogénne cysteinové peptidazy (kalpainy a katepsiny B, L a H)
maju priaznivy vplyv na tenderizdciu krali¢ieho mésa, pri ktorom sa pocas
9 dnf pri 4 °C pozorovala tvorba 30 kDa fragmentov a zoslabnutie Struktury
myofibrildrnych tkaniv. Okrem endogénnych peptiddz je mozné pouzit aj
exogénne peptiddzy ako su ficin, bromelain, papain, fungdlne peptidazy
alebo aktidin. Pri vyrobe fermentovanych masovych vyrobkov sa pridavok
exogénnej peptiddzy z Aspergillus oryzae (Solvay) k Startovacej kultire
(Lactobacillus plantarum + Staphylococcus carnosus) prejavil v zlepSeni chu-
ti, najma vo zvySenf slanosti a korenitosti [13]. Proteolytické enzymy pouzité
na tenderizdciu mésa by mali byt aktivne pri pH 4-5 a nizkej teplote, pricom
ich inaktivdcia ma prebehnut pri teplote asi 50 °C. Pre povrchovu tenderi-
z4ciu sa vyuziva najma aplikdcia 2%-ného papainu alebo 5%-nej mikrobidl-
nej peptidazy z Bacillus subtilis alebo Aspergillus oryzae. Malé zvySky maésa,
ktoré pri beznom spracovani ostdvaju na hlave alebo na kostiach zvierat, je
mozné pre pouzitie v potravinarskych produktoch ziskat rozpustenim pomo-
cou proteolyzy. Ziskané produkty je moZzné pouzit na obohatenie arémy
a chuti polievok a mésovych konzerv. Pre toto pouZitie sa najvhodnejSou
ukdzala byt Alcalase firmy Novo Nordisk z Bacillus licheniformis [7]. Bunky
Bacillus megaterium, Pseudomonas marinoglutinosa a Acromonas hydrophila
imobilizované pomocou algindtu vdpenatého sa osvedcili pri rozpustani
madsa ryb [14].

TaB. 2. Proteolytické enzymy pouZivané na urychlenie zrenia
fermentovanych masovych vyrobkov [13].
TAB. 2. Proteolytic enzymes used to accelerate the ripening
of fermented meat products [13].

Enzym! Typ? Zdroj3
NCDOI151 proteinase serinova peptidaza Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei NCDO151
Pronase E zmes endopeptiddz, amino- a Streptomyces griseus
karboxypeptiddz
Aspartyl-proteinase kysla endopeptiddza Aspergillus oryzae
Papain tiol-endopeptidaza Carica papaya
Alcalase® serinovd endopeptiddza Bacillus licheniformis
Bromelain endopeptiddza Ananas comosus
Neutrase® metaloendopeptiddza Bacillus subtilis
Fungal Protease® (Protease P) | zmes kyslych, neutrdlnych Aspergillus oryzae
a alkalickych peptiddz
Flavourzyme® zmes peptidaz s exo- aj Aspergillus oryzae
endopeptiddzovou aktivitou

1 - enzyme, 2 - type, 3 - source.
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Pocas vyroby fermentovanych mésovych vyrobkov sa v sic¢asnosti pouziva
mnoho proteolytickych enzymov s cielom urychlit proces zrenia (tab. 2).

Pouzitim peptiddzy Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NCDO151
sapo dvoch tyzdnoch zrenia dosiahla intenzivna a vyzretd chut, kyslost
a vhodnd tvrdost vyrobkov. Cas zrenia sa skratil az o 30-50% [13]. Melendo
a kol. [15] pouzili na zlepSenie textury chorizo (Spaniesky druh klobds) ko-
mercnu peptidazu bromelain. Zistili, ze enzym ma velmi dobry tenderiza¢ny
uc¢inok na misové vyrobky, najma v prvych 48 hodindch inkubdcie enzymu
v mésovej zmesi. Zapelena a kol. [16] Studovali vplyv pridavku metalopepti-
dazy z Bacillus subtilis (Neutrase, Novo Nordisk) do Startovacej kultury.
V dosledku endopeptidazove] aktivity enzymu sa okrem ndrastu obsahu
aminokyselin a a—amino dusika peptidov zlepsili senzorické vlastnosti final-
neho vyrobku.

Vyroba sojovych hydrolyzdtov

Upravou séjovej miiky alebo izolovanych séjovych proteinov proteolytic-
kymi enzymami sa produkuju pripravky s modifikovanymi funkénymi vlast-
nostami, ako je vysSia rozpustnost, stabilita peny a emulgacna kapacita. Hy-
drolyzdty séjovych proteinov sa pridavaju do potravin s nizkym pH, akymi su
napr. ndpoje. Proteolyzou ziskané rozpustné produkty nespdsobuju pri apli-
kdcii u vyrdbanych potravin problémy s tvorbou gélov, zdkalom a cudzou
aromou. Najviac¢Sou komplikdciou spojenou s hydrolyzatmi séjovych pro-
tefnov je vznik horkych peptidov. Stupen horkosti hydrolyzatu zavisi od stu-
pia hydrolyzy a druhu pouzitej peptiddzy. Na vyrobu séjového mlieka
zo sojovych bobov sa vyuziva neutrdlna peptiddza Neutrase (Novo Nordisk)
z Bacillus amyloliquefaciens, ktord vyrazne zvySuje obsah rozpustnych pro-
teinov [17, 18].

Inkubovanim séjovych semien s peptidazou z Bacillus sp. pri 37 °C pocas
20 hodin, ¢o su rovnaké podmienky ako pri fermentdcii séjového vyrobku
Natto s Bacillus natto, sa ziskal vyrobok s textirou podobnou tomuto vyrob-
ku. Hoci sa nedosiahla rovnaka droven chuti ani vone, vysledné hydrolyzaty,
ktoré pozostavali z peptidov s molekulovou hmotnostou mensou ako 10000,
nevykazovali Ziadnu imunoaktivitu. V pripade sdéjoveho syra Tofu sa
po 150-hodinovej inkubdcii pri 4 °C s peptiddzou z Aspergillus soyae dosiah-
lo takmer uplné odstrdnenie aktivity alergénov oproti monoklonélnej proti-
latke Specifickej ku Gly m Bd 30K. Podobne aktivny je aj enzymovy prepa-
rat Proleather FG-F (Amano Pharmaceutical Co.), ktory selektivne kataly-
zuje hydrolyzu s6jového alergénu Gly m Bd 30K, ako aj B—konglycininu [19].

Hydrolyzou sdjovej odtu¢nenej muky v pritomnosti peptiddzy Flavour-
zyme™ (Novo Nordisk) pri pH 6 a teplote 99 °C pocas 1,5 h v pritomnosti
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5.104 mol ribézy a 5.10-4 mol cysteinu sa ziskali hydrolyzaty s chutou a voniou
pripominajicou méso. Tieto sa potom mozZu pouZzit pri produkcii inych
potravin a predstavuju alternativu vyroby prichuti a esencif z rastlinnych pro-
teinov kyslou hydrolyzou [20]. Na tieto ucely je mozné pouzit aj preparaty
Promod 278, Promod 279 a Promod 280 (Biocatalysts), ktorych kaskddovi-
tym a ndslednym posobenim sa ziskaji hydrolyzéty rastlinnych proteinov
bez horkej chuti [2].

Odstrariovanie horkej chuti
Pouzitie niektorych hydrolyzdtov proteinov limituje ich horkd chut, ktora

je dosledkom cCinnosti pouzitych peptiddz a podmienok pocas hydrolyzy.
Tzv. horké peptidy, pritomné v hydrolyzdtoch, si obycajne tvorené 3-15
aminokyselinami hydrofébneho charakteru. Skoro vSetky peptidy, ktoré
obsahuju aminokyseliny ako leucin, izoleucin, tyrozin, prolin, valin, fenylala-
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OBR. 1. Zavislost intenzity horkej chuti od proteinového substratu a stupna hydrolyzy [2].
Hydrolyzaty sa ziskali pouzitim neutrdlnej peptidazy z Bacillus subtilis aplikovanej
v 1%-nej koncentrécii suspenzie.

F1G. 1. Dependence of the bitterness intensity on the protein substrate
and the degree of hydrolysis [2]. Hydrolysates were prepared using Bacillus subtilis neutral
peptidase applied in a suspension concentration of 1%.
1 - caffeine equivalents, 2 - degree of hydrolysis, 3 - meat, 4 - wheat gluten, 5 - casein.
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nin a tryptofdn su horké a intenzita horkej chuti je imernd poc¢tu hydroféb-
nych aminokyselin a dizke peptidu. Horké peptidy sa extrahovali z kazeinu,
syrov, mdsa, sdje a inych proteinovych zdrojov. Spravnym vyberom peptidazy
je mozné dosiahnut Stiepenie proteinov v mieste hydrofébnych aminokyse-
lin (napr. neutrdlna peptiddza Bacillus subtilis Stiepi vazby His-Leu,
Ala—Phe, Gly-Phe) alebo v poldrnejSich miestach polypeptidového retazca
(napr. bromelain Stiepi vdzby, kde si pritomné aminokyseliny Lys a Arg).
Vznik horkych peptidov do istej miery zavisi od stupnia hydrolyzy. Ich tvor-
ba rastie s rasticim stupfiom hydrolyzy a ¢asom dochddza k ustédleniu
a vytvoreniu platé (obr. 1). Vzniknuté peptidy, a tym aj intenzita horkej
chuti, budu vzdy in€ v zdvislosti od zvolenej endopeptiddzy pouZitej v pri-
marnej hydrolyze proteinu. Napr. hydrolyzdty vzniknuté posobenim rastlin-
nych sulthydrylovych peptidaz (papain, bromelain, ficin) budd menej horké
ako hydrolyzéty vzniknuté za katalyzy neutrdlnych alebo alkalickych pepti-
daz z Bacillus subtilis. Preto pre efektivne naplanovanie odstranenia horkych
peptidov v hydrolyzatoch je potrebné detailne poznat charakter a podmien-
ky primarnej hydrolyzy proteinu.

Na odstranenie horkej chuti proteinovych hydrolyzatov (obr. 2) si kome-
réne dostupné preparaty aminopeptiddaz a karboxypeptiddz. Debitrase® LL

aminopeptiddzal

oS i,

O

coom O CO0~
NH; lQO OOQQOQ

1
horky peptid? AK nehorky peptid3

O hydrofébny aminokyselinovy zvySok4

OBR. 2. Odstrdnenie horkej chuti proteinov pomocou aminopeptiddzy [2].
Aminopeptiddzy odStepuji jednotlivé aminokyseliny alebo pdry aminokyselin z amino konca
peptidovych retazcov. Odstiepenim hydrofébnych aminokyselin sa odstrani horka chut
hydrolyzatov. AK - aminokyseliny.

F1G. 2. Protein debittering effect of an aminopeptidase [2].
Aminopeptidases remove single or pairs of amino acids from the amino terminus of peptide
chains. Removal of the hydrophobic amino acids renders the hydrolysate non-bitter.

AK - amino acids. 1 - aminopeptidase, 2 - bitter peptide, 3 - non-bitter peptide, 4 - hydropho-
bic amino acid residue.
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Koncentrdt laktalbuminu
20 % w/v, pH 6,5
rcakény tank s mic§anim
a automatickou reguldciou pH!

rozpustnost pri pH 4 je 5 %?

pankrcatin 0,2 % w/w proteinu?

A

< NaOH
Hydrolyza 1 h pri 50 °C4
Inktivacia enzymu zahrevom stupen hydrolyzy 5-7 %,
na 80 °C pocas 2 min® rozpustnost pri pH 4 je 35 %9

Ochladenic na 50-60 °C,
kontrola pH 77

B Debitrase™ DBSS50
“ 0,1 % w/w proteinu8

Hydrolyza, 2 h?

Inaktivicia enzymu zahrevom stupen hydrolyzy 12-15 %,
na 80 °C pocas 5 min!0 rozpustnost pri pH 4 je 93 %11

OBR. 3. Priprava rozpustnych hydrolyzatov laktalbuminu bez horkej chuti [2].

F1G. 3. Production of a non-bitter soluble lactalbumin hydrolysate [2].
1 - lactalbumin concentrate 20 % w/v, pH 6.5, stirred reaction tank with automatic pH adjust-
ment, 2 - solubility at pH 4 is 5 %, 3 - pancreatin 0.2 % w/w protein, 4 - hydrolysis for 1 h at
50 °C, 5 - enzyme inactivation, heat to 80 °C for 2 min, 6 - degree of hydrolysis 5-7 %, solu-
bility at pH 4 is 35 %; 7 - cool to 50-60 °C, check pH 7.0, 8 - Debitrase™ DBS50, 0.1 % w/w
protein, 9 - hydrolysis for 2 h, 10 - enzyme inactivation at 80 °C for 5 min, 11 - degree of
hydrolysis 12-15 %, solubility at pH 4 is 93 %.

a Debitrase® DBP20 (Imperial Biotechnology) st aminopeptidazy produko-
vané baktériami mlie¢neho kysnutia, napr. Lactococcus lactis. Tieto zmesi
peptidaz su vysokoSpecifické na Stiepenie vdzieb hydrofobnymi aminokyseli-
nami a prolinom. Su uc¢innejSie ako zmesi leucinovych aminopetidaz produ-
kovanych Aspergillus oryzae znamych pod obchodnymi nazvami Debitrase®
DBS50 (Imperial Biotechnology), Flavorpro™ 192 (Biocatalyst)
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a Corolase™ 7093 (Rohm Tech). Z karboxypeptiddz sa pouZivaju plesnové
peptidazy produkované Aspergillus oryzae, sulfhydrylové rastlinné peptidazy
(bromelain) a Zivoc¢iSny pankreatin. Na uplné odstranenie horkej chuti sa
pozaduje pouzit kombindciu karboxypeptiddz spolu s aminopeptiddazami.
Prikladom je hydrolyza laktalbuminu, ktorej kone¢nym produktom je dobre
rozpustny materidl bez horkej chuti, pouzivany do nutri¢nych priprav-
kov, ndpojov pre Sportovcov (kulturistov) i starSich [udi a do diétnych népo-
jov urc¢enych na redukciu hmotnosti (obr. 3) [2].

Zaver

Proteolytické enzymy maju svoje praktické uplatnenie v roznych oblasti-
ach potravindrskeho priemyslu. Ich substratom su proteiny, ktoré predsta-
vuju velmi dolezitu sucast potravy cloveka. Svojim zloZenim, hlavne obsa-
hom esencidlnych aminokyselin, prispievaju k vyzivovej hodnote potravin.
Obsah aminokyselin je ddlezity aj z hladiska funkénych vlastnosti proteinov,
ktoré ovplyviiujui parametre potraviny. Z praktického hladiska je velmi ddle-
zité poznat podmienky, za ktorych ma konkrétny proteolyticky enzym poso-
bit, ako aj parametre daného enzymu, ktoré budu plne vyhovovat konkrét-
nej technoldgii.

Ziadané si najmi peptiddzy upravujiice funkéné vlastnosti proteinov
vo vyrabanych produktoch (tvorba gélu, nutricnd hodnota, vhodné senzo-
rické parametre, penivost, atd.), odstrafiujice horku chut hydrolyzédtov pou-
zivanych v potravindrskych technoldgiach, ako aj pepdiddzy znizujuce, resp.
odstranujuce alergénnost proteinov v potravinach.
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Application of proteolytic enzymes in food technology

HRCKOVA, M. - STURDIK, E. - ZEMANOVIC, J.: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 85-97.

SUMMARY. The article deals with the most important fields of proteolytic enzymes application
in food industry. Proteolytic enzymes (peptidases), catalyzing the hydrolysis of peptide bonds
in proteins significantly improve nutritive, sensoric and texture properties of raw materials,
intermadiates as well as end products in food technology. The main attention is devoted to
the application of animal, plant and microbial proteolytic enzymes in dairy, bakery and brew-
ing industries, in the production of soya hydrolysates, and in the meat industry.

KEYWORDS: proteolytic enzymes; food peptidases; hydrolysis of proteins; application
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