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Enzymova hydrolyza proteinov

JAROSLAV ZEMANOVIC-—JARMILA SILLOVA—DAGMAR $TOLFOVA

Suhrn. Urobila sa enzymova hydrolyza kazeinu, kukuriéného gluténu, séjového izo-
latu, protemov srvatky za pritomnosti proteinaz trypsinu a Alcalase v pH-state pri 50°C
a pH 8,0. Pri hydroiyze kazeinu sa menil pomer uvolneného tyrozinu k celkovym uvolnenym
aminokyselinam v zavisiosti od pH a ¢asu hydrolyzy. Pri vy$som pH Stiepenie peptidovych
viizieb prebiehalo prednostne za vzniku peptidov a s nizSou tvorbou volnych aminokyselin.
Z roznych substratov sa najrychlejsie hydrolyzovali proteiny srvatky. V roznych hydrolyza-
toch mali dominantné zastupenie histidin, tyrozin + fenylalanin a leucin.

Teoreticka cast

Hoci proteinazy patria medzi enzymy, ktoré st vyrabané v najvi¢Som merad-
le, v potravinarskom priemysle sa zatial pouzivaji iba malo.

Enzymova hydrolyza roznych proteinov pozostava z hydrolyzy urcitych
peptidovych vizieb, pricom vznikaju rozne peptidy a volné aminokyseliny.
Tento proces sprevadzaju zmeny fyzikalnych, fyzikalno-chemickych a inych
funkénych vlastnosti prislusného proteinu. Prejavuje sa to v zmene viskozity
roztoku, chuti, rozpustnosti a povrchovoaktivnych vlastnosti proteinu [15].

Prehlad vSetkych aspektov enzymovej hydrolyzy proteinov zrhnul Adler-
-Nissen [1].

Najviac sa enzymova hydrolyza proteinov vyuziva pri vyrobe mlieénych
produktov, pricom sa predovsetkym hydrolyzuje kazein. Kazein nie je definova-
ny protein, najviacsi podiel tvori ag- f- a x-kazein. Tieto sa vyrazne liSia
primarnou a sekundarnou Strukturou [14]. Na zaklade tejto skutoCnosti je
spravnejsie skiimat enzymovu hydrolyzu tychto definovanych proteinov [2—5].
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V uvedenych pracach sa pri enzymovej hydrolyze pouzili ag,- a f-kazein a enzy-
my produkované kmenmi Lacrobacillus helveticus a L. casei, ako aj chymozin,
trypsin a plazmin. »x-kazein sa pouziva na Stiepenie viazby Phe 105—Met 106 [6].
Svoje opodstatnenie ma aj skimanie faktorov ovplyviiujicich hydrolyzu kazei-
nu {7, 9, 10], gluténu [8], proteinov repkového [9, 10] a sojového [10] semena.

Vyznamnou zlozkou enzymového hydrolyzatu nie su len volné aminokyseli-
ny, ale aj peptidy roznej velkosti. Na delenie tychto peptidov sa vyuziva HPLC
{4, 5, 11, 12]. Z hiadiska mechanizmu hydrolyzy niektoré peptidy st koncovymi
produktami reakcie. Svoj vyznam tu ma aj stupen fosforylacie proteinov. Na
preparacné delenie peptidov z kazeinového hydrolyzatu sa vyuzilo dvojstuprio-
ve delenie, pricom po gélovej filtracii sa zaradila afinitna chromatografia s imo-
bilizovanym kovom [13].

Neprijemnou strankou enzymovej hydrolyzy je vznik peptidov horkej chuti
{16, 17]. Nazory na velkost horkych peptidov su rozne. ale vSeobecne sa usudzu-
je, ze pricinou horkej chuti sit hydrofobne aminokyseliny ako leucin, fenylalanin
a prolin.

Nové moznosti pri realizacii enzymovej hydrolyzy poskytuje membranova
technologia a membranoveé reaktory. V priebehu reakcie sa odstranuje vznikaju-
ci produkt a cely proces mozno realizovat ako kontinualny [S, 18]. Velkost
molekuly produktu mozno regulovat velkostou porov v membrane. V takomto
systéme je stale ta ista proteinaza az do jej inaktivacie, ¢o zvysuje jej vyuzitie.

Cielom prace bolo hlbsie preskimat parametre ovplyviujice enzymovu hyd-
rolyzu vybranych proteinov pri pouziti preparatov proteinaz trypsin a Alcalase.

Material a metody

Na enzymovu hydrolyzu sme pouzili zdroje proteinov uvedené v tab. 1, ktoré
boli v praskovej forme. Cerstvy kukuriény glutén sme ziskali v Slovenskych
Skrobarnach v Bolerazi. Pri navazovani substratov sme zohladnili skuto¢ny
obsah proteinov. &, sluzi na vypocitanie stupna hydrolyzy (DH) zo spotreby
roztoku NaOH, potrebného na neutralizaciu odhydrolyzovanych karboxylo-
vych skupin. Ako proteinazy sme pouzili trypsin (Léciva, Praha) a Alcalase
(Novo Industri, Dansko).

Roztoky substratov sme pripravovali rozpustanim navazky v 5—10ml
0.1 mol.1"' NaOH vo vriacom vodnom kupeli po¢as 5 minat. Potom sme po
zriedeni vodou upravili pH na hodnotu 8.0 a doplnili vodou na pozadovany
objem.

Postup pri hydrolyze: 20 ml roztoku substratu, pH 8,0 sme v pH-state za
mieSania vytemperovali na 50 °C a pridali 5 ml roztoku proteinaz. V prislusnych
¢asovych intervaloch sme odoberali 1 ml vzorky a pridali 1ml 0,1 mol.l""
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Tabulka 1. Obsah proteinov v pouzitych substratoch
Table 1. Protein content in used substrates

Substrat' [molh.“I:g 0 Proteiny*” Povod
Kazein® 8,2 81.8 pripraveny zrazanim v kyslom
prostredi*

Sojovy izolat® 7.8 88.3 Purina, Belgicko’

Kukuri¢ny glutén’ 9.2 42,0 Skrobarne, Boleraz

Proteiny srvatky® 8.8 40,2 laboratorne pripravené'”
h,, — pocet peptidovych viizieb v proteine v mol.kg ': Number of peptide bonds in protein as
molkg .
* — Kjeldahlova metoda; Kjeldahl method.
I — Substrate, 2 — Proteins, 3 — Casein, 4 — Soybean protein isolated, 5 — Corn gluten,

6 — Whey proteins, 7 — Origin, 8 Prepared by precipitation in acid medium, 9 Purina,
Belgium, 10 —— Prepared in a laboratory.

NaOH na zastavenie reakcie. Tento roztok sme pouzili na stanovenie stupna
hydrolyzy DH. Na udrzovanie pH 8,0 v pH-state sme pouzivali 0,1 mol.l "'
NaOH.

Na stanovenie stupna hydrolyzy sme pouzili 4 metody. DH,, sme pocitali
z celkovej spotreby roztoku NaOH v priebehu hydrolyzy [1]. DH,,, sme pocitali
7 mnozstva nerozstiepenych peptidovych vizieb stanovenych biuretovou meto-
dou. DH,, sme pocitali z mnozstva uvolneného tyrozinu stanoveného Folino-
vym ¢inidlom. DH,, sme poéitali na zaklade stanoveného mnozZstva uvolne-
nych aminokyselin pomocou ninhydrinového cinidla [19]. Prislusny DH je
podiel stanovenej a povodnej hodnoty vyjadreny v %.

Jednotlivé volné aminokyseliny v hydrolyzate boli stanovené automatickym
analyzatorom aminokyselin AAA 339, vyrobca Mikrotechna, Praha.

Vysledky a diskusia

Na hodnotenie enzymovej hydrolyzy 1 % roztoku kazeinu pri roznom pH za
pritomnosti trypsinu sme pouzili zistené pomery mnozstva uvolneného tyrozinu
a mnozstva uvolnenych aminokyselin. Ziskané vysledky su v tab. 2. Vyssie
zastipenie tyrozinu v aminokyselinaich po 5 minutach hydrolyzy kleslo na
hodnoty 0,40—0,47 po 30 minttach hydrolyzy. Najvys$si pomer tyrozinu k ami-
nokyselinam bol pri pH 8,5. Stupne hydrolyzy stanovené po 30 minutach
reakcie poskytli zaujimavé informacie. Mnozstvo uvolnenych aminokyselin
klesalo so stupajucim pH. Boli odhydrolyzované 4/5 povodného obsahu tyrozi-
nu v kazeine, ¢im sa v tomto smere hydrolyza blizila k Gplnému vycerpaniu
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Tabulka 2. Enzymova hydrolyza 1% kazeinového roztoku pri réznom pH, trypsin
0,04mg.ml ', teplota 50°C
Table 2. Enzymic hydrolysis of 1 % casein solution at various pH, trypsin 0.04 mgml~', tempe-
rature 50°C

Cas hydrolyzy' [min]

pH 5 10 15 20 30 DH,x DH,, DH
Tyr/AK

DH

Pep

75 0,72 0,57 0.42 0.41 0,40 15,0 81,0 12,3 10,0
8.0 0,80 0,63 0,58 0,52 0,42 13,4 76,0 23,3 13,6

8,5 0,57 0,50 0,51 0,47 0,47 12,0 79,1 30,9 17,7

DH,x — stupen hydrolyzy pocitany z mnozstva uvolnenych aminokyselin: Degree of hydrolysis
calculated from the amount of released amino acids.

DH,, — stupen hydrolyzy po¢itany z mnozstva uvolneného tyrozinu; Degree of hydrolysis

4 calculated from the amount of released tyrosine.

DH,y,, — stupen hydrolyzy po€itany z mnozstva nerozstiepenych peptidovych vizieb; Degree of
hydrolysis calculated from the amount of uncleaved peptide bonds.

DH,,; — stupen hydrolyzy pocitany zo spotreby 0,1 mol.1"" NaOH; Degree of hydrolysis
calculated from the consumption of 0.1 moll~" NaOH.

Tyr/AK — pomer mnozstva uvolneného tyrozinu k mnozstvu uvolnenych aminokyselin: Ratio of
the released tyrosine amount to released amino acid amount.

1 — Hydrolysis time.

substratu. So stupajucim pH stiplo aj mnozstvo rozstiepenych peptidovych
vdzieb, ¢o znamena zvySent tvorbu peptidov na tkor vzniku volnych aminoky-
selin.

V priebehu enzymovej hydrolyzy réznych proteinov za pritomnosti proteinaz
Alcalase a trypsinu sme stanovili uvolneny tyrozin, uvolnené aminokyseliny
a vypocitali stupne hydrolyzy. Vysledky su v tab. 3. Pri 1 % srvatke s Alcalase
a 1% gluténe s trypsinom sa totalne odhydrolyzoval tyrozin. V tychto pripa-
doch boli aj najvyssie hodnoty DH,. Vo vicsine pripadov doslo za 120 mintt
takmer k zastaveniu reakcie hydrolyzy.

Analyzou volnych aminokyselin v hydrolyzate sme zistili ich vzajomné zastu-
penie v %. Vysledky su v tab. 4. V hydrolyzate z 2 % kazeinu a 1 % sojového
izolatu posobenim trypsinu bolo viac ako 69 % histidinu a tyrozinu + fenylala-
ninu. Tyrozin a fenylalanin sa nedali samostatne vyhodnotit. V hydrolyzate
z kazeinu boli aj vysSie obsahy lyzinu — 11,7 % a argininu — 12,7 %. V hydro-
lyzéate z 8 % Cerstvého gluténu sme zistili pestrejsiu paletu aminokyselin, domi-
nujuce boli tyrozin + fenylalanin, leucin a arginin. Z 8 % sojového izolatu za
pritomnosti Alcalase ziskany hydrolyzat obsahoval ako hlavné aminokyseliny
histidin a leucin.
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Tabulka 3. Enzymova hydrolyza roznych proteinov, teplota 50°C, pH 8.0, koncentracia enzy-

mu 0,5mg.ml '

Table 3. Enzymic hydrolysis of different proteins, temperature 50°C, pH 8.0, enzyme concen-

tration 0.5mgml !

Cas hydrolyzy® [min]
Substrat' 30 ] 90 120 30 60 9 120
g DHT\‘r DHAK
Alcalasc
1% Kazein®
i % Glutén* 32 83 -— 84 13 15 15 15
| % Sojovy izolat® 82 83 84 84 13 16 e 18
1 % Proteiny’ srvatky 100 100 100 100 17 21 22 24
8% Glutén® 28 30 36 — 3 3 - 5
8 % Glutén cerstvy® 46 52 62 9 10 15 -
8% Sojovy izolat® 40 49 53 6 7 8 10
- Trypsin
1 % Kazein' 74 80 - — 15 19 —
1% Glutén® 95 96 98 99 24 27 29 31
8 %% Glutén* 39 43 43 s 7 10 10 =
8 % Glutén &erstvy® 24 38 57 — 3 9 12 —
DHy,, — stupen hydrolyzy pocitany z mnozstva uvolneného tyrozinu; Degree of hydrolysis calcu-
lated from the amount of released tyrosine.
DH . — stupen hydrolyzy po¢itany z mnoZstva uvolnenych aminokyselin; Degree of hydrolysis

calculated from the amount of released amino acids.
Substrate, 2 — Hydrolysis time, 3 — Casein, 4 — Gluten, 5 — Gluten fresh, 6 — Soybean
orotein isolated, 7 — Whey proteins.

Tabulka 4. Zastipenie aminokyselin v hydrolyzatoch
Table 4. Distribution of amino acids in hydrolysates

Aminokyseliny v hydrolyzatoch® [%]
Aminokyselina'
a b © d
Asp - — 1,7
Val 2,2 5,0 7,0 9.9
Leu 39 — 21,0 249
lle - — 6.0 10,0
Phe + Tyr 33.8 46.6 28.0 10,7
Met - = 3.0 ==
Lys 11,7 3.0 8.0 2
Arg 12,7 — 14,0 —
His 35.7 454 6,0 41.6
Ostatné’ — 7,0 —
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Pokracovanie tab. 4
Continue table 4

d

(4

d —

2% kazeinovy roztok, trypsin 0,1 mg.ml~', ¢as hydrolyzy 30 minat; 2% casein solution.
trypsin 0.1 mgml~' 30 minute hydrolysis time.

1 % roztok sojového izolatu, trypsin 0,5mg.ml™', ¢as hydrolyzy 90 mintt; 1 % solution of
isolated soybean protein, trypsin 0.5mgml ', 90 minute hydrolysis time.

8 % roztok cerstvého gluténu, trypsin 0,5 mg . ml™ ', ¢as hydrolyzy 120 miniit; 8 % fresh gluten
solution. trypsin 0.8 mgml ', 120 minute hydrolysis time.

8 % roztok sojoveho izolatu, Alcalase 0,5mg.mi ', ¢as hydrolyzy 120 minut; 8 % solution
of isolated soybean protein, Alcalase 0.5mgml~', 120 minute hydrolysis time.

1 — Amino acid, 2 — Amino acids in hydrolysates, 3 — Others.

[

10.

1.
12

13.

14.
15.

16.
17.
18.
19
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MepMeHTHBIH THIPOJIH3 NPOTEHHOR
Pesrome

BbL1 3aeaH GepMEHTHBIH TMAPOJIN3 Ka3eHHa, KYKYPY3HOT O [IFOTEHA, COEBOIO BbIAEICHHS. TIPO-
TCHHOB ChIPOBATKH B MPHCY/ACTBUU MPOTEHHA3 TpUnchHa U Alcalase B pH-cTaTe npu temnepatype
50°C u pH 8,0. ITpu ruapoause Ka3eHHA MEHSJIOCh B3aHMOOTHOILCHHE BbIJICJICHHOIO THPO3HHA
¥ OOLIMM CBOOOIHBIM AMHHOKHCJIOTAM B 3aBUCUMOCTH Ha pH 1 BpeMenu ruapo.tisa. [pu Bbiciiom
pH pacmeniesne nenTHAHBIX CBsA3€H MPOXOIUIO MPEUMYILICCTBEHHO 3d BO3HUKHOBIICHHS MENTH-
0B M TIOHM)KEHOM BO3HHKHOBEHMM CBOOOHBIX aMHHOKHCIOT. M3 pasHbix cybeTpatos ObicTpee
THAPOJIM3MPOBAINCh TIPOTEHHBbI ChIPOBATKU. B pasHbIX THAPOIM3aTAX MMEIN JTOMHHUPYIOIICC
NpeCTABICHUE TUCTUAMH, TUPO3UH + DEHUTATAHUH U JICHLIMH.

Enzymic hydrolysis of proteins
Summary

Enzymic hydrolysis of casein, corn gluten, isolated soybean proteins. whey proteins was carried
out in the presence of trypsin and Alcalase in the pH-stat apparatus. at pH 8.0 and 50°C. During
casein hydrolysis, the ratio free tyrosine : free amino acids was dependent on pH value and hydroly-
sis time. At higher pH, peptide bonds were preferentially cleaved giving rise to peptides and
simultaneously, decrease in free amino acid content was recorded. The whey proteins had the highest
rate of hydrolysis from the used proteins. Histidine, tyrosine + phenylalanine and leucine were the
nredominant amino acids in analysed hydrolysates.

297



