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ABSTRACT

The aim of our work was proteolysis (enzymatic hydrolysis) of plant proteins, wheat, barley
and oat. We used 0.1% and 1 % protein substrates which we hydrolyzed with the use of 0.5%
and 1% of proteolytic enzymes, Trypsin, Subtilizin A, Subtilizin BPN" and ,,Nitrazym*
(alcalic Ser-protease of subtilisin type prepared at KBB FBP SPU in Nitra) at a temperature of
37°C and optimum pH for 15 — 360 minutes. From results it follows that the most suitable is
albumine bovine and less suitable were prolamin proteins of wheat grain. The optimum of
hydrolysis time was 30 minutes. Molecular weights of hydrolyzates prepared by Trypsin are
about 24 kDa and in the range 45 kDa-66 kDa, by Subtilizin A to 28 kDa, by Subtilizin BPN”
in the range 45 kDa-66 kDa and by ,,Nitrazym* in the range 14 kDa-27 kDa and 5-6 kDa.
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ABSTRAKT

Cielom naSej prace bola proteolyza (enzymova hydrolyza) rastlinnych bielkovin, pSenice,
jacmena, ovsa. Pouzili sme 0,1% a 1% bielkovinové substraty, ktoré sme hydrolyzovali 0,5%
a 1% proteolytickymi enzymami, Trypsin, Subtilizin A, Subtilizin BPN’, ,Nitrazym*
(alkalicka Ser-proteédza subtilizinového typu pripravend na KBB FBP SPU v Nitre), pri teplote
37°C a optimalnom pH pocas 15 — 360 minut. Z vysledkov vyplyva, Ze najvhodnejSim
substratom je hovédzi sérovy albumin, najmenej vhodnym, st prolaminové bielkoviny zrna
pSenice. Optimdlnym casom hydrolyzy je 30 minit. Molekulovd hmotnost’ hydrolyzatov
pripravenych Trypsinom je okolo 24 kDa a 45 kDa—66 kDa, Subtilizinom A do 28 kDa,
Subtilizinom BPN" 45 kDa—66 kDa a , Nitrazymom* 14 kDa—27 kDa a 5-6 kDa.
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UvVOD
Proteolyza - enzymova hydrolyza sa za posedné roky ukéazala ako velmi ucinny, a

z hl'adiska zachovania vyzivovej hodnoty potravin, aj ako Setrny spdsob upravy funkénych
vlastnosti potravin.

Hydrolyzaty rastlinnych bielkovin maja Siroké perspektivne vyuzitie ako nahrada
bielkovin zZivoc¢isSneho povodu. Enzymovou hydrolyzou sa ziska z povodnej bielkoviny zmes
Stiepnych produktov od vysokomolekulovych peptidov, cez nizkomolekulové peptidy az po
aminokyseliny. Kone¢né zlozenie hydrolyzatu zavisi od pouzitia konkrétneho enzymu a od
stupiia nastiepenia bielkoviny (Krkogkova — Simkova, 1998).

Nutri¢nd kvalita ziskanych bielkovinovych hydrolyzatov zavisi od obsahu peptidov
s nizkou molekulovou hmotnostou. Nizkomolekulové peptidy su totiz l'ahSie resorbované
¢revnou sliznicou ako volné aminokyseliny (Webb, 1990). Predpoklada sa, Ze optimalnu
molekulovii hmotnost’ z hl'adiska travenia ma peptid zloZeny asi z 20 zvySkov aminokyselin.
Vyrazny vplyv na uvedené vlastnosti bielkovinovych hydrolyzatov ma aj substratova Specifita
proteaz, ktoré hydrolyzuju bielkoviny na rozdielne peptidy, Casto aj na vol'né aminokyseliny
(Gopalkrishnan, 2000).

Jednym zo spdsobov ako zvysit’ vyuzitelnost’ bielkovin je aplikacia proteolytickych
enzymov predovsetkym mikrobidlneho pdvodu na upravu polymérnych zlucenin na oligo- az
monomérne (Perrot a i., 1999, Yeboah a i., 1999, Clemente, 2000).

Enzymaticky hydrolyzované bielkoviny sa vyuzivaji ako aditivne latky s funkénymi
uc¢inkami a ako vyzivové zlozky Specidlnych diétnych pripravkov.

MATERIAL A METODIKA

Ako substraty pre proteolyzu (enzymaticki hydrolyzu) sme pouzili samostatné
jednotlivé bielkovinové frakcie, pripravené extrakciou zo pSeni¢ného, jaémenného a ovseného
Srotu. Za Gcelom odstranenia pouzitého extrakéného roztoku a pripravy suchého preparatu
bielkovin sme jednotlivé frakcie lyofilizovali a aplikovali na SDS-PAGE. Pre porovnanie
ucinku protedz na rdzne bielkoviny sme uskutoCnili hydrolyzu aj s hovddzim sérovym
albuminom (BSA) a ovoalbuminom (OA) vajecného bielka.

V praci sme aplikovali najrozSirenejSie komeréne dostupné proteolytické enzymy,
Trypsin, Subtilizin A, Subtilizin BPN’ a enzym pripraveny na KBB FBP SPU pracovne
nazvany ,,Nitrazym®. V pokusoch sme pouzili 0,1% a 1% substraty, ktoré sme hydrolyzovali
0,5% a 1% enzymovymi preparatmi o rdznej aktivite pri teplote 37°C pocas 15 — 360 minut.

pH optimum jednotlivych enzymov reakciou s rovnakym mnozstvom enzymu o roznej
aktivite v 1g preparatu sme stanovili pomocou univerzalneho tlmivého roztoku podla
Theorella a Stenhagena v roztoku pH 4,0 — 11.

Hydrolyticka G¢innost’ jednotlivych enzymov sme stanovili pomocou tzv. formolovej
titracie, pri ktorej sa mnozstvo volnych aminokyselin v reakénej zmesi stanovuje titracne ako
pocet mg aminodusika.



VYSLEDKY A DISKUZE

V enzymovych reakciach je pH zékladnou reakénou podmienkou. Z vysledkov sme
zistili, Ze Trypsin je proteaza s pH optimom 7,5, Subtilizin A je proteaza s pH optimom 8,0.
Pre Subtilizin BPN' je pH optimum 10,5 a pre ,,Nitrazym* je pH optimum 9,0 — 9,5. Do
hydrolytickych zmesi sme pouzili fosfore¢nanovy tlmivy roztok, ktorého pH vzdy
zodpovedalo pH optimu daného enzymu.

V reak¢nej zmesi ktora obsahovala Trypsin sa najviac aminokyselin uvolnilo v reakcii
s hoviddzim sérovym albuminom. Pri reakcii Trypsinu s 0,1% aj 1% hovddzim sérovym
albuminom bola najintenzivnejsia hydrolyza uz do 30 minut, kedy sa uvolnilo 15,82 mg N a
20,02 mg N. Dal§im vhodnym substratom je ovoalbumin, z ktorého sa za dany &as uvolnilo
14,14 mg N a 15,26 mg N pricom takmer rovnakil hydrolyzu sme zistili aj ked’ sme do
reakcnej zmesi aplikovali pSeni¢né albuminy a globuliny, z ktorych sme ziskali 13,72 mg N a
15,26 mg N. Nevhodnymi substratmi su gliadiny a gluteniny, u ktorych ani po 360 minttach
reakcie nenastal vyraznej$i hydrolyticky rozklad. Optimalnymi podmienkami hydrolyzy je
0,1% koncentracia albuminového substratu, 0,5% koncentracia Trypsinu a ¢as hydrolyzy 30
mintt.

Pri hydrolyze bielkovin Subtilizinom A sme najacinnejsi rozklad dosiahli v reakéne;j
zmesi, ktord obsahovala hovddzi sérovy albumin, priCom najvyraznejS§ie uvolnenie
aminokyselin nastalo do 30 minat. Dal§imi vhodnymi substratom je ovoalbumin a p3eniéné
albuminy a globuliny. V porovnani s tymito bielkovinami sa hydrolyza gluteninov
zrealizovala len s asi s 1/3- G¢innost'ou a gliadiny sa prejavili ako nevhodny substrat.

Hydrolyzou enzymom Subtilizin BPN" sme zistili, Ze najvhodnej$im substratom je
hovidzi sérovy albumin (BSA), v reakcii s ktorym sme pri 0,1% koncentracii substratu a
0,5% koncentracii enzymu za 30 minut ziskali 10,36 mg N, pri¢om v reakcii s ovoalbuminom
sme dosiahli takmer rovnaké mnozstvo produktu, 9,10 mg N.

Z rastlinnych bielkovin boli pre hydrolyzu najvhodnejSim substratom albuminy a
globuliny. Podobne ako v pripade Trypsinu a Subtilizinu A, ani pri pouZiti Subtilizinu BPN’
nemalo prediZenie ¢asu hydrolyzy vyraznejsi vplyv na mnozstvo uvolnenych aminokyselin.

Najvhodnej$imi substratmi pri hydrolyze enzymom ,,Nitrazym* boli opét’ albuminové
bielkoviny, v poradi hovddzi sérovy albumin, ovoalbumin a pSeni¢né albuminy a globuliny,
kedy sa v reakcii 0,1% substratu s 0,5% enzymom uvol'nilo 30 mintitovou hydrolyzou 10,92
mg, 10,78 mg a 8,68 mg aminodusika. V uvedenej reakénej zmesi sme viak predizenim ¢asu
hydrolyzy na 60 minit zaznamenali najvyraznej$i narast mnozstva produktov, a to 14,4% v
reakcii so pSeni¢nymi albuminmi a globulinmi.

Pre zavedenie metddy na stanovenie molekulovych hmotnosti ziskanych hydrolyzatov,
peptidov, sme vyuzili metdodu elektroforetickej determinacie v polyakrylamidovom géli
s vyuzitim komer¢nych nizkomolekulovych a vysokomolekulovych Standardov. Testované

hydrolytické reakéné zmesi obsahovali 1% substrat BSA a 1% enzym pri teplote 37°C pocas



15 — 360 minut v prostredi optimalneho pH. Produkt bol lyofilizovany a aplikovany do
PAGE.

Hydrolyzou Trypsinom sme ziskali zmes, ktord obsahovala predovSetkym peptidy
s molekulovou hmotnostou okolo 24 kDa a pomerne vysoké mnozstvo peptidov
s hmotnostou 45 kDa — 66 kDa. ZvySovanim ¢asu hydrolyzy dochadzalo k iplnému rozkladu
nizkomolekulovych peptidov. Subtilizin A hydrolyzoval bielkovinovy substrat podstatne
lepSie. Vznikla zmes peptidov so S$ir§im intervalom molekulovych hmotnosti. VicSina
produktov ma molekulovi hmotnost’ do 28 kDa a to aj v ¢ase hydrolyzy 120 mintt. Podstatne
mensSie je zastupenie peptidov s molekulovou hmotnostou nad 45 kDa.

Zistili sme, Ze Subtilizin BPN” stiepil hovédzi sérovy albumin najmé na peptidy s hmotnostou
45 kDa — 66 kDa, ¢o je nedostatoéné a nevyhovujice. Dalgie frakcie mali hmotnost’ asi
27 kDa a 14 kDa, ¢o je uz pre vyuzitie na pripravu potravin alebo krmiv vhodny produkt.

Po posobeni ,Nitrazymu* sme ziskali produkt s ve'mi Sirokym spektrom molekulovych
hmotnosti. Podl'a intenzity elektroforeogramu usudzujeme, ze najvacsiu Cast’ tvoria peptidy
s hmotnostou 14 kDa — 27 kDa. Stanovili sme aj pritomnost’ nizkomolekularnych peptidov
s hmotnostou 5 — 6 kDa. Mdzeme teda predpokladat’, Ze na pripravu hydrolyzatov bielkovin
je ,,Nitrazym* vhodnej$im enzymom ako komerény Subtilizin BPN".

V hydrolyzatoch bielkovin pSenicného a ja¢menného Srotu ziskanych reakciou
s alkalickou proteazou ,,Nitrazym“ (KBB FBP) sme s pomocou VUZV Nitra stanovili
aminokyselinové zastupenie. PoCas hydrolyzy pSenicného Srotu sa vyrazne zvysil obsah
esencialnych aminokyselin v hydrolyzate. Obsah lyzinu stipol po 6 hodinach hydrolyzy az
o 100%, vyrazne sa zvysilo aj zastipenie Phe a Arg, a to 0 59% a 42%. V pripade jaémenného
Srotu sme nepozorovali taky vyznamny ndrast volnych esencidlnych aminokyselin
v hydrolyzate ako u pSeni¢ného Srotu. Najviac sa hydrolyza prejavila zvySenim obsahu Lys
a His, a to 0 40% a 38%, ako aj Arg o 31%.

ZAVER
e Aplikované enzymy su alkalické proteazy s nasledovnym pH optimom: Trypsin pH 7.5,
Subtilizin A pH 8,0, Subtilizin BPN" pH 10,5 a ,,Nitrazym* pH 9,5 - 10,0.

e NajvyraznejSou proteolytickou u¢innostou sa vyznacuje protedza Trypsin, najmenej
efektivnym bol Subtilizin BPN".

e Protedza ,Nitrazym* svojou aktivitou zodpoveda protedaze Subtilizin A. Hydrolyzy
in vitro dokazali, ze ,Nitrazym* je schopny pdsobit’ na peptidové vézby rastlinnych
bielkovin, najmé albuminov, globulinov a v nizkej intenzite aj na gluteniny.

e Najvhodnej$im substraitom je hovddzi sérovy albumin, najmenej vhodnym, takmer
nehydrolyzovatel'nym, su prolaminové bielkoviny zrna pSenice - gliadiny.



e Pre pouzité bielkovinové substraty je optimalnym casom hydrolyzy 30 minut, ktory sa na
zéklade ekonomickych prepoétov moze zvysit' na 60 minat. PrediZenie ¢asu hydrolyzy na
360 minat nemd vyraznej$i vplyv na mnozstvo ziskaného produktu.

e V hydrolyzate nativnych substratov vyrazne stipol obsah esencidlnych aminokyselin - v
pSenici 0 100% lyzin, 59% fenylalanin, 42% arginin, v jameni o 40% lyzin, 38% histidin,
31% arginin.

e Hydrolyzou Trypsinom sa ziska zmes peptidov s molekulovou hmotnost’ou okolo 24 kDa
a 45 kDa — 66 kDa.

e Posobenim protedzy Subtilizin A vznikla zmes peptidov prevazne s molekulovou
hmotnost'ou do 28 kDa.

e Subtilizin BPN" bielkoviny na peptidy s hmotnost'ou 45 kDa — 66 kDa, ¢o je nedostato¢né
a nevyhovujuce. Dal3ie frakcie mali hmotnost’ asi 27 kDa a 14 kDa.

e Po podsobeni ,Nitrazymu* sa ziskal produkt s vel'mi Sirokym spektrom molekulovych
hmotnosti. Najvicsiu Cast’ tvoria peptidy s hmotnostou 14 kDa — 27 kDa, ale bola
dokazana aj pritomnost’ nizkomolekuldrnych peptidov s hmotnostou 5 — 6 kDa.
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