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Enzymova hydrolyza bielkovin hrachu

BERNADETTA KRKOSKOVA - MARIA SIMKOVA - HELENA STRAZNICKA

SUHRN. Sledovala sa enzymova hydrolyza bielkovin hrachu. Ako substrat boli v hydrolyza-
¢nych pokusoch pouzité laboratdrne pripravené koncentraty bielkovin hrachu. Priebeh
hydrolyzy sa sledoval pri pouziti roznych koncentracii substratu a potravinarskych enzy-
mov neutrazy, alkaldzy a pepsinu. Na sledovanie zmien bielkovinovej skladby v priebehu
hydrolyzy sa pouzila SDS-PAGE elektroforéza.

Kinetika hydrolyza¢nych reakcif bola pri pouZiti rozlicnych enzymov rdzna, s narasta-
jucim stupniom hydrolyzy sa na separacnych géloch zvySoval pocet pdsov prislichajicich
menSim Stepom leguminu a vicilinu, ako aj pdsov pre mensie Stepy albuminu.

Rastlinné produkty predstavuju velmi vyznamnu zlozku ludskej potravy.
Coraz Castejsie sa stretdvame v ludskej populdcii s alergickymi ochoreniami
na urcité druhy potravin. Jednou z takychto potravin su aj strukoviny, a to
najma arasSidy a sdja, ale aj hrach. V priebehu technologického procesu spra-
covania potravin mozno alergény sposobujuce alergické ochorenia Ciastocne
alebo tplne eliminovat, a to:

- mechanickym procesom oddelovania bielkovin,

- tepelnym spracovanim,

- chemickymi reakciami,

- enzymovou hydrolyzou.

Enzymova hydrolyza predstavuje jednu z moZnosti zniZovania alergenici-
ty potravin. Enzymovou hydrolyzou sa okrem chemickych zmien vyznamne
ovplyviiuje fyzikdlna Struktira a textura potravin. UmozZiiuje SirSie vyuZitie
bielkovin a modifikdciu ich funkénych vlastnosti [1].

Ak sa hovori o enzymovej modifikacii potravinarskych bielkovin, rozumie
sa pouzitie izolovanych enzymov v hydrolyza¢nom procese. V nasSich experi-
mentoch sme pouzili potravindarske enzymy neutrdzu, alkaldzu a pepsin.
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Proces enzymovej hydrolyzy mozno charakterizovat nasledujicimi zak-
ladnymi parametrami:

- koncentraciou substratu,

- pomerom enzym - substrat (E/S),

- pH,

- teplotou,

- stupiiom hydrolyzy (DH), ktory je definovany ako pomer poctu
rozStiepenych peptidovych vézieb k celkovému poctu peptidovych
vézieb.

Koncentricia substratu, pomer enzym - substrdt a teplota ovplyviiuju
rychlost reakcie. Enzymovou hydrolyzou sa ziska z povodnej bielkoviny zmes
Stiepnych produktov od vysokomolekulovych peptidov, cez nizkomolekulové
peptidy az po aminokyseliny. Kone¢né zloZenie hydrolyzatu zdvisi od
pouzitého konkrétneho enzymu a od stupnia nastiepenia bielkoviny [2].

V prispevku prezentujeme vysledky Studia enzymovej hydrolyzy bielkovin
zo strukovin potravindrskymi enzymami neutraza, alkaldza a pepsin.

Material a metddy

V hydrolyza¢nych pokusoch sme ako substrdt pouzili koncentrdty
bielkovin hrachu, pripravené v laboratdriu extrakciou pomletého hrachu
[3,4]. Na enzymovu hydrolyzu sa pouzili potravinarske enzymy Alkalase 2,4
L, enzym Neutrase 0,5 L a 1,5 MG - komer¢né vyrobky firmy Novo-Industri
a Pepsin - vyrobok firmy Léciva Praha.

Enzym alkaldza je bakteridlna alkalickd proteindza (endoproteindza
serinového typu), ktord sa ziskava z vybraného kmena Bacillus licheniformis
submerznou fermentédciou. Enzym neutrdza je bakteridlna proteindza, ktora
sa ziskava z kmena Bacillus subtilis.

Pri pokusoch s alkaldzou a neutrdzou sa priebeh hydrolyzy sledoval
pH-stat metddou, ktord doporucuje vyrobca tychto enzymov na sledovanie
priebehu procesu. Pri tomto postupe sa monitoruje pH a hydrolyzacnd zmes
sa titruje lihom na udrziavanie stdleho pH. Na zdklade mnozstva spotrebo-
vaného lihu, ktoré je umerné dosiahnutému stupniu hydrolyzy, mozZno pro-
ces kontrolovat [5].

Podmienky hydrolyzy:

- koncentrédcia substratu: v hydrolyza¢nej zmesi sa pohybovala v
rozmedzi od 23 g1 do 43,2 g.I'! (koncentracia bielkovin sa urcila na
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zaklade stanovenia dusika Kjeldahlovou metddou a prepoctom N x
6,25),

- koncentrdcia enzymu: v jednotlivych pokusoch pomer E/S variroval
od 0,059 AU.g'1 do 1,15 AU.g"! (AU - Ansonova jednotka vyjadrujica
enzymovu aktivitu enzymu),

- reakcnd teplota: 50 °C,

- pH hydrolyzac¢nej zmesi: 7 (neutrdza), 8 (alkaldza).

Teplota hydrolyzy a pH reakcnej zmesi boli zvolené ako optimum
pre pouzity enzym.

Celkova hmotnost hydrolyza¢nej zmesi sa v jednotlivych pokusoch pohy-
bovala od 1500 ml do 1870 ml.

Trvanie hydrolyzy varirovalo od 30 min do 210 min.

Pre hydrolyzacné experimenty bolo zostavené laboratdrne zariadenie,
ktoré pozostdvalo:

- z temperovanej hydrolyza¢nej nddoby s mieSadlom a elektrédami

na kontrolu pH,
- cirkula¢ného kvapalinového termostatu,
- digitdlneho pH metra,

- byrety.

Priebeh hydrolyzy a dosiahnuty hydrolyzacny stupen (DH) sa sledoval
na zdklade spotreby NaOH. Stupen hydrolyzy je definovany ako pomer
poctu rozstiepenych peptidovych vidzieb (na hmotnostni jednotku
bielkoviny) k celkovému poctu peptidovych vézieb a uddva sa v percentdch
[5]

V pripade hydrolyzy pepsinom sa disperzie pripravené z hrachovej miuky,
resp. z bielkovinového koaguldtu hydrolyzovali za Standardnych podmienok
24, resp. 48 hodin a mnozstvo rozstiepenej bielkoviny sa zistovalo na zdklade
stanovenia obsahu bielkovin v substrdte Kjeldahlovou metddou [6].

Na charakterizovanie bielkovinovej skladby extraktov i bielkovinovych
frakcif sa aplikovala analyza pomocou postupov SDS-PAGE elektroforézy.

SDS-PAGE analyzy sa vykonali modifikovanym postupom podla
Laemliho [7], na zariadeni Mighty Small II (zariadenie pre elektroforézu
firmy Hoefer Pharmacia Biotech.). Elektroforéza na SDS-polyakrylami-
dovych géloch sa vykonala po redukcii vzoriek f-merkaptoetanolom.

Podmienky elektroforézy:
- koncentrdcia separacného gélu: 12,5 %,
- koncentrdcia vzorkového gélu: 4 %,
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trvanie elektroforézy: 4 hodiny pri 70 V, 13 A (vzorkovy gél) a 130 V,
22 A (separacny gél).
Po elektroforéze sa gély farbili roztokom Coomassie Brilliant Blue R 250
v zmesi rozpustadiel metanol : voda : kyselina octovda (4,5:4,5:1) pocas
2 hodin. Na odfarbenie sa pouzila zmes etanol : glycerol : voda (2:1:7).
Na zdklade analyzy Standardnych zmesi nizkomolekulovych a vysoko-
molekulovych bielkovin sa pre SDS-PAGE gély zostrojili kalibra¢né Ciary.

Vysledky a diskusia

Vysledky sledovania priebehu enzymovej hydrolyzy su zhrnuté v
tabulkdch 1. a 2. V tabulke 1. si uvedené parametre enzymovej hydrolyzy
bielkovin hrachu enzymom neutrdza. Ako substrdt sa pouzili koncentraty
bielkovin. Stupen hydrolyzy sa pohyboval v rozsahu od 10,32 % po 15,12 %.
Substrét pripraveny extrakciou pri neutrdlnom pH sa na separacnom géli
rozdelil na 6 pasov, pricom leguminu a jeho podjednotkdm prislichali pasy
pri molekulovej hmotnosti 60 a 35-37 kDa a vicelinu pasy pri 50 a 29 kDa.
Pasy albuminov boli pri 26 kDa a 17-18 kDa. Pri hydrolyzacnom stupni 10
vykazovali hydrolyzdty 5 pasov. V porovnani so zlozenim substrdtu sa stratil

TaBUIKA 1. Enzymova hydrolyza bielkovin hrachu neutrdzou.
TABLE 1. Enzymatic hydrolysis of pea proteins by neutrase.

Parametre hydrolyzy! Substrat?
Koncentrét bielkovin hrachu3
Mnozstvo bielkoviny* [g] 46,5 43,5 39,0 48,0 67,3
Koncentrécia bielkoviny> [g.1-1] 31,0 29,0 26,0 30,0 36,0
Pomer enzym - substrit® 0,32 1,03 1,15 0,56 0,67
Trvanie hydrolyzy? [min] Hydrolyzaény stupen8 [%]
10 9,23 8,29 12,09 8,60 9,16
30 10,00 9,14 14,51 9,58 10,74
60 10,51 9,47 15,12 10,32 11,09
90 10,77 9,81 15,12 10,32 11,27
120 11,02 9,98 15,12 10,32 11,27
150 11,02 10,15 - - -
180 11,02 10,32 - - -

1 - hydrolysis parameters, 2 - substrate, 3 - concentration of pea proteins, 4 - total amount
of protein, 5 - protein concentration, 6 - enzyme - substrate weight ratio, 7 - duration of
hydrolysis, 8 - degree of hydrolysis.
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TaBUIKA 2. Enzymova hydrolyza bielkovin hrachu alkaldzou.
TaBLE 2. Enzymatic hydrolysis of pea proteins by alkalase.

Parametre hydrolyzy! Substrat?
Hrach3 Koncentrét bielkovin hrachu#
Mnozstvo bielkoviny [g] 64,8 34,5 37,5 37,5 60,7
Koncentracia bielkoviny® [g.11] 43,2 23,0 25,0 25,0 325
Pomer enzym - substrat’ 0,111 0,139 0,128 0,128 0,059
Trvanie hydrolyzy$ [min] Hydrolyza¢ny stupeil® [%]
10 6,80 8,85 7,20 7,67 4,80
30 - 13,45 10,64 11,27 7,92
60 12,15 16,34 - 14,09 -
90 13,60 17,87 - 15,65 -
120 - - - 17,06 -
150 - - - 17,53 -
180 - - - 18,16 -

1 - hydrolysis parameters, 2 - substrate, 3 - pea, 4 - concentration of pea proteins, 5 - total
amount of protein, 6 - protein concentration, 7 - enzyme - substrate weight ratio, 8§ - duration
of hydrolysis, 9 - degree of hydrolysis.

pas prislichajuci vicelinu s 50 kDa a zvyraznil sa pds pri 29 kDa. Nezistili sa
pasy pre podjednotky leguminu v rozsahu 35-37 kDa. Vyrazny pds sa zistil
pre albumin s 26 kDa a objavili sa pdasy pre menSie albuminy, resp. Stepy
vicilinu v rozsahu 18-14 kDa. Pre hydrolyzaty so stupfiom 11 sa zistilo 7
pasov, z toho 5 zretelne oddelenych. Pre leguminové podjednotky sa zistil
pas prislichajuci kyslym polypeptidom s 43 kDa a 9 kDa, pre vicelinové
Stepy pds pri 29 kDa. Okrem vyrazného pdsu pre albumin pri 26 kDa sa
ukdzali pasy pre malé molekuly v rozsahu 20-14 kDa. V hydrolyzite s
najvysSim stupfiom hydrolyzy sa identifikovalo 5 pdsov - intenzivne pdsy pre
albuminy s 26, 19 a 17 kDa.

V tabulke 2. si uvedené parametre enzymovej hydrolyzy bielkovin hrachu
alkaldzou. V pripade hydrolyzy alkaldzou sme ako substrat pouzili okrem
koncentratu bielkovin aj pomlety suSeny hrach. Jednotlivé hydrolyzy sa
riadili tak, aby sa ziskali hydrolyzaty s rozlicnym stupiom hydrolyzy. Stupen
hydrolyzy sa pohyboval v rozsahu od 7,92 % po 18,16 %. Ako vidiet z vysled-
kov, pri hydrolyze alkaldzou sme dosiahli vyssi stupen hydrolyzy. Reak¢éna
rychlost hydrolyzy sa s asom zniZovala, a to umerne ubytku substrdtu.
Najvacsi ndrast hydrolyza¢ného stupnia sa dosiahol v prvych 30 az 60 minu-
tach hydrolyzy pri pouZiti obidvoch enzymov. V pripade pouZitia enzymu
neutrdza sa po 60 min stupenl hydrolyzy nemenil, pri hydrolyze s enzymom
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alkaldza doslo este po 60 min k miernemu zvySeniu hydrolyza¢ného stupna,
¢o zodpoveda aj charakteristike hydrolyza¢nych kriviek enzymov neutrdza
a alkaldza pri pouziti r6znych bielkovinovych substratov [4].

Pri experimentoch s alkaldzou sa podla hydrolyzy, resp. jej rozsahu meni-
lo zastupenie jednotlivych bielkovinovych fragmentov v hydrolyzatoch.
Substrat, pripraveny alkalickou extrakciou, vykazoval na separa¢nych géloch
6 charakteristickych pdsov, pre legumin v oblasti 60 kDa a jeho bazické
polypeptidy s 20-22 kDa, pre vicilin a jeho podjednotky v oblasti 50 kDa,
resp. 36-38 kDa a pre albuminy s 26 a 14-14,6 kDa. Pri najmenSom rozsahu
hydrolyzy (hydrolyzacny stupen 7,92) sa na separac¢nych géloch identifikova-
lo 5 pdsov. V porovnani so vzorkou substrdtu sa stratil pas vicilinu pri 50 kDa
a zistil sa pds pre jeho podjednotky s 30 kDa. Ukdzal sa pds pre podjednotky
leguminu s 43 kDa a vyrazny pds pre bdzické polypeptidy pri 20 kDa.
Namiesto albuminového pdsu pre 26 kDa sa ukdzal pds v oblasti 16 kDa
pre menSie albuminy. Pri stupni hydrolyzy okolo 10 sa detegovalo 7 pdsov.
NajvyraznejSie pasy prislichali albuminom s 24 a 20 kDa. Pésy pre podjed-
notky leguminu a vicilinu boli v pasmach nizsich (34-39 kDa pre legumin,
resp. 28 kDa pre vicilin). Podobny trend v zastipeni fragmentov sa zistil aj
pri hydrolyza¢nych stupnioch 14 a 18, pricom sa zvySoval pocet pdsov
pre albuminy s nizkou molekulovou hmotnostou v rozsahu od 24 kDa
po 14 kDa.

Hydrolyza¢né pokusy s alkaldzou a neutrdzou sme prerusili po dosiahnut{
urcitého zvoleného stupna hydrolyzy za ucelom sledovania priebehu zmien
bielkovinovej skladby. V ziadnom z pokusov hydrolyza neprebehla tplne,
a to najmé z casovych dovodov (velké spomalenie reakcie pri zniZzeni kon-
centrdcie substratu). Nizku hydrolyzovatelnost si vysvetlujeme jednak
aminokyselinovou S$pecifitou pouzitych enzymov, jednak podmienkami
hydrolyzy v alkalickej oblasti.

Hydrolyza pepsinom prebiehala odliSnym spdsobom. Rozsah hydrolyzy,
zistovany na zdklade koncentrécie bielkovin v substrate, bol vac¢si ako v pri-
pade alkaldzy a neutrdazy. V experimentoch, kde sa ako substrat pouzila dis-
perzia hrachovej muky, sa po 24 hodindch p6sobenia enzymu zhydrolyzoval
47 % - 59 % podiel bielkoviny, po 48 hodindch 78 % bielkoviny. Pri substrdte
pripravenom z izoelektrického koaguldtu bielkovin bol zhydrolyzovany
podiel bielkovin po 24 hodinach i 48 hodinach vys8i v priemere 0 5 % az 10 %.

Rozdelenie bielkovin a bielkovinovych fragmentov hydrolyzdtov na sepa-
ra¢nych géloch bolo odliSné od rozdelenia hydrolyzdtov alkaldzovych
a neutrdzovych. Hydrolyza prebiehala hlbSie, na géloch bolo detegovanych
viac pdsov, najmd v oblasti malych molekulovych hmotnosti. ZloZenie
hydrolyzdtov po 24 hodindch a 48 hodindch bolo prakticky totoZné.
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Hydrolyzaty hrachovych disperzii vykazovali 9 pdsov, a to pre legumin a
jeho fragmenty pri molekulovej hmotnosti 58-63 kDa, resp. 40 kDa a pre
vicilin pri 31-35 kDa. Dalsich 6 pasov pre 22, 19, 17, 13, 10 a 8 kDa patrilo
Stepom vicilinu a albuminom. Hydrolyzéty disperzii z koaguldtu bielkovin
mali na separacnych géloch 7 pdsov. Pasy pre legumin a vicilin boli rovnaké
ako v pripade hrachovych disperzii a v oblasti molekulovej hmosti od 22

[kDa]

94

30

OBR. 1. SDS-PAGE bielkovin hrachu.
F1G. 1. Polyacrylamide gel electrophoresis of pea proteins.

1 - hydrolyzdt bielkovin hrachu pepsinom, 24 h

2 - hydrolyzat koaguldtu bielkovin hrachu pep-
sinom, 24 h

3 - LMW Sstandard (Standardnd zmes bielkovin
s nizkou molekulovou hmotnostou)

4 - hydrolyzat bielkovin hrachu pepsinom, 48 h

5 - hydrolyzat koagulatu bielkovin hrachu pep-
sinom, 48 h

6 - HMW S$tandard (Standardnd zmes bielkovin
s vysokou molekulovou hmotnostou)

7 - extrakt bielkovin hrachu alkaldzou, DH = 10,6

8 - extrakt bielkovin hrachu alkaldzou, DH = 18,6

9 - extrakt bielkovin hrachu neutrdazou, DH = 15,1

10 - extrakt bielkovin hrachu neutrazou, DH = 11

1 - hydrolysate of pea proteins by pepsin, 24 h

2 - hydrolysate of pea proteins coagulate by
pepsin, 24 h

3 - LMW (low molecular weight) standard

4 - hydrolysate of pea proteins by pepsin, 48 h

5 - hydrolysate of pea proteins coagulate by
pepsin, 48 h

6 - HMW (high molecular weight) standard

7 - hydrolysate of pea proteins extract by alcalase,
DH = 10,6

8 - hydrolysate of pea proteins extract by alcalase,
DH = 18,6

9 - hydrolysate of pea proteins extract by neu-
trase, DH = 15,1

10 - hydrolysate of pea proteins extract by neutrase,

DH =11
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do

8 kDa boli detegované 4 pasy.
Na obr. 1. je ukdzka gélu s elektroforetickym delenim bielkovin

vybranych hydrolyzdtov.

Zaver

Na zdklade vykonanych experimentov s hydrolyzou bielkovin hrachu

rozliénymi enzymami mozno urobift nasledujuice zavery:
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- kinetika hydrolyza¢nych reakcii bola pri pouziti rozlicnych enzymov
rozna,

- mechanizmus hydrolyzy bol pri pouZiti alkaldzy a neutrdzy podobny,
hydrolyza alkaldzou vSak prebiehala za porovnatelnych podmienok
koncentrdcie substrdtu a enzymu rychlejsie, ako hydrolyza neutrdzou,

- s narastajucim stupfiom hydrolyzy sa na separa¢nych géloch zvySoval
pocet pasov prislichajuicich mensim Stepom leguminu a vicilinu, ako aj
pasov pre menSie albuminy,

- pri hydrolyze alkaldzou sa v porovnani s neutrdzovymi hydrolyzatmi
vo vaéSom rozsahu vytvarali alkalické polypeptidy leguminu,

- hydrolyza pepsinom prebehla v najvicSom rozsahu, na separacnych
géloch bol velky pocet pdasov v oblasti malych molekulovych hmotnosti.
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