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Enz;imovi hydrolfza kazeinu v membrinovom reaktore

JAROSLAV ZEMANOVIE DAGMAR STOITOVA JARMILA SILLOVA

Suhrn. Porovnali sme priebeh enzymovej hydrolyzy kazeinu za pritomnosti trypsinu
v p[{-state za Standardnych podmienok a v membrdnovom reaktore. Ultrafiltr6t z membrii-
noveho reaktora obsahoval 7 aminokyselin, predov5etkym tyrozin. lenylalanin a histidin.
Inhibicia produktom nemala rozhodujuci vplyv na uvolnenie aminokyselin. Ku koncu
hydrollizy sa vo zvy5enej miere uvoliovali nizkomolekulovc peptidy.

Teoreticki iast'

Pre priebeh enzimovej hydrolyzy proteinov je charakteristick6 spomalenie
reakcie po urditom dase hydrol j,zy |l.Spomalenie hydrolyzy kazeinu sa vysvet-
luje moZnosdami: a) autolizou a inbktiv6ciou enzimu, b) vznikom fragmentov
kazeinu, ktore p6sobia ako inhibitory enzimu, c) vjskytom fragmentov kazeinu
obsahuj0cich peptidove vdzby chr6nene vnttri nativneho proteinu. Experimen-
t6lne boli vyhiden6 prv6 dve moZnosti. Zahriatim na l00oC a pdsobenim
ultrazvuku do5lo k spristupneniu niektorych peptidickfch vdzieb a k zvy5eniu
stupia hydrolfzy v porovnani so Standardnfm postupom. Tym sa neobjasnila
otinka vplyvu produktov na priebeh hydrolfzy. Jedna z hlavnych moZnosti ako
odstrafiovat' reakdne produkty zhydrolyzovanej zmesi je pouZitie membr6nov6-
ho reaktora 12, 31. Enzymovy membr6novf reaktor sa pouZil aj na hrube
rozdelenie produktov hydrollzy podla molekulovej hmotnosti, jednotlive pro-
dukty sa dalej identifikovali pomocou HPLC a analizou aminokyselin [a].

Olohou naiej pr6ce bolo sledovaf priebeh enzymovej hydrolfzy kazeinu
v membrdnovom reaktore a zistit'pripadny inhibidnf riiinok koncovfch pro-
duktov na kinetiku enzymovej hydrolyzy.

Ing. Jaroslav Zemanovid, CSc.. Ing. Dagmar Stollov6, Ing. Jarmila Sillovrl, Katedra
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MateriSl a met6dy

Na hydrolyzu sme pouZili laboratorne pripraveny kazein a proteindzu trypsin
(Lediva, Praha). Podmienky hydrolyzy: pH 8,0, 45oC, trypsin 0,04mg.ml I

a 250 ml I 7o roztoku substratu, reakcia prebiehala v pH-state.
Zapojenie pH-statu: reakin6 n6doba s 250 ml I 7o roztoku substritu s tempe-

rovanim, mieSanim magnetickym mie5adlom, meranim pH, privodom roztoku
NaOH derpadlom a recirkul6ciou reakdnej zmesi pomocou peristaltickeho der-
padla cez ultrafiltradny prvok Chiraplat (Chirana, Sta16 TurA) pri tlaku 20 kPa.
Tlak sme nastavili tak, aby sme ziskali l00ml filtratu za l0 minrit. Odfiltrovany
roztok sme v retentate nahradili vodou upravenou na pH 8.0 a 45 oC.

Ako kontrolu sme uskutodnili enzymovu hydrolyzu I %o roztoku kazeinu'za
Standardnych podmienok bez ultrafiltrfcie.

Na hodnotenie priebehu hydrolyzy sme pouZili spotrebu 0.5 mol . I I NaOH
priddvan6ho do retentatu, ubytok peptidickych vdzieb stanovenych biuretovou
reakciou, dalej uvoliovany tyrozin a aminokyseliny stanoven6 v ultrafiltrite
a retentAte pomocou Folinovho dinidla. resp. pomocou ninhydrinu [5]. Stupeir
hydrolyzy (DFI) sme poditali ako pomer zistenej hodnoty oproti povodnej
hodnote. Takto sme poditali DH,H zo spotreby NaOH, DHr., z mnoZstva
neroz5tiepenlch peptidickych vdzieb, Dhr,, z mnoZstva uvolnen6ho tyrozinu
a DHo* z mnoZstva uvolnenych aminokyselin.

Vfsledky a diskusia

V priebehu enzymovej hydrolyzy bez ultrafiltrdcie sme odoberali vzorkr
v urditych iasovych intervaloch. Pri enzymovej hydrolyze s ultrafiltrerciou sr.r

tak6to intervaly nedali dodrZat', nakolko sme odoberali l00ml objemy filtratu.
ktore sa neodfiltiovali vZdy za rovnaky das. Priebeh enzymovej hydrolyzy bol
charakterizovany pomocou stanovenia uvol'neneho tyrozinu. v5etkych amint'-
kyselin. mnoZstva nerozStiepenych peptidickych vdzieb a spotreby NaC)H a gra-
ficky'm zndzornenim ziskanych hodnot na obr. I a 2. Sudet hodn6t zistenrch
v retent6te a v ultrafiltrfte poskytol udaj o vyslednom priebehu hydrolrzr
s ultrafiltriciou.

Zistili sme, Ze mnoZstvo uvolnen6ho tyrozinu sa po 70 minutach uZ nemenric
a hydrolyza bez ultrafiltrfcie a s ultrafiltrdciou mala podobny priebeh. Obs.rh
uvolnen6ho tyrozinu v retenttite a v ultrafiltr6te mal charakteristicky priebeh.
ktory vlastne urdoval vysledny priebeh enzymovej hydrolyzy (obr. la).

V pripade mnoZstva uvolnenych aminokyselin (obr. lb) vysledny prieb,e:
hydrolyzy s ultrafiltr6ciou bol charakterizovany vzostupom mnoZstva aminok'. -

selin aj na konci hydrollizy. domu zodpovedala aj stirpajuca spotreba NaOl:
(obr. 2b).
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Mno2stro ner()ritiepenych peptidickych viizieb v priebehu hydrolyzy klesalo,
prii',-rrn snie zistiii ich vlrraznei5i pokles pri r,;vslednom priebehu hydrolyzy
s ultraflltriiciou (obr. 2a).

Filtrat odobrany po 43 minutach hydrolyzy obsahoval podla analyzy na
Autornatickom analyzatore aminokyselin 339 (Mikrotechna, Praha) 7 amino-
kyselin (tatr. 1). Pri porovnani so vz6jomny-rn zastupenim aminokyselin v kazei-
ne sme vo liltrAte zistili vy55i obsah predov5etkym tyrozinu, fenylalaninu a histi-
dinu.

Tabul'ka l. Vzljomn6 zastupenie'.t"n.l 
",lttl,i,ltselin 

v ultrafiltr6te hydrolyzitu kazeinu po

Ta b le I . Distribution of lree amino acids in ultrafiltrate of casein hydrolysate alter 43 minutes

A n-rin okyselinar

Vzijomn6 zastupenie aminokyselin I

Kazeinr

I%l
Ultrafi ltrilt hydrolyz6tua

t%l

Val
Met
Leu
Ty.
Phe

His
L-vs

8.2

l.l
'7.9

'7,4

3.7
5)
7.1

6.0
5?

10.8

24,5

24.5

r 8,6
10,5

Spolu' 40.6 100,0

I Distribution ot'amino acids. 2 -- Amino acid. 3 " Casein, 4 - Ultrafiltrate of hydrolysate.
5 Sum.

Ui pri hodnoteni kinetiky enzymovej hydrolfzy s ultrafiltrdciou (obr. I a 2)
sme spozorovali,Le reakcia nie je inhibovand produktom - uvolnenymi amino-
kyselinami. a Ze ku koncu reakcie sa vo zvyienej miere tvorili peptidy. Pre
spresnenie tohto pozorovania sme vypoditali konedne stupne hydrolfzy na
z.Aklade r6znych zistenlch irdajov. Hodnoty vypoditan6 pre enzymovi hydroly-
zubez ultrafiltr6cie a s f,ou sir v tab. 2. Relativne vysoki stupefi hydrollfzy sme

zistili pri DHr,, a DHno. Ak berieme do uvahy, ie nie v5etky molekuly tyrozinu
a ostatnich aminokyselin sir pristupn6 riiinku enzymu, m6Zeme predpokladat.
Ze spomalenie reakcie hydrolyzy bolo zapridinen6 vyderpanim substr6tu, t. j.
roz5tiepenim teoreticky hydrolyzovateLnych peptidicklfch vdzieb. Potvrdzuje to
skutodnost', iez DHr,a DH.\Kbez ultrafiltr6cie a s iou su takmer rovnak6, hoci
odstranovanie produktu by malo hydrolyzu vyrazne zvdd5it'. Hodnoty DHp,p
a DH,H v tab. 2 nam zaroveh uk6zali. Ze poiet roz5tiepenych peptidickych
vazieb pri hydrolyze s ultrafiltraciou je vyrazne vy55i, z doho sa d5 usudzovat.
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Oeptreurnuf, rrr,qponrr3 Ka3enna a Ine*r6panHoM pearcTope

Pel roue

Msr cpanHn,ru nporeKaHlte Qepueuruoro ruaporr.r3a Ka3eHHa B npr,rcyrcrBnr.r rpuncltra o pH-
-crare npH craH,tlaprHbrx ycJloBl,ttx n r ueu6paHHoM peaKTope. V,lrrpaSu,rsrpar rr veu6paHrro-
ro peaKTopa coaepxan 7 auusornc,lor, rJraBHbrM o6parona r[po3r,rg, @euu;ra,raHru A rLrcrAAnH.
l4nru6uuus npoayKToM He HMera peualoruee snilcHne Ha Bbrae!'reHr{e aMr,rHoKnc-;ror. B roHue
Fnnponfi3a B fioBbnueHHofi Iuepe ruge,rtJlrcb Hu3xoMoJ,'reKyJ.rrpHbre nenrHrbr.

Enzymic hydrolysis of casein in a membrane reactor

Sum ma ry

Tryptic hydrolysis ol casein in pH-stat at standard conditions and in a mcmbranc reactor was

compared. Ultrafiltrate from membrane reactor contained 7 amino acids. mainly tyrosine. phenyl-
alanine and histidine. There was no influence olend products, on amino acid release. In the end of
hydrolysis low molecular peptides were mainly released.
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