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Enzymova hydrolyza kazeinu v membranovom reaktore

JAROSLAV ZEMANOVIC—DAGMAR STOLFOVA—JARMILA SILLOVA

Sthrn. Porovnali sme priebeh enzymovej hydrolyzy kazeinu za pritomnosti trypsinu
v pH-state za Standardnych podmienok a v membranovom reaktore. Ultrafiltrat z membra-
nového reaktora obsahoval 7 aminokyselin, predovetkym tyrozin, fenylalanin a histidin.
Inhibicia produktom nemala rozhodujici vplyv na uvolnenie aminokyselin. Ku koncu
hydrolyzy sa vo zvySenej miere uvolnovali nizkomolekulové peptidy.

Teoreticka éast

Pre priebeh enzymovej hydrolyzy proteinov je charakteristické spomalenie
reakcie po urcitom Case hydrolyzy [1]. Spomalenie hydrolyzy kazeinu sa vysvet-
[uje moznostami: a) autolyzou a inaktivaciou enzymu, b) vznikom fragmentov
kazeinu, ktoré posobia ako inhibitory enzymu, ¢) vyskytom fragmentov kazeinu
obsahujucich peptidové viazby chranené vnutri nativneho proteinu. Experimen-
talne boli vylucené prvé dve moznosti. Zahriatim na 100°C a pdsobenim
ultrazvuku doslo k spristupneniu niektorych peptidickych vizieb a k zvySeniu
stupnia hydrolyzy v porovnani so §tandardnym postupom. Tym sa neobjasnila
otazka vplyvu produktov na priebeh hydrolyzy. Jedna z hlavnych moznosti ako
odstraniovat reak¢né produkty z hydrolyzovanej zmesi je pouzitie membranové-
ho reaktora [2, 3]. Enzymovy membranovy reaktor sa pouzil aj na hrubé
rozdelenie produktov hydrolyzy podla molekulovej hmotnosti, jednotlivé pro-
dukty sa dalej identifikovali pomocou HPLC a analyzou aminokyselin [4].

Ulohou nasej prace bolo sledovat priebeh enzymovej hydrolyzy kazeinu
v membranovom reaktore a zistit pripadny inhibi¢ny u¢inok koncovych pro-
duktov na kinetiku enzymovej hydrolyzy.

Ing. Jaroslav Zemanovié, CSc., Ing. Dagmar Stolfova, Ing. Jarmila Sillova, Katedra
mlieka, tukov a hygieny pozivatin. Chemickotechnologicka fakulta STU, Radlinského 9, 81237
Bratislava.
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Material a metady

Na hydrolyzu sme pouzili laboratorne pripraveny kazein a proteinazu trypsin
(Léciva, Praha). Podmienky hydrolyzy: pH 8.0, 45°C, trypsin 0,04 mg.ml "'
a 250ml 1 % roztoku substratu, reakcia prebiehala v pH-state.

Zapojenie pH-statu: reakéna nadoba s 250 ml 1 % roztoku substratu s tempe-
rovanim, miesanim magnetickym miesadlom, meranim pH, privodom roztoku
NaOH cerpadlom a recirkulaciou reakc¢nej zmesi pomocou peristaltického cer-
padla cez ultrafiltracny prvok Chiraplat (Chirana, Stara Tura) pri tlaku 20 kPa.
Tlak sme nastavili tak, aby sme ziskali 100 ml filtratu za 10 minut. Odfiltrovany
roztok sme v retentate nahradili vodou upravenou na pH 8,0 a 45°C.

Ako kontrolu sme uskutoc¢nili enzymovu hydrolyzu 1 % roztoku kazeinu za
Standardnych podmienok bez ultrafiltracie.

Na hodnotenie priebehu hydrolyzy sme pouzili spotrebu 0,5mol.1 ' NaOH
pridavaného do retentatu, ubytok peptidickych vézieb stanovenych biuretovou
reakciou, dalej uvolnovany tyrozin a aminokyseliny stanovené v ultrafiltrate
a retentate pomocou Folinovho ¢inidla, resp. pomocou ninhydrinu [5]. Stupen
hydrolyzy (DH) sme pocitali ako pomer zistenej hodnoty oproti povodnej
hodnote. Takto sme pocitali DH,y, zo spotreby NaOH, DH,, z mnoZstva
nerozstiepenych peptidickych vizieb, Dhy,, z mnozstva uvolneného tyrozinu
a DH . z mnozstva uvolnenych aminokyselin.

Vysledky a diskusia

V priebehu enzymovej hydrolyzy bez ultrafiltracie sme odoberali vzorky
v urcitych ¢asovych intervaloch. Pri enzymovej hydrolyze s ultrafiltraciou sa
takéto intervaly nedali dodrzat, nakolko sme odoberali 100 ml objemy filtratu.
ktoré sa neodfiltrovali vZzdy za rovnaky ¢as. Priebeh enzymovej hydrolyzy bol
charakterizovany pomocou stanovenia uvolneného tyrozinu, vsetkych amino-
kyselin, mnozstva nerozstiepenych peptidickych vizieb a spotreby NaOH a gra-
fickym znazornenim ziskanych hodnot na obr. 1 a 2. Sucet hodnot zistenvch
v retentate a v ultrafiltrate poskytol udaj o vyslednom priebehu hydrolvzy
s ultrafiltraciou.

Zistili sme, ze mnozstvo uvolneného tyrozinu sa po 70 minutach uz nemenilc
a hydrolyza bez ultrafiltracie a s ultrafiltraciou mala podobny priebeh. Obszh
uvolneného tyrozinu v retentate a v ultrafiltrate mal charakteristicky priebeh.
ktory vlastne urcoval vysledny priebeh enzymovej hydrolyzy (obr. la).

V pripade mnozstva uvolnenych aminokyselin (obr. 1b) vysledny priebeh
hydrolyzy s ultrafiltraciou bol charakterizovany vzostupom mnozstva aminok?-
selin aj na konci hydrolyzy, comu zodpovedala aj stupajuca spotreba NaOH
(obr. 2b).
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Obr. 1. Enzymova hydrolyza kazeinu za pritomnosti trypsinu standardnym postupom a v membra-

novom reaktore. a mnozstvo uvolneného tyrozinu, b — mnozstvo uvolnenych aminokyselin.

| retentat. 2 — ultrafiltrat, 3 — membranovy reaktor (retentat + ultrafiltrat), 4 — Standardny
postup.

Fig. 1. Tryptic hydrolysis of casein performed by standard method and in a membrane reactor.

4 amount of released tyrosine, b — amount of released amino acids. 1 — Retentate, 2 — Ultra-

filtrate, 3 Membrane reactor (retentate + ultrafiltrate), 4 — Standard method. (I — Tyrosine,
2 — Amino acids. 3 — Hydrolysis time.)
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Obr. 2. Enzymova hydrolyza kazeinu za pritomnosti trypsinu standardnym postupom a v membra-
novom reaktore. a — mnoZstvo nerozstiepenych peptidickych vizieb. b — spotreba 0.5mol. 1"
NaOH v retentate. 1—4 ako v obr. 1.

Fig. 2. Tryptic hydrolysis of casein performed by standard method and in a membrane reactor.
4 amount of uncleavaged peptide bonds, b — consumption of 0.5mol 17! NaOH in the retentate.
For 14 see Fig. 1. (1 — Peptide bonds. 2 — Hydrolysis time.)
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Mnozstvo nerozstiepenych peptidickych vizieb v priebehu hydrolyzy klesalo,
pricom sme zistili ich vyraznej$i pokles pri vyslednom priebehu hydrolyzy
s ultrafiltraciou (obr. 2a). ‘

Filtrat odobrany po 43 minttach hydrolyzy obsahoval podla analyzy na
Automatickom analyzatore aminokyselin 339 (Mikrotechna, Praha) 7 amino-
kyselin (tab. 1). Pri porovnani so vzajomnym zastupenim aminokyselin v kazei-
ne sme vo filtrate zistili vy$si obsah predovsetkym tyrozinu, fenylalaninu a histi-
dinu.

Tabulka 1. Vzajomné zastipenie volnych aminokyselin v ultrafiltrate hydrolyzatu kazeinu po
43 minuatach
Table 1. Distribution of free amino acids in ultrafiltrate of casein hydrolysate after 43 minutes

Vziajomné zastupenie aminokyselin'
Aminokyselina® Kazein' Ultrafiltrat hydrolyzatu®

[%] [%]
Val 8.2 6,0
Met 11 5.2
Leu 7.9 10,8
Tyr 7.4 24,5
Phe 3.7 24,5
His 5:2 18,6
Lys 7,1 10,5
Spolu? 40.6 100,0

1 — Distribution of amino acids, 2 — Amino acid, 3 — Casein, 4 — Ultrafiltrate of hydrolysate,
5 — Sum.

Uz pri hodnoteni kinetiky enzymovej hydrolyzy s ultrafiltraciou (obr. 1 a 2)
sme spozorovali, Ze reakcia nie je inhibovana produktom — uvolnenymi amino-
kyselinami, a Ze ku koncu reakcie sa vo zvySenej miere tvorili peptidy. Pre
spresnenie tohto pozorovania sme vypocitali konecné stupne hydrolyzy na
zaklade roznych zistenych udajov. Hodnoty vypocitané pre enzymovu hydroly-
zu bez ultrafiltracie a s nou st v tab. 2. Relativne vysoky stupen hydrolyzy sme
zistili pri DHy,, a DH ;. Ak berieme do Uvahy, Ze nie vSetky molekuly tyrozinu
a ostatnych aminokyselin s pristupné Gc¢inku enzymu, mézeme predpokladat,
ze spomalenie reakcie hydrolyzy bolo zaprifinené vyCerpanim substratu, t.j.
rozStiepenim teoreticky hydrolyzovatelnych peptidickych vizieb. Potvrdzuje to
skutocnost, ze z DHyy, a DH ,y bez ultrafiltracie a s iou su takmer rovnaké, hoci
odstranovanie produktu by malo hydrolyzu vyrazne zvicsit. Hodnoty DH,,
a DHy, v tab. 2 nam zaroven ukézali, Ze pocet rozstiepenych peptidickych
vizieb pri hydrolyze s ultrafiltraciou je vyrazne vyssi, z coho sa da usudzovat,
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Tabulka 2. Koneéné stupne hyd
1 % roztok kaze

zy Standardnym postupom a v imembranovem reakiore,
nu. 0.04mg.ml™" irypsin. pH 8.0, 45°C

Table 2. Final degree of hydrolysis peiformed by standard method and in membrane reactor,

1 % casein solution, 0.04 mg . ml

"trypsin, pH 8.0. 45°C

DH DH DH, DH. DH,

Ao ] Tvr AK red pep oH
Sp()sob h_vdrolyz,\ [”/n} [n/o] [n/o] {O/n] [0/0]
Standardny postup” 84 20 50 17 16
Membranovy reaktor? 83 22 54 39 26

DHy, —

DH

DH., —

red

DH

pep

DH()H o

I — Hydrolysis method, 2

ze najmid ku koncu hvdrolyzy dochadza k zvySenému odStiepovaniu nizsich

stupen hydrolyzy poéitany z mnozstva uvolneného tyrozinu: Degree of hydrolysis
calculated from the amount of released tyrosine.

- stupen hydrolyzy pocitany z mnozstva uvolnenych aminokyselin: Degree of hydroly-

sis calculated from the amount of released amino acids.

stupent hydrolyzy pocitany ako pomer mnozstva uvolnenych aminokyselin k maxi-
mainemu mnozstvu len 7 aminokyselin v kazeine: Degree of hydrolysis calculated as
ratio of the amount of free amino acids and maximum amount of only 7 amino acids
in casein.

poditany z mnozstva nehydrolyzovanych peptidickych vizieb: Degree of hydrolysis
calculated from the amount of uncleaved peptide bonds.

stupen hydrolyzy pocitany zo spotreby 0.5mol.1 ' NaOH [6]: Degree of hydrolysis
calculated from the consumption of 0.5moll~" NaOH [8].

- Standard method, 3 — Membrane reactor.

peptidov z molekuly kazeinu, bez uvolfovania aminokyselin.
Nizsia hodnota DH,,, pri hydrolyze s ultrafiltraciou mohla byt zapric¢inena
pripadnou filtraciou aminokyselin bez ich neutralizacie.

Pozorovania uvedené v nasej praci platia pre 1 % roztok substratu. Tieto

vysledky by sa vSak mali overif aj pri vys$sich koncentraciach kazeinu.
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DepMeHTHBIH FHIPO/IH3 Ka3eHHa B MeMOPaHHOM peakTope
Pesrome

MbI CpaBHHJIH TIPOTEeKaHHe (EPMEHTHOTO THAPOJIN3a Ka3eHHa B TIPUCYTCTBUU TpHUIcHHA B pH-
-CTaTe MPHU CTAHAPTHBIX YCIOBUSX U B MEMOPAHHOM peakTope. Y ibTpaduibTpaT n3 MeMOpaHHO-
ro peakTopa coaepxkaji 7 aMHHOKHCIIOT, rJIaBHBIM 00pa3oM THPO3MH, GEeHUIATAHUH U THCTH/INH.
WHrnbnuus npoaykToM HE MMesa pellarolliee BIMSHWE Ha BBbIACJICHHE aMHHOKHMCIOT. B KoHIE
IUAPOJIN3a B MOBBILIICHHOW MEpE BBIACISIUCH HU3KOMOJIEKYISIPHBIC METITH/IbI.

Enzymic hydrolysis of casein in a membrane reactor
Summary

Tryptic hydrolysis of casein in pH-stat at standard conditions and in a membrane reactor was
compared. Ultrafiltrate from membrane reactor contained 7 amino acids, mainly tyrosine, phenyl-

alanine and histidine. There was no influence of end products, on amino acid release. In the end of
hydrolysis low molecular peptides were mainly released.



