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JOZEF SYNOWIECKI, GRAZYNA SIKORSKA-WISNIEWSKA

FUNKCJONALNE WEASCIWOSCI I ZYWIENIOWE
ZASTOSOWANIE HYDROLIZATOW BIALKOWYCH

Streszczenie

Warunki hydrolizy zmieniaja wlasciwosci funkcjonalne, sensoryczne oraz warto$¢ Zywieniowa bialek i
hydrolizatéw biatkowych. Hydroliza niewiclkicj liczby wiazan peptydowych modyfikuje biatka zwigksza-
jac migdzy innymi ich rozpuszczalnosé i zdolno$¢ emulgowania. Natomiast produkty intensywnej hydroli-
zy nie tworza zelu i mogg przejawia¢ gorzki smak zaleznie od liczby i sekwencji reszt hydrofobowych
aminokwasow. Hydrolizaty biatkowe znajduja duze zastosowanie przy wytwarzaniu dietetycznej zywnosci
przydatne] przy leczeniu rozmaitych chordéb.

Wstep

Hydroliza enzymami proteolitycznymi powoduje stopniowg zmiang wlasciwosci
bialek wywotlang zniszczeniem pierwotnej konformacji i fragmentacja czasteczek.
Poczatkowo, po rozszczepieniu kilku wigzan peptydowych w czasteczce, zmiany te sa
niewielkie i otrzymany produkt jest zmodyfikowanym biatkiem. W przetworstwie
zywnosci modyfikuje sie czesto biatka enzymatycznie aby:

e poprawi¢ reologiczne wiasciwosci wyrobow,

e wytworzy¢ pozadane cechy smakowo-zapachowe,

e usunaé skladniki o niekorzystnych wlasciwosciach sensorycznych,
e polepszy¢ wlasciwosci funkcjonalne bialek oraz

* inaktywowa¢ biatka szkodliwe biologicznie.

Niewielki stopien hydrolizy uzyskuje sie zazwyczaj dostosowujac odpowiednio
temperaturg i czas trwania reakcji lub stosujac enzymy o duzej specyficznosci dziata-
nia wzgledem substratow lub niektorych wiazan peptydowych. Enzymatyczna modyfi-
kacja bialek zachodzi przy dojrzewaniu migsa, soleniu i marynowaniu ryb oraz w
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niektérych procesach technologicznych stosowanych w mleczarstwie, browarnictwie i
piekarstwie. Dalej posunieta hydroliza prowadzi do powstania mieszaniny wolnych
aminokwasow i peptydéw, zwanej hydrolizatem biatkowym, przydatnej jako sktadnik
dietetycznej zywnosci dla dzieci, ludzi starszych lub oséb ze schorzeniami przewodu
pokarmowego, watroby, trzustki i nerek oraz jako przyprawy smakowe. Hydrolizaty
rybne i sojowe sa od dawna popularne w krajach Azji i dost¢gpne w postaci rozmaitych
sosOw i past [16, 18]. Enzymatyczna hydroliza umozliwia wykorzystanie niewielkich
ryb pelagicznych, malo przydatnych do innych celow [15] oraz determinuje poprawe
wlasciwosci funkcjonalnych koncentratéw biatkowych [17]. Zastapienie hydrolizy w
alkalicznym lub kwasnym $rodowisku procesem enzymatycznym zapobiega tworzeniu
si¢ produktéw o niekorzystnym oddzialywaniu fizjologicznym, jak np. D-aminokwasy
lub lizynoalanina [19] i umozliwia regulacj¢ zawartosci wolnych aminokwasow i
peptydow o pozadanej masie czasteczkowej. Enzymatyczna hydrolize bialek wykorzy-
stuje si¢ rowniez do wytwarzania peptondw dla celéw mikrobiologicznych [20] i do-
datkow do zywnoscei [5].

Wilasciwosci funkcjonalne

Hydrolizaty réznia si¢ od macierzystych bialek lepkoscia roztwordw, rozpusz-
czalnoscia, zdolnoscia emulgowania, stabilizowania emulsji 1 pienienia si¢ oraz bra-
kiem zdolnosci zelowania [1]. Roznice te zaleza od specyficznosci uzytego enzymu,
udziahu i sekwencji aminokwaséw w biatku oraz od stopnia hydrolizy (DH), wyrazo-
nego procentowym udzialem azotu aminowego w ogdlnej zawartosci azotu w hydroli-
zacie badz tez iloscia rozszczepionych wiazan peptydowych, obliczona ze zuzycia
zasady dodawanej w celu utrzymania stalego pH hydrolizy [10, 13]. Zmian¢ whasciwo-
$ci funkcjonalnych powoduje: wzrost hydrofilnosci produktu wskutek zwigkszenia
podczas hydrolizy liczby grup aminowych i karboksylowych, zmniejszenie masy cza-
steczkowej oraz zwigkszenie hydrofobowosci powierzchniowej wywolane rozfaldo-
waniem odstaniajacym reszty hydrofobowe aminokwaséw, zlokalizowanych w
natywnym biatku wewnatrz czasteczek.

Rozpuszczalnosé

Przy wzroscie stopnia hydrolizy zwigksza si¢ rozpuszczalno$¢ bialek i zanika
zdolnoéé¢ do stracania si¢ w punkcie izoelektrycznym oraz wysalania nawet w obecno-
sci dwuwarto$ciowych kationdw. Odpornosé na stracanie si¢ z roztworéw sterylizo-
wanych w temperaturze do 150°C umozliwia zastosowanie hydrolizatow i
modyfikowanych enzymatycznie bialek do zwigkszania wartosci zywieniowej napo-
Jow 1 skondensowanej, cieklej zywnosci. Niewielka lepko$¢ st¢zonego roztworu hy-
drolizatéw, mala zaleznos$¢ lepkosci od temperatury i utrata zdolno$ci zelowania
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ufatwia wiele operacji technologicznych, jak np. pompowanie, mieszanie i suszenie
rozpylowe.

Wiasciwosci emulgujqce

Czgsciowa hydroliza biatek sojowych o DH< 5% poprawia wiasciwosci emul-
gujace wskutek zwigkszenia hydrofobowosci powierzchniowej. Natomiast dalsze
zwigkszenie stopnia hydrolizy wywoluje liniowy ubytek zdolnosci emulgowania i
stabilizowania emulsji wskutek zmniejszenia liczby czasteczek peptydow zawieraja-
cych zaré6wno domeny hydrofobowe jak i hydrofilowe. Takie peptydy maja istotne
znaczenie w tworzeniu wokot kropel lipidowych warstwy miedzyfazowej, obnizajacej
napigcie powierzchniowe, ktora zmniejsza prace niezbedna dla wytworzenia emulsji
oraz zapobiega flokulacji i koalescencji tluszczu. Peptydy zawierajace mniej niz 20
reszt aminokwasowych sa gorzej adsorbowane, co uniemozliwia wytworzenie stabilne;j
emulsji, powstajacej dopiero przy stgzeniu bialek na granicy faz 0,5-20 mg/m’ [6, 19].
Wiasciwosci emulgujace hydrolizatu zaleza tez od specyficznosci uzytego enzymu w
stosunku do danego biatka. Dlatego hydrolizaty biatek serwatki wytworzone z uzyciem
o~chymotrypsyny rozszczepiajacej wiazania peptydowe przy resztach tryptofanu, tyro-
zyny i fenyloalaniny i tworzacej wskutek tego peptydy o krotkich sekwencjach reszt
hydrofobowych sa gorszymi emulgatorami od hydrolizatow wytworzonych przez
trypsyne dziatajaca na wiazania lizyna-arginina [7].

Zdolnosé zelowania

Hydrolizaty podobnie jak biatka o masie czasteczkowej mniejszej niz 23 kD nie
tworzg zelu [19]. Brak zdolnosci zelowania i tworzenia stabilnej emulsji utrudnia
wytwarzanie niektérych rodzajow dietetycznej zywnos$ci przeznaczonej np. dla dzieci
uczulonych na biatko, zawierajacej zamiast biatek hydrolizaty o duzej wartosci DH.
Popraweg jakosci takiej zywnosci umozliwia okoto 2% dodatek skrobi zapewniajacej
zelowanie i stabilizujacej emulsj¢ wskutek wzrostu lepkosci fazy wodnej. Matocza-
steczkowe peptydy pomimo, Ze same sa pozbawione zdolnosci zelowania i stabilizo-
wania emulsji, zwigkszaja jednak stabilnos¢ i trwalo$¢ zelu skrobiowego powodujac
wzrost entalpii zelowania i zmniejszenie entalpii retrogradacji skrobi [7].

Oddzialywanie fizjologiczne

Fizjologiczne oddziatywanie hydrolizatoéw biatkowych zalezy od ich przyswajal-
nosci w przewodzie pokarmowym, masy czasteczkowej, sktadu aminokwasowego,
stopnia hydrolizy oraz zawartosci peptydéw zmieniajacych ci$nienie krwi i od innych
aktywnych fizjologicznie substancji. Hydrolizaty ufatwiaja utrzymanie réwnowagi
azotowej organizmu wskutek szybkiej absorpcji zawartych w nich wolnych amino-
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kwasdw i peptydéw. Sa one szczegdlnie przydatne do wzbogacania zywnosci dla oséb
starszych, dzieci i ludzi narazonych na znaczny wysitek fizyczny [4]. Stosuje sie je
rowniez przed i po zabiegach operacyjnych przewodu pokarmowego, w chorobach
przebiegajacych ze zmniejszeniem wydzielania enzymow proteolitycznych, a przez to
z ograniczeniem przyswajania zywnosci i przy zaburzeniach motoryki jelit.

U pacjentéw z przewleklym, nawracajacym zapaleniem trzustki stwierdza sig¢
znaczny ubytek masy ciala spowodowany biegunka ttuszczowa, uposledzeniem wy-
dzielania enzyméw trzustkowych 1 utratg apetytu. Jest on czgsto efektem przewleklego
alkoholizmu, prowadzacego do uszkodzenia blony sluzowej przewodu pokarmowego,
dajac obraz Zespotu Ztego Wchianiania. U chorych tych nalezy stosowaé dietg¢ boga-
toweglowodanowa, ubogotluszczowa i bogatobiatkowa, wprowadza si¢ zatem do po-
zywienia wolne aminokwasy i matoczasteczkowe peptydy. Podobne diety peptydowe
stosuje si¢ rowniez w zywieniu dojelitowym w pdéznym okresie ostrego zapalenia
trzustki, gdy ustapi juz niedowlad przewodu pokarmowego.

Hydrolizaty biatkowe wykorzystywane sa takze w zywieniu chorych z tzw.
“zespotem kroétkiej petli”, wystepujacym po rozleglej resekeji jelita cienkiego z powo-
du jego martwicy . Wskutek znacznego zmniejszenia powierzchni trawiennej i niedo-
boru enzyméw trawiennych szybko dochodzi do wyniszczenia chorych. Ich przezycie
zalezy od stopniowej, powolnej adaptacji do zmienionych warunkdéw. Po okoto 3 -
miesigcznym Zywieniu parenteralnym, stopniowo wdraza si¢ karmienie doustne, po-
daje wodg i cukry proste. Gdy chory dobrze je toleruje, mozna wprowadzac peptydo-
we preparaty przemystowe, stopniowo zwigkszajac ich dawke i stezenie, np.Terapin
firmy Polfa — Kutno, bedacy hydrolizatem kazeiny uzupeinionym wolnymi aminokwa-
sami.

Podobnie w niewydolnosci watroby, do zywienia dojelitowego stosuje si¢ mie-
szanki peptydowo—aminokwasowe sporzadzone przemystowo, zawierajace duzo ami-
nokwasow o rozgatezionym fancuchu bocznym, a matoaromatycznych i siarkowych.
Przyktadem takiego preparatu jest Lactostrict (Fresenius AG), w ktorym skiadnik
azotowy stanowi biatko mleka i soi z dodatkiem wolnych aminokwasow.

Dzigki hydrolizie uzyskuje si¢ rowniez odzywki stanowigce ekwiwalent biatka
pokarmowego dla chorych na fenyloketonurig. Preparaty takie sg ubogie w fenyloala-
ning, badz jej pozbawione.

Hydrolizaty biatkowe sa podstawa leczenia dzieci cierpiacych z powodu alergii
pokarmowej, w ktorej objawy nietolerancji danego pokarmu sa nastgpstwem reakcji
alergicznej opartej na mechanizmach immunologicznych. Wsrdéd zjawisk odpowie-
dzialnych za wystapienie objawow alergii pokarmowej najczesciej spotyka si¢ reakcje
anafilaktyczna (typu natychmiastowego). Jest ona wywotana reakcja antygen pokar-
mowy — specyficzne przeciwcialo 1gE, ktdrej efektem jest degranulacja komorek tucz-
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nych w jelicie i wyzwolenie mediatoréw o silnych wiasciwosciach biologicznych.Do
alergenéw odpowiedzialnych za wystapienie alergii pokarmowej nalezg bardzo rézne
sktadniki pozywienia, ale najczgsciej sa to biatka , zwlaszcza biatka mleka krowiego -
o, B i y kazeina, B-laktoglobulina i o-laktoalbumina [2]. Immunogenne sa réwniez
posrednie produkty trawienia tych biatek.

Oprocz biatek mleka krowiego, w grupie alergenéw pokarmowych najczesciej
wyzwalajacych reakcje alergiczne sa rowniez gluten, owoalbumina, oraz biatka ryb i
nasion roslin straczkowych.

Postgpowanie lecznicze polega na stosowaniu hypoalergicznych preparatéw od-
zywczych. Musza one by¢ bezglutenowe, bezlaktozowe, bezsacharozowe, o osmolar-
nosci fizjologicznej ok. 270 mOsm/l (jak pokarm kobiecy); masa czasteczkowa biatka
nie powinna przekracza¢ 15005000 Da. Sa to badz mieszanki zawierajace hydrolizaty
kazeiny i biatek serwatki, kolagenu czy soi badz preparaty mlekozastepcze z innymi
biatkami roslinnymi i zwierzgcymi. Aminokwasy, di- i tripeptydy hydrolizatéw kaze-
iny sa okolo milion razy mniej alergizujace niz bialka wielkoczasteczkowe. Dzieci z
rozpoznang alergia na biatko mleka krowiego powinny by¢ od razu leczone hydroliza-
tami bialkowymi.W tym celu stosuje si¢ miedzy innymi: hydrolizaty kazeiny wzboga-
cone L-cystyna, L-tyrozyna, L-tryptofanem i tauryna (Nutramigen,Mead-Johnson), i
dodatkowo triacyloglicerolami (Pregestimil,Mead-Johnson), hydrolizaty kolagenu i soi
(Pregomin, Milupa), oraz hydrolizaty biatek serwatki (Alfare, Nestle; Nidal H.A., Ne-
stle; oraz Aptamil H.A., Milupa). Opracowujac receptury zywnosci zawierajacej hy-
drolizaty nalezy uwzgledni¢ zmiany cisnienia osmotycznego wywolane obecnoscia
wolnych aminokwasoéw i matoczasteczkowych peptydéw. Moga one zaktdcic réwno-
wage kwasowo-zasadowa organizmu i absorpcje wody w jelitach, wywotujac biegun-
ke, odwodnienie, mdlosci lub wymioty. Dlatego w zywnosci z dodatkiem hydrolizatéw
o duzej warto$ci DH powinno si¢ zmniejszy¢ zawartos¢ soli mineralnych i matocza-
steczkowych weglowodanéw. W USA produkuje si¢ obecnie ponad 100 rozmaitych
rodzajow zywnosci z hydrolizatami kazeiny lub bialek soi, serwatki i migsa, z ktérych
korzysta okolo 5 mln os6b. Roczna warto$¢ produkejt tych wyrobéw w 1991 roku
przekraczata 1 mld dolaréw [12]. W zaleznosci od rodzaju biatka i selektywnosci en-
zymu hydrolizaty moga zawiera¢ peptydy zmniejszajace ci$nienie lub krzepliwosé
krwi, uaktywniajace uktad immunologiczny oraz przejawiajace oddzialywanie anty-
bakteryjne [3]. Mozna je otrzyma¢ z bialek mleka, kolagenu, bialek migsniowych,
fibrynogenu i w mniejszym stopniu z bialek roslinnych. Czasteczki aktywnych biolo-
gicznie peptydow zawieraja zespoly 2—5 reszt aminokwasowych o sekwencji umozli-
wiajacej laczenie si¢ z enzymami i innymi regulatorami metabolizmu w organiZzmie,
blokujac ich dzialanie. Peptydy zmniejszajace cisnienie krwi sg np. inhibitorami en-
zymu uaktywniajacego czynnik wywolujacy skurcz naczyn krwionosnych i hydrolizu-
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Jjacego stymulatory: rozszerzania naczyn, aktywno$ci makrofagéw oraz migracji lim-
focytéw. Bogatym zZrédtem peptyddw rozszerajacych naczynia krwionosne jest migso
fok i1 karibu, co potwierdza wierzenia Eskimoséw, ze spozycie migsa tych zwierzat
zabezpiecza przed zimnem [8]. Tauryna stanowiaca okoto 17% wolnych aminokwa-
sow migsa fok jest waznym regulatorem metabolizmu serca, migsni i centralnego
uktadu nerwowego [14]. Wskutek hydrolizy kolagenu lub fibrynogenu mozna uzyskaé
peptydy zapobiegajace agregacji komorek i krzepnieciu krwi. Warunkiem ich aktyw-
nosci jest wystepowanie uktadu Arg-Gly-Asp. Natomiast peptydy zawierajace domeny
o sekwencji Glu-Ala-Glu sa stymulatorami wydzielania o- i B-interferondéw i tworze-
nia limfocytow T w ukladzie immunologicznym. Komputerowa analiza sekwengji
aminokwaséw umozliwia oceng bialek jako potencjalnego Zrédia aktywnych biolo-
gicznie peptydéw i ulatwia wybdr odpowiedniej endopepotydazy [3].

Zmniejszanie gorzkosci hydrolizatow

Niektére hydrolizaty np. biatek mleka lub krwi maja gorzki smak wywotany wol-
nymi aminokwasami: leucyna, izoleucyna, walina, fenyloalaning, tyrozyna 1 tryptofa-
nem, a szczegolnie gorzkimi peptydami, zawierajagcymi przynajmoiej jedna
hydrofobowa reszte aminokwasowa w czasteczce. W natywnym biatku domeny hydro-
fobowe znajduja si¢ wewnatrz czasteczek i nie dziataja na receptory smakowe. Inten-
sywnos¢ gorzkosci jest skorelowana z ogdlng hydrofobowoscig hydrolizatu (Q)
wyrazong $rednia energia swobodna przeniesienia reszt aminokwasowych peptydu z
etanolu do wody. Gorzkie sg peptydy o wartosci Q przekraczajacej 5900 kJ/mol. Re-
gula ta jest jednak stuszna tylko dla czasteczek o masie ponizej 6 kD [9]. Przy bardzo
duzym stopniu hydrolizy gorzkos¢ zmniejsza si¢ wskutek wzrostu ilosci wolnych ami-
nokwasdow i peptydow z resztami hydrofobowymi w pozycjach N- lub C-koncowych,
mniej gorzkich od peptydéw z aminokwasami hydrofobowymi, ktorych zaréwno grupa
o-aminowa jak i karboksylowa sg zablokowane wiazaniami peptydowymi [11]. Zatem
smak hydrolizatu zalezy od sktadu i sekwencji aminokwasdw w biatku, specyficznosci
uzytego enzymu oraz od konformacji peptydu wplywajacej na oddziatywanie reszt
hydrofobowych z receptorami smakowymi. Gorzkos¢ hydrolizatu mozna zmniejszy¢
poprzez: usunigcie hydrofobowych aminokwaséw i gorzkich peptydéw, uniemozliwie-
nie ich oddziatywania na receptory smakowe (maskowanie), synteze plastein lub przez
uzycie egzopeptydaz hydrolizujacych peptydy przy resztach hydrofobowych z wytwo-
rzeniem mniej gorzkich produktow zawierajacych hydrofobowe reszty na koncach
czasteczek. Selektywna adsorpcja hydrofobowych aminokwaséw i peptydéw na weglu
aktywnym, zywicach fenolowo-formaldehydowych lub wtoknach szklanych, lub ich
ekstrakcja azeotropowa mieszaning butanolu i wody [11], powoduje straty zalezne od
udziatu tych substancji w biatku i zmniejsza warto$¢ zywieniowa produktu wskutek
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usunigcia: fenyloalaniny, leucyny, izoleucyny, waliny i tryptofanu. Do maskowania
gorzkosci stosuje si¢ wielofosforany, zelatyne, dekstryny, skrobi¢ lub koncentraty
biatkowe. Substancje te adsorbuja hydrofobowe peptydy nie dopuszczajac do ich
kontaktu z receptorami smakowymi. Gorzki smak ulega tez zmniejszeniu w obecnosci
kwasu glutaminowego, asparaginowego i tauryny. Ich oddziatywanie polega przypusz-
czalnie na blokowaniu receptorow smakowych. Synteza plastein umozliwia zaréwno
zmniejszenie gorzkosci jak i zwigkszenie wartosci zywieniowej produktu w przypadku
wbudowania do czasteczek peptyddéw reszt deficytowych aminokwasow. Powstajacy
biatkopodobny produkt zawiera peptydy o masie czasteczkowej nawet do 500 kD. Jest
on dobrze rozpuszczalny w rozcieficzonych kwasach i zasadach, straca sie w 10%
kwasie trichlorooctowym i 70% etanolu i tworzy z woda zele [17]. Gorzko$¢, zdolnosé
zelowania i rozpuszczalnos¢ plastein w wodzie zalezy od hydrofobowosci powierzch-
niowej. Na wydajnos¢ syntezy plastein wptywa rodzaj zastosowanej endopeptydazy,
masa czasteczkowa peptydow w hydrolizacie poddanym modyfikowaniu, stezenie
substratu 1 kwasowos¢ srodowiska zazwyczaj rozna od optymalnego pH hydrolizy
[23]. Najwigksza wydajnos¢ ma reakcja przebiegajaca w substracie o stezentu do 40%,
w/v [21], zawierajacym peptydy ztozone z 5-6 reszt aminokwasowych. Katalizowana
papaing reakcja plasteinowa hydrolizatu z krwinek (DH = 19%) z dietylowym estrem
kwasu glutaminowego zmniejsza gorzkos¢ hydrolizatu z 4,1 w skali 5-punktowej do
2,1 w produkcie [22]. O dobrej wydajnosci wbudowywania kwasu glutaminowego
swiadczy okoto 4-krotny wzrost zawartosci reszt tego kwasu w produkcie oraz zmniej-
szenie ogolnej ilosci wolnych aminokwasow z 18,5 mg/g hydrolizatu do 1,8 mg/g pla-
steiny. Duzy postgp badan w zakresie hydrolizatéw bialkowych umozliwia
wytwarzanie zywnosci o zaprojektowanym oddziatywaniu fizjologicznym 1 wartosci
zywieniowej. W tym celu mozna zastosowac mato przydatne produkty uboczne prze-
mystu rybnego, jak réwniez innych branz przemystu spozywczego.
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FUNCTIONAL PROPERTIES AND NUTRITIONAL UTILIZATION OF PROTEIN
HYDROLYSATES

Summary

A review of the effect of hydrolysis on the functional. sensory, and biological properties of proteins
and protein hydrolysates has been done. Hydrolysis of relatively low number of peptide bonds leads to
modification that can increase some functional properties, €.g. solubility and emulsifying capacity of the
proteins. The products of extensive hydrolysis have no gel forming ability and may have a bitter taste
depending on the number and sequence of hydrophobic amino acid residucs. Many products of protein
hydrolysis find very diversified applications as functional food additives and as designer foods of bio-
medical value 534



