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PROMENE POLIPEPTIDNE STRUKTURE SOJINOG
PROTEINSKOG IZOLATA PRI TERMICKOJ INAKTIVACIJI
ANTINUTRITIVNIH KOMPONENTI

Dragutin P Velickovié, Biljana V. Vucelié-Radovié, Miroljub B. Baraé, Sladjana P. Stanojevié

Cilj ovog rada bio je da se ispita uticaj nadpritiska 0,5 bara, radne temperature 96°C u trajanju
od 5,101 15 minuta u autoklavu na promene polipeptidne strukture dobijenih proteinskih izolata
iz lomljeng sojinog zrma. Potvrdjena je termostabilnost molekula glicinina (47,14-53,08%), i manja
stabilnost B-konglicinina (15,31-25,45%). Denzitometrijska analiza SDS-elektroforegrama ukazuje
na izraZenu termostabilnost kiselih A, ,(27,50-26,31%) i baznih B, , , , (18,24-15,12%) polipeptida
glicinina. Sadrzaj a-polipeptida B-konglicinina pokazuje linearnu zavisnost od trajanja primenjenih
tretmana (10,92-8,99%). Nakon ovih tretmana zapazena je smanjena tripsininhibitorska aktivhost
(TIA), pri cemu je nosilac TIA Kunitz-ov TI (5,00-8,80%), dok je Bowman-Birk-ov inhibitor
registrovan samo kod izolata iz netretiranog lomljenog sojinog zrna (3,92%).

KLJUCNE RECT: soja, proteinski izolat, autoklav, antinutritivne komponente,
B- i y- konglicinin, glicinin, SDS-PAGE

UVOD

Soja predstavlja vazan izvor bioloSki vrednih proteina, bogatih esencijalnim
aminokiselinama, $to im daje vecu upotrebnu vrednost u odnosu na veéinu drugih proteina
biljnog porekla. Soja se u prehrambenoj industriji koristi kao izvor proteina u obliku brasna,
griza, koncentrata i izolata. Medjutim, §ira primena soje i proizvoda na bazi proteina soje
ogranicena je prisustvom komponenti proteinske strukture sa antinutritivnim dejstvom, kao
§to su inhibitori proteinaza i lektini. Danas su poznate metode za uklanjanje njihove aktivosti,
koje su uglavnom odnose na primenu razli¢itih temperaturnih vrednosti.

Termicka obrada proteina soje na temperaturama iznad 70°C, pored uklanjanja aktivnosti
inhibitora proteinaza, dovodi do promene u nativnoj strukturi i osobina glavnih globulinskih
frakcija, a time i tehnoloSkih karakteristika, §to je potrebno detaljnije definisati.

Termic¢ki tretman ekstrakta proteina uzrokuje najmanje tri istovremene, promene -
disocijaciju 7S i 11S proteina na podjedinice (naru$avanje kvaternerne strukture), narusavanje
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sekundarne strukture disosovanih podjedinica i reasocijaciju denaturisanih podjedinica u
rastvorljive i nerastvorljive agregate (1).

Nakon tretmana sojinog bragna u autoklavu (100°C) u trajanju od 15, 30 i 45 minuta, pri
atmosferskom pritisku, najizraZeniju termostabilnost pokazuje glicinin (32,29-34,09%) i
B-konglicinin (29,69-24,51% - zavisno od duzine trajanja tretmana), (2). Usled tretmana,
delimi¢no samlevenog semena soje, vodenom parom pod povienim pritiskom (0,5; 1i 2 bar)
kao jednim od mogudih refenja termicke inaktivacije tripsin inhibitora, Velickovi¢ i saradnici
u svojim radovima (3,4) isti¢u vecu otpornost dominantnih proteina, kao i razliit karakter
promene glicinina i 3-konglicinina. Elektroforetska analiza polipeptidnog sastava proteina
ovih uzoraka ukazala je na izrazenu termostabilnost kiselih i baznih polipeptida glicinina.

U nama dostupnoj literaturi, nisu prisutni podaci o promenama sojinog proteinskog izolata
pripremljenog od prethodno tretiranog uzorka, ve¢ se eventualne modifikacije pripreme izolata
(dodavanje aditiva, toplotni tretman ...) vrie pre suSenja dobijenog precipitata. U ovom radu
smo Zeleli da ispitamo uticaj tretiranja lomljenog sojinog zrna na promenu polipeptidne
strukture sojinog proteinskog izolata, a u cilju inaktivacije tripsin inhibitora, u autoklavu pri
nadpritisku - 0,5 bar i kra¢im vremenskim intervalima - 5,10 i 15 minuta.

EKSPERIMENTALNI DEO

U ovom radu je kori$¢ena semenska sorta soje Hodgson, zrno soje je lomljeno do
veli¢ine 1/6-1/10 semena, a zatim je hladnom strujom vazduha odstranjena semenjaca.
Lomljeno zrno je, u jednom sloju, zagrevano u laboratorijskom autoklavu na radnoj
temperaturi 96°C i nadpritisku 0,5 bar u trajanju od 5,10 i 15 min. Usitnjavanje je vrieno do
veli¢ine Cestica tako da 80% prolazi kroz sito od 80 mesh. Ova punomasna brasna su zatim
obezmascéena imerzionim postupkom (u trajanju od 1 sata i 30 min., pri odnosu n-heksana i
brasna - 1: 20, uz stalno mesanje i zagrevanje do maksimalne temperature od 40°C). Sojino
brasno je odvojeno od rastvaraca cedjenem pod snizenim pritiskom.

Od ovako dobijenog sojinog brasna pravljeni su proteinski izolati po modifikovanoj metodi
Johnson-a i Kikuchi-a (5). Aktivnost inhibitora odredena je modifikovanom standardnom
analitickom metodom po Liu-u i Markakis-u (6) i izraZzena u procentima, pri ¢emu je smatrano
da netretirani proteinski izolat poseduje 100% aktivnosti. Rastvorljivi proteini odredeni su
metodom Lowry-a i saradnika (7).

Osnovne komponente rastvorljivih proteina, kao i njihova razli¢ita otpornost pri zagrevanju
utvrdjene su poliakrilamidnom gel- elektroforezom u nativnim uslovima (PAGE), prema Davis-
u i Ornstein-u (8). Kompleksna struktura, kao i heterogenost u pogledu karakteristika
polipeptida koji ulaze u sastav glavnih proteina, kao i njihovu strukturu i promene nastale
tokom tretmana utvrdene su poliakrilamidnom gel- elektroforezom u disociacionim uslovima
(SDS-PAGE), prema Fling-u i Gregson-u (9).

Koris¢en je vertikalni uredjaj LKB 2001-001 VEU, sa izvorom napona Macrodrive 5 i
rashladnim uredjajem Multitemp II (LKB, Sweden). Obojeni gelovi skenirani su na laserskom
denzitometru Ultra Scan XL, istog proizvodjaca. Denzitometrija je vr§ena uz primenu SigmaGel
softvera, (Jandel, Nemacka)

REZULTATI I DISKUSTJA

Prvih 5 minuta tretmana dovodi do smanjenja prinosa izolata od 34,67% - za netretirani
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uzorak, do 18,36%, $to je prateno smanjenjem inhibitorske aktivnosti od 72,34% do 41,11%.
Pri duzim tretmanima (101 15 min.) dolazi do zanemarljivog smanjenja inhibitorske aktivnosti
(41,02%), ali se prinos smanjuje i opada do 13,18% i 9,42% (Tabela 1, prinos izolata je
ratunat u odnosu na suvu supstancu obezmaséenog braSna). Sadrzaj rastvorljivih proteina
ne pokazuje proporcionalnu zavisnost od duzine tretmana. Najveéi sadrzaj rastvorljivih
proteina zadrzava izolat pripreman nakon 10 minuta tretmana (99,7%).

Denzitometrijskom analizom elektroforegrama nakon elektroforeze u nativnim uslovima
kao nosilac TIA registrovan je Kunitz-ov tripsin inhibitor (8,80-5,00%); dok Bowman-Birk-ov
inhibitor, koji se ekstrahuje sa rastvorljivim proteinima nativnog izolata u koli¢ini od 3,92%,
nije registrovan ni u jednom od izolata od tretirane soje (Tabela 1).

Tabela 1. Promena tripsininhibitorske aktivnosti* i proteinskog
sastava®* izolata od tretirane soje (%)

uzorak tretman u autoklavu
komponenta Smin. | 10 min. 15 min. Netretirano
TIA 41,11 41,02 41,02 72,34
KTI 8,80 5,16 5,00 4,49
BBI / / / 3,92
rastvorljivi proteini 87.5 99,7 59.9 82
prinos 18,36 13,18 9,42 34,67
B-konglicinin 15,31 25,45 19,45 25,88
glicinin
dimer 11,84 15,95 15,21 17,78
monomer 20,74 24.44 23,25 24,43
y-konglicinin 14,59 20,31 18,67 14,86
mali fragmenti 15,07 3,86 6,15 /

* Vrednosti su dobijene denzitometrijskom analizom PAGE-gelo\/a (*10, **11).

Sadrzaj 7S kao i 11S-frakcije u proteinskim ckstraktima ovih izolata (29,90-45,76% i
32,58-40,39%) u saglasnosti je sa literaturnim podacima,, naime, ¢ine oko 1/3 ukupnih proteina
(12), (Tabela 1). Pojava proteinskih fragmenata male molekulske mase (20 000-14 000)
posledica je primenjenih termickih tretmana (15,07-3,86%) obzirom da u proteinskim izolatima
od netretirane soje nisu registrovani, (Tabela 1). Prisustvo ovih komponenti ogranicava
primenu ovih izolata kao emulgatora.

Poliakrilamidna-gel elektroforeza u disocijacionim uslovima pripremljenih izolata ukazuje
na najmanju otpornost lipoksigenaze nakon ovih tretmana. Odsustvo polipeptida lipoksigenaze
uoceno je ve¢ posle S minuta tretmana. Tako ne pokazuje bitno ucesée u polipeptidnom sastavu
dobijenih izolata, B-amilaza jc ipak registrovana sa 0,30-0,86%, (Tabela 2).
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Tabela 2. Polipeptidni sastav Tris-ekstrakta priteinskih izolata od
termicki tretirane soje (%)

uzorak tretman u autoklavu
komponenta Smin. 10 min. 15 min. netretirano
lipoksigenaza / / / 0,85
B-konglicinin
o 5,87 5,78 5,52 4,74
o 10,92 11,49 8,99 11,82
B 3,71 4,41 5,24 2,70
B’ 3,11 2,98 0,51 2,71
y-konglicinin 1,88 2,58 2,60 1,45
B-amilaza 0,30 0,59 0,86 1,18
glicinin
A; 3,65 3,76 5,24 3,63
Aoy 26,31 27,50 27,38 2491
A, 0,70 0,54 1,93 2,70
Ag¢ 0,32 0,22 0,29 1,60
Bi234 17,48 15,12 18,24 20,30
SBA 2,36 2,87 2,46 1,96
As/H,p /Tl / / / 17,33
i mali 11,98 9,72 12,47 /
fragmenti
6,21 6,00 7,07 /

* Sve vrednosti su dobijene nakon denzitometrijske analize SDS-PAGE-gelova

Kisele podjedinice glicinina znatno ucestvuju u proteinskom sastavu ovih izolata, nema
velikog odstupanja u njihovoj zastupljenosti u zavisnosti od tretmana (30,02-30,98%), pri cemu
je najdominantnija komponenta molekulske mase 36100 (A , ,-podjedinice - 26,31-27,50%).
Takodje, bitno u¢esce u polipeptidnom sastavu dobijenih izolata imaju i komponente molekulske
mase 21100 (bazne podjedinice glicinina - B , , ,-15,12-18,24%, Slika 1). Ovo potvrdjuje veliku
termostabilnost glicinina (47,14-53,08%), §to omogudéuje njegova kompaktna kvaternerna
struktura, stabilizovana velikim brojem disulfidnih, hidrogenskih, elektrostati¢kih i hidrofobnih
veza.

Imajuéi u vidu rezultate poliakrilamidne gel-elektroforeze u nativnim uslovima o koli¢ini
tripsin inhibitora u ovim uzorcima, (Tabela 1), moZe se uociti da poliakrilamidnom gel-
elektroforezom proteinske smeSe u ispitivanim disocijacionim uslovima (SDS-PAGE) nisu
dobro razdvojene komponente malih molekulskih masa A, , H, i TI, (Tabela 2, Slika 1).

Uocena je razli¢ita otpornost podjedinica -konglicina. Naime, f3- (3,71-5,24%) i p’-(0,51-
3,11%) - podjedinice ovog proteina pokazale su se osetljivije na primenjeni toplotni tretman
u odnosu na a’-(5,52-5,87% ) i a- (8,99-11,49%)- podjedinice, (Tabela 2).

196



Na elektroforegramima Tris-ekstrakta izolata uocava se bleda traka polipeptida
molekulske mase 51000, koja odgovara y-konglicinu, (Slika 1), ¢ije uce$ce pokazuje blagi
porast u zavisnosti od duZine tretmana (1,88-2,60%).

A ¢ D E

Slika 1. Elektroforetska i denzitometrijska analiza SDS-PAGE-gelova. A- izolat
iz netretirane soje; B-standard molekulskih masa: 1- 94 000, 2- 67 000,
3- 43 000, 4- 30 000, 5- 14 4000. Izolati iz tretirane soje u autoklavu
5 minuta-C, 10 minnuta-D i 15 minuta-E

ZAKLIUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zaklju¢iti, da primenjeni tretman ima bitnog
uticaja na pad tripsininhibitorske aktivnosti ve¢ nakon 5 minuta (sa 72,34 na 41,11%), pri
¢emu je nosilac tripsininhibitorske aktivnosti Kunitz-ov TI (5,00-8,80%). Dalje produZenje
tretmana nema bitnog prakti¢nog opravdanja, jer dolazi do znatno veée promene u prinosu
izolata (18,36-9,42%) nego u tripsininhibitorskoj aktivnosti (41,11-41,02%).

Kod dobijenih izolata je potvrdjena temostabilnost glicinina i to narocito njegovih kiselih
polipeptida (30,02-30,98%), pri ¢emu je najdominantnija komponenta molekulske mase
36000-A,, (26,31-27,50%).

Podjedinice B-konglicina (B, B’ i o, o ), pokazuju razli¢itu termostabilnost, pri ¢emu je
najvecu termostabilnost pokazala a-podjedinica ovog proteina (8,99-11,49%).

Pri ovim uslovima, kao najpovoljniji izolat mogao bi se izdvojiti izolat pripremljen od
uzorka tretiranog 10 minuta: tripsininhibitorska aktivnost ovog izolata je ista kao nakon 15
minuta tretmana (41,02%); pokazuje najveéi sadrzaj rastvorljivih proteina (99,7%); nema
bitne razlike ni u zastupljenosti lektina (2,87%); uceSce degradacionih produkata male
molekulske teZine je najnize (3,86%); odnos glicinina i B-konglicina je najpovoljniji, a prinos
je zadovoljavajuéi (13,18%) - tako da se ovaj izolat moZe koristiti kao aditiv u cilju stabilizacije
emulzija.
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CHANGE OF SOYBEAN ISOLATE POYPEPTIDE COMPOSITION
DURING THERMAL INACTIVATION OF TRYPSIN INHIBITORS

Dragutin P, Velickovi¢, Biljana V. Vuceli¢-Radovié, Miroljub B. Barac, Sladjana P. Stanojevic¢

The change of polypeptide composition of soybean isolates, prepared from samples
treated by autoclaving in the aim of trypsin inhibitors inactivation (0.5 bar; 5, 10 and 15 min.)
was investigated.

By densitometric analysis of SDS-PAGE-gels, the composition of soybean isolated pro-
tein was determined. According to our results, glycinin showed the highest content among
proteins of soybean isolates. Depending on duration of soybeans heating, the percentage of
gliycinin in resulting isolate was 47.14-53.08%. High content of acidic (30.02-30.98%) and
basic (15.12-18.24%) polypeptides of glycinin was registered. High content of a-subunit of -
conlycinin was determined (11.49-8.99%).

The presence of Bowman-Birk T1 as well as lypoxigenase, was not registered in any of
protein isolates.

Prispeo 26. novembra 1999.
Prihvaéen 11. januara 2000.
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