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Summary

The albumins isolated from the fermented P. sativum were characterized in
terms of aromatic hydrophobicity of their surface and thiol group content. Their
antioxidative activity for free radicals, such as ABTS+, DPPH* and hydroxyl ones
as well as the effects of oxidation processes on albumin structure were deter-
mined. The preparations of P. sativum albumins were characterized by low aro-
matic hydrophobicity of surface and contained relatively large amounts of SH
groups as compared to ovalbumin. The activity of P. sativum albumins for the
free radicals was doubled by fermentation. The free radicals applied for the
studies caused polymerization of proteins with higher molecular mass and frag-
menting of that with lower molecular mass.
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1. Wstep

Reakcje wolnorodnikowe, inicjowane przez reaktywne formy
tlenu, zachodzace podczas przetwarzania i przechowywania
zywnos$ci obnizajg jej jako$¢ zywieniowa i sensoryczng. Zmia-
nom tym zapobiega sie przez dodatek przeciwutleniaczy synte-
tycznych takich jak BHT i BHA. Obecnie z uwagi na ograniczone
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mozliwos$ci stosowania ich do zywnos$ci wynikajace z ich toksycznego dziatania,
wzrosto zainteresowanie naturalnymi przeciwutleniaczami pochodzenia roslinnego
takimi jak: polifenole, tokoferole, karotenoidy, kwas askorbinowy, a takze wyka-
zujace dobre wilasciwosci przeciwutleniajgce peptydy i bialka (1). Stwierdzono, ze
bialka roslinne efektywnie zmiataja wolne rodniki. Zdolnos$¢ inhibitowania reakgcji
wolnorodnikowych zwiazana jest gtownie z obecno$cig w biatkach histydyny, lizy-
ny, cysteiny i argininy (2).

W biatkach roslin straczkowych giéwng frakcje stanowia globuliny (ok. 70%),
reszta to albuminy. Albuminy PA; i PA;, o masach czasteczkowych odpowiednio
8 kDa i 22 kDa stanowig 34% biatek frakcji albumin i sg bogate w aminokwasy siarko-
we oraz lizyne. Oprdcz biatek PA; i PA,, frakcja albuminowa zawiera lektyny i inhibi-
tory proteaz (3). Albuminy straczkowych (r6znych odmian grochu i fasoli) wykazuja
dobre wtasciwos$ci przeciwrodnikowe, porownywalne z BHT (4).

Biatka chroniac przed skutkami utleniania inne sktadniki zywnos$ci same ulegaja
modyfikacjom. Proces utleniania wptywa na ich strukture (fragmentacja, polimeryza-
cja) i zwiazane z nig wiasciwos$ci zywieniowe. Zmienione oksydacyjnie biatka sg za-
zwyczaj bardziej podatne na dziatanie enzymoéw trawiennych (5). Zaobserwowano
roOwniez pogorszenie strawnosci utlenionych biatek (3).

Gléwnym celem pracy bylo zbadanie wplywu procesu fermentacji Pisum sativum
w bioreaktorze z wymuszonym napowietrzaniem i mieszaniem (SSSR) na aktywnos$¢
przeciwrodnikowg preparatow albumin otrzymanych z préb fermentacyjnych,
w trzech modelowych uktadach oksydacyjnych i poréwnanie jej z albuminami zwie-
rzecymi oraz z syntetycznym przeciwutleniaczem BHT.

2. Materialy i metody

2.1. Material biologiczny

W procesie fermentacji stosowano szczep Rhizopus oligosporus NRRL 2710 po-
chodzacy z kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki Lodzkiej. Szczep
przechowywano na skosach dekstrozowo-agarowych w temperaturze 4°C, uaktyw-
niajac co miesigc. Inokulum przygotowano przez zmycie skoséw agarowych ze
szczepem R. oligosporus 4 cm3 0,1% roztworu Tween 80. Otrzymang zawiesing spor
o gestosci 106 jtk/cm3 (1 cm3 /100 g) szczepiono zloze.

2.2. Produkcja tempe

Nasiona P. sativum Lens Agra pochodzace ze zbioru 2001 r., zakupione w firmie
handlowej UNGERT, moczono w 0,85% roztworze kwasu mlekowego (1:3 w/v, nasio-
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na : roztworu kwasu) calg noc w temp. pokojowej, obtuszczano recznie, autoklawo-
wano i inokulowano zawiesing spor, w ilosci 1% (v/w). Fermentacje nasion prowa-
dzono w fermentorze SSSR niemieckiej firmy Tec-Bio w warunkach zoptymalizowa-
nych we wczesniejszych badaniach (wypetnienie bioreaktora 70%, napowietrzanie
5,0 I/min-kg), w temp. 37°C, w ciagu 72 godz. (6).

2.3. Preparaty albumin fermentowanego P. sativum

Albuminy izolowano z alkalicznych ekstraktéw (pH 9,2) liofilizowanych préb fer-
mentacyjnych P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzinach procesu, na drodze dializy wo-
bec wody dejonizowanej (72 godziny, ok. 8°C). Zastosowano woreczki dializacyjne
firmy Sigma o odcieciu 12 kDa. Powstaty osad globulin oddzielano przez odwirowa-
nie, a uzyskany supernatant stanowif roztwér albumin stosowany do badan (7).

2.4. Metody analityczne

Biatko rozpuszczalne oznaczano metoda Bradforda (8), wyniki odczytywano
z krzywej wzorcowej dla albuminy wotowej.

Charakterystyke preparatow albumin prowadzono oznaczajac hydrofobowos$¢
powierzchniowg aromatyczng w jednostkach FI (fluorescence intensity — natezenie
fluorescencji) przez pomiar fluorescencji po reakgcji z 8-anilino-1-naftaleno kwasem
sulfonowym (ANSA, Sigma) przy diugosci fali wzbudzenia-390 nm, emisji-470 nm
(9), zawarto$¢ grup sulfhydrylowych przez pomiar absorbancji (380 nm) po reakgji
z 2,2’-ditiobis(5-nitropirydyna)-DTNP (7) oraz rozdzialy elektroforetyczne na zelach
poliakryloamidowych z SDS. Masy czgsteczkowe preparatéw albumin ustalano me-
todg SDS-PAGE stosujac bufor lizujacy, zawierajgcy 5% v/v 2-merkaptoetanolu i 15%
zele poliakrylamidowe (10). Rozdziatl elektroforetyczny bialek prowadzono w apara-
cie Mini-Protean 3, firmy BIO-RAD. Zele barwiono roztworem zawierajacym meta-
nol, lodowaty kwas octowy i woda (5:1:4) oraz 0,25% Coomassie Brilliat Blue R.

Wiasciwos$ci przeciwutleniajgce ekstraktow albumin badano wobec stabilnych
syntetycznych rodnikéw DPPH*, kationorodnikéw ABTS™* oraz rodnikéw OH- wytwo-
rzonych z H,0, pod wptywem jonéw Cu?*, w obecnosci katalizatora ditioerytritolu
(11,12). Miarg aktywnosci przeciwutleniajgcej albumin byl stopien redukgji rodni-
kéw (%), obliczony jako [(absorbancja proby kontrolnej — absorbancja préby bada-
nej) / (absorbancja proby kontrolnej) X 100].

Zmiany albumin pod wptywem rodnikéw sledzono stosujgc rozdziaty elektrofo-
retyczne z SDS.
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3. Wyniki i dyskusja

Zawarto$¢ albumin w ekstraktach fermentowanego P. sativum wahata sie w za-
kresie od 0,48 mg/ml w probie wyjsciowej do 1,42 mg/ml w probie po 24 godzinach
procesu (rys. 1). W produkcie — po 72 godzinach fermentacji zawartos¢ ich spadta
do 0,61 mg/ml, ale nadal byta wyzsza od zawarto$ci albumin w surowcu. Jest to zja-
wisko korzystne z punktu widzenia zywieniowego, poniewaz albuminy w poréwna-
niu z pozostatymi biatkami nasion zawierajg znaczng ilo$¢ tyryptofanu — drugiego
po metioninie aminokwasu ograniczajgcego warto$¢ odzywczg biatek nasion roslin
stragczkowych. Ponadto zawieraja znaczne iloSci lizyny i treoniny.

Tendencje do obnizania poziomu albumin w nasionach po moczeniu i 48-go-
dzinnej fermentacji przy udziale R. oligosporus zauwazono we wcze$niejszych bada-
niach dotyczacych grochu. Ubytki albumin byly jednakze stosunkowo niewielkie
i nie mialy negatywnego wplywu na strawnos$¢ biatek in vitro (12).

Bardzo istotne znaczenie w technologii zywnosci ma hydrofobowos¢ powierzch-
niowa, gdyz wplywa ona na funkcjonalne wiasciwosci biatka — jest gtownym wspot-
czynnikiem jego rozpuszczalnosci. Wynika ona z liczby niepolarnych reszt aminokwa-
sO6w rozmieszczonych na powierzchni jego czgsteczki. Biatka o matej hydrofobowosci
tatwo rozpuszczaja sie w srodowisku wodnym. Albuminy pochodzenia roslinnego cha-
rakteryzujg sie niska hydrofobowoscig powierzchniowa aromatyczng. W badanych
prébach wynosita ona odpowiednio dla albumin wyizolowanych z nasion przygotowa-
nych do fermentacji — 207 Fl, po 24 godzinach wzrosta do 230 FI i na koncu procesu
osiggneta wartos¢ ok. 91 FI, nieco nizszg od hydrofobowosci powierzchniowej ozna-
czonej dla albuminy jaja kurzego (107 FI) (rys. 2). Parametr ten dla albumin zwierze-
cych jest duzo wyzszy i np. dla BSA wynosi 7800 Fl, a dla albuminy ludzkiej 7337 FI. Po-
rownywalne wartosci hydrofobowosci powierzchniowej aromatycznej dla albumin bia-
tej (357 FI), ciemnej (209 FI) odmiany grochu oznaczyt Wotosiak (7).
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Rys. 1. Wplyw procesu fermentacji na zawartos¢ albumin w ekstraktach P. sativum fermentowanego
w SSSR.
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Rys. 2. Hydrofobowo$¢ powierzchniowa aromatyczna preparatéw albumin P. sativum po 0, 24, 48
i 72 godzinach fermentacji i albuminy jaja kurzego.
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Rys. 3. Zawartos$¢ grup sulfhydrylowych w preparatach albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzi-
nach fermentacji, albuminy jaja kurzego i BSA.

Zawarto$¢ grup sulfhydrylowych w biatkach wydzielanych z nasion poddawa-
nych fermentacji rosta w czasie calego procesu od ok. 82 do 150 mikromoli SH/g,
i w produkcie byla ponad 2-krotnie wyzsza od zawartos$ci grup SH w albuminie jaja
kurzego i ponad 3-krotnie w BSA (rys. 3). Rowniez wyzsze zawartosci grup SH ozna-
czyl Wolosiak w albuminach nasion bialej i bragzowej odmiany fasoli oraz biatej
i ciemnej odmiany grochu w poréwnaniu z ovoalbuming i BSA, albumina ludzka jako
jedyna z albumin zwierzecych miata podobng zawarto$¢ grup SH jak w nasionach
roslin stragczkowych (7). Wysoka zawarto$¢ grup SH w wymienionych albuminach
potwierdzaja rowniez oznaczenia innych badaczy (13).

Aktywnos¢ przeciwrodnikowa otrzymanych preparatéw albumin badano w sto-
sunku do trzech rodzajéw wolnych rodnikéw: ABTS*, DPPH* i OH" i poréwnywano ja
z aktywno$cig albuminy jaja kurzego, wolowej oraz BHT (rys. 4,5,6).
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Rys. 4. Dezaktywacja kationorodnikéw ABTS+ przez preparaty albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72
godzinach fermentagcji, albuminy jaja kurzego i BSA.
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Rys. 5. Dezaktywacja rodnikéw DPPH* przez preparaty albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzi-
nach fermentagji, albuminy jaja kurzego, BSA i BHT.

Fermentacja P. sativum w SSSR korzystnie modyfikowata albuminy surowca po-
wodujac 1,7-krotne zwiekszenie ich zdolnosci zmiatania kationorodnikow ABTS™.
Po 72 godzinach procesu aktywnos¢ przeciwrodnikowa albumin byta ok. 3-krotnie
wyzsza od aktywnosci przeciwrodnikowej ovoalbuminy i prawie czterokrotnie od
BSA (rys. 4).

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa badanych preparatow albumin P. sativum réwniez
wobec wolnych, syntetycznych rodnikow DPPH* wzrosta w wyniku fermentacji
(1,8-krotnie) i w produkcie byfa ok. 3-krotnie wyzsza od aktywno$ci oznaczonej dla
ovoalbuminy, ponad 4-krotnie dla BSA i 2-krotnie nizsza od aktywnosci syntetyczne-
go przeciwutleniacza BHT (rys. 5).
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Rys. 6. Dezaktywacja rodnikow OH- przez preparaty albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzinach
fermentacji, albuminy jaja kurzego i BSA.

Najwiekszy (2-krotny) wzrost aktywnosci przeciwrodnikowej w procesie fermen-
tacji P. sativum uzyskano wobec rodnikéw wodorotlenowych (rys. 6). Otrzymany
produkt charakteryzowat sie prawie 9-krotnie wyzszg aktywnos$cig przeciwutlenia-
jaca w stosunku do ovoalbuminy i 3-krotnie do BSA.

Podobne wyniki w badaniach wiasciwosci antyutleniajacych albumin suchych na-
sion grochu i fasoli w poréwnaniu do ovoalbuminy i BSA otrzymal Wotosiak (4,7).

SDS-PAGE preparatéw albumin wyizolowanych z P. sativum poddanych dziataniu
wolnych rodnikéw DPPH* i OH- obrazowaly zmiany w obrazach elektroforetycznych
tych bialek wskazujgce na ich fragmentacje, szczegélnie wyraznie w przypadku
biatek niskoczasteczkowych i polimeryzacje — wysokoczasteczkowych (rys. 7).
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Rys. 7. SDS-PAGE preparatoéw albumin wyizolowanych z P. sativum: M — markery o masach kolejno:
6,5; 14,2; 20; 24; 29; 36; 45; 66 kDa, (1) proba wyjsciowa, (2) préba wyjsciowa + DPPH*, (3) proba wyj-
Sciowa + OH-, (4) po 24 godz. fermentacji (5) po 24 godz. fermentacji + DPPH*, (6) po 24 godz. fermen-
tacji + OH-.
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W badaniach wplywu rodnikéw hydroksylowych na biatka fasoli prowadzonych
przez Worobiej wykazano nieznaczng ich fragmentacje szczego6lnie frakcji o m. cz.
45 kDa, oraz tworzenie sie nowych frakcji o wyzszym ciezarze czasteczkowym ok.
80 kDa, ktoérych brak bylo w biatku nie poddanym fragmentacji (14).

4. Wnioski

Przedstawione wyniki pozwalajg na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1. Otrzymane preparaty albumin z fermentowanego P. sativum charakteryzowatly
sie niska hydrofobowoscig powierzchniowg, aromatyczng i zawieraly stosunkowo
duzo grup SH w poréwnaniu z ovoalbuming i BSA. Zaobserwowano dobra korelacje
pomiedzy zawartoScig grup sulfhydrylowych a aktywnoscig przeciwrodnikowa.

2. Proces fermentacji P. sativum w bioreaktorze z mieszaniem i wymuszonym na-
powietrzaniem korzystnie wptywal na aktywnos$¢ przeciwrodnikowa albumin, wy-
izolowanych z prob fermentacyjnych, zwiekszajac ja ok. dwukrotnie w stosunku do
proby wyjsciowej wobec trzech stosowanych wolnych rodnikéw: ABTS*, DPPH*
i OH- .

3. Badane preparaty albumin najlepsze dzialanie wykazywaty wobec rodnikéw
wodorotlenowych. Zastosowane rodniki powodowaty polimeryzacje bialek o wyz-
szych masach czasteczkowych i fragmentacje o nizszych.

4. Aktywnos¢ tych preparatow byta wyzsza od aktywnos$ci albuminy jaja kurzego
i BSA oraz nizsza od syntetycznego przeciwutleniacza BHT.

Praca wykonana w ramach Projektu Zamawianego nr AR 73/25/PBZ/021/P06/25/2001.
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