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Antioxidative properties of albumins of (Pisum sativum) fermented

in Swing Solid State Reactor (SSSR)

S u m m a r y

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. Wstêp

Reakcje wolnorodnikowe, inicjowane przez reaktywne formy
tlenu, zachodz¹ce podczas przetwarzania i przechowywania
¿ywnoœci obni¿aj¹ jej jakoœæ ¿ywieniow¹ i sensoryczn¹. Zmia-
nom tym zapobiega siê przez dodatek przeciwutleniaczy synte-
tycznych takich jak BHT i BHA. Obecnie z uwagi na ograniczone
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mo¿liwoœci stosowania ich do ¿ywnoœci wynikaj¹ce z ich toksycznego dzia³ania,
wzros³o zainteresowanie naturalnymi przeciwutleniaczami pochodzenia roœlinnego
takimi jak: polifenole, tokoferole, karotenoidy, kwas askorbinowy, a tak¿e wyka-
zuj¹ce dobre w³aœciwoœci przeciwutleniaj¹ce peptydy i bia³ka (1). Stwierdzono, ¿e
bia³ka roœlinne efektywnie zmiataj¹ wolne rodniki. Zdolnoœæ inhibitowania reakcji
wolnorodnikowych zwi¹zana jest g³ównie z obecnoœci¹ w bia³kach histydyny, lizy-
ny, cysteiny i argininy (2).

W bia³kach roœlin str¹czkowych g³ówn¹ frakcjê stanowi¹ globuliny (ok. 70%),
reszta to albuminy. Albuminy PA1 i PA2 o masach cz¹steczkowych odpowiednio
8 kDa i 22 kDa stanowi¹ 34% bia³ek frakcji albumin i s¹ bogate w aminokwasy siarko-
we oraz lizynê. Oprócz bia³ek PA1 i PA2, frakcja albuminowa zawiera lektyny i inhibi-
tory proteaz (3). Albuminy str¹czkowych (ró¿nych odmian grochu i fasoli) wykazuj¹
dobre w³aœciwoœci przeciwrodnikowe, porównywalne z BHT (4).

Bia³ka chroni¹c przed skutkami utleniania inne sk³adniki ¿ywnoœci same ulegaj¹
modyfikacjom. Proces utleniania wp³ywa na ich strukturê (fragmentacja, polimeryza-
cja) i zwi¹zane z ni¹ w³aœciwoœci ¿ywieniowe. Zmienione oksydacyjnie bia³ka s¹ za-
zwyczaj bardziej podatne na dzia³anie enzymów trawiennych (5). Zaobserwowano
równie¿ pogorszenie strawnoœci utlenionych bia³ek (3).

G³ównym celem pracy by³o zbadanie wp³ywu procesu fermentacji Pisum sativum

w bioreaktorze z wymuszonym napowietrzaniem i mieszaniem (SSSR) na aktywnoœæ
przeciwrodnikow¹ preparatów albumin otrzymanych z prób fermentacyjnych,
w trzech modelowych uk³adach oksydacyjnych i porównanie jej z albuminami zwie-
rzêcymi oraz z syntetycznym przeciwutleniaczem BHT.

2. Materia³y i metody

2.1. Materia³ biologiczny

W procesie fermentacji stosowano szczep Rhizopus oligosporus NRRL 2710 po-
chodz¹cy z kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki £ódzkiej. Szczep
przechowywano na skosach dekstrozowo-agarowych w temperaturze 4°C, uaktyw-
niaj¹c co miesi¹c. Inokulum przygotowano przez zmycie skosów agarowych ze
szczepem R. oligosporus 4 cm3 0,1% roztworu Tween 80. Otrzyman¹ zawiesin¹ spor
o gêstoœci 106 jtk/cm3 (1 cm3 /100 g) szczepiono z³o¿e.

2.2. Produkcja tempe

Nasiona P. sativum Lens Agra pochodz¹ce 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) ca³¹ noc w temp. pokojowej, ob³uszczano rêcznie, autoklawo-
wano i inokulowano zawiesin¹ spor, w iloœci 1% (v/w). Fermentacjê nasion prowa-
dzono w fermentorze SSSR niemieckiej firmy Tec-Bio w warunkach zoptymalizowa-
nych we wczeœniejszych badaniach (wype³nienie bioreaktora 70%, napowietrzanie
5,0 l/min·kg), w temp. 37°C, w ci¹gu 72 godz. (6).

2.3. Preparaty albumin fermentowanego P. sativum

Albuminy izolowano z alkalicznych ekstraktów (pH 9,2) liofilizowanych prób 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 odciêciu 12 kDa. Powsta³y osad globulin oddzielano przez odwirowa-
nie, a uzyskany supernatant stanowi³ roztwór albumin stosowany do badañ (7).

2.4. Metody analityczne

Bia³ko rozpuszczalne oznaczano metod¹ Bradforda (8), wyniki odczytywano
z krzywej wzorcowej dla albuminy wo³owej.

Charakterystykê preparatów albumin prowadzono oznaczaj¹c hydrofobowoœæ
powierzchniow¹ aromatyczn¹ w jednostkach FI (fluorescence intensity – natê¿enie
fluorescencji) przez pomiar fluorescencji po reakcji z 8-anilino-1-naftaleno kwasem
sulfonowym (ANSA, Sigma) przy d³ugoœci fali wzbudzenia-390 nm, emisji-470 nm
(9), zawartoœæ grup sulfhydrylowych przez pomiar absorbancji (380 nm) po reakcji
z 2,2’-ditiobis(5-nitropirydyn¹)-DTNP (7) oraz rozdzia³y elektroforetyczne na ¿elach
poliakryloamidowych z SDS. Masy cz¹steczkowe preparatów albumin ustalano me-
tod¹ SDS-PAGE stosuj¹c bufor lizuj¹cy, zawieraj¹cy 5% v/v 2-merkaptoetanolu i 15%
¿ele poliakrylamidowe (10). Rozdzia³ elektroforetyczny bia³ek prowadzono w apara-
cie Mini-Protean 3, firmy BIO-RAD. ¯ele barwiono roztworem zawieraj¹cym meta-
nol, lodowaty kwas octowy i woda (5:1:4) oraz 0,25% Coomassie Brilliat Blue R.

W³aœciwoœci przeciwutleniaj¹ce ekstraktów albumin badano wobec stabilnych
syntetycznych rodników DPPH*, kationorodników ABTS+ oraz rodników OH- wytwo-
rzonych z H2O2 pod wp³ywem jonów Cu2+, w obecnoœci katalizatora ditioerytritolu
(11,12). Miar¹ aktywnoœci przeciwutleniaj¹cej albumin by³ stopieñ redukcji rodni-
ków (%), obliczony jako [(absorbancja próby kontrolnej – absorbancja próby bada-
nej) / (absorbancja próby kontrolnej) × 100].

Zmiany albumin pod wp³ywem rodników œledzono stosuj¹c rozdzia³y elektrofo-
retyczne z SDS.
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3. Wyniki i dyskusja

Zawartoœæ albumin w ekstraktach fermentowanego P. sativum waha³a siê w za-
kresie od 0,48 mg/ml w próbie wyjœciowej do 1,42 mg/ml w próbie po 24 godzinach
procesu (rys. 1). W produkcie – po 72 godzinach fermentacji zawartoœæ ich spad³a
do 0,61 mg/ml, ale nadal by³a wy¿sza od zawartoœci albumin w surowcu. Jest to zja-
wisko korzystne z punktu widzenia ¿ywieniowego, poniewa¿ albuminy w porówna-
niu z pozosta³ymi bia³kami nasion zawieraj¹ znaczn¹ iloœæ tyryptofanu – drugiego
po metioninie aminokwasu ograniczaj¹cego wartoœæ od¿ywcz¹ bia³ek nasion roœlin
str¹czkowych. Ponadto zawieraj¹ znaczne iloœci lizyny i treoniny.

Tendencje do obni¿ania poziomu albumin w nasionach po moczeniu i 48-go-
dzinnej fermentacji przy udziale R. oligosporus zauwa¿ono we wczeœniejszych bada-
niach dotycz¹cych grochu. Ubytki albumin by³y jednak¿e stosunkowo niewielkie
i nie mia³y negatywnego wp³ywu na strawnoœæ bia³ek in vitro (12).

Bardzo istotne znaczenie w technologii ¿ywnoœci ma hydrofobowoœæ powierzch-
niowa, gdy¿ wp³ywa ona na funkcjonalne w³aœciwoœci bia³ka – jest g³ównym wspó³-
czynnikiem jego rozpuszczalnoœci. Wynika ona z liczby niepolarnych reszt aminokwa-
sów rozmieszczonych na powierzchni jego cz¹steczki. Bia³ka o ma³ej hydrofobowoœci
³atwo rozpuszczaj¹ siê w œrodowisku wodnym. Albuminy pochodzenia roœlinnego cha-
rakteryzuj¹ siê nisk¹ hydrofobowoœci¹ powierzchniow¹ aromatyczn¹. W badanych
próbach wynosi³a ona odpowiednio dla albumin wyizolowanych z nasion przygotowa-
nych do fermentacji – 207 FI, po 24 godzinach wzros³a do 230 FI i na koñcu procesu
osi¹gnê³a wartoœæ ok. 91 FI, nieco ni¿sz¹ od hydrofobowoœci powierzchniowej ozna-
czonej dla albuminy jaja kurzego (107 FI) (rys. 2). Parametr ten dla albumin zwierzê-
cych jest du¿o wy¿szy i np. dla BSA wynosi 7800 FI, a dla albuminy ludzkiej 7337 FI. Po-
równywalne wartoœci hydrofobowoœci powierzchniowej aromatycznej dla albumin bia-
³ej (357 FI), ciemnej (209 FI) odmiany grochu oznaczy³ Wo³osiak (7).
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Rys. 1. Wp³yw procesu fermentacji na zawartoœæ albumin w ekstraktach P. sativum fermentowanego
w SSSR.



Zawartoœæ grup sulfhydrylowych w bia³kach wydzielanych z nasion poddawa-
nych fermentacji ros³a w czasie ca³ego procesu od ok. 82 do 150 mikromoli SH/g,
i w produkcie by³a ponad 2-krotnie wy¿sza od zawartoœci grup SH w albuminie jaja
kurzego i ponad 3-krotnie w BSA (rys. 3). Równie¿ wy¿sze zawartoœci grup SH ozna-
czy³ Wo³osiak w albuminach nasion bia³ej i br¹zowej odmiany fasoli oraz bia³ej
i ciemnej odmiany grochu w porównaniu z ovoalbumin¹ i BSA, albumina ludzka jako
jedyna z albumin zwierzêcych mia³a podobn¹ zawartoœæ grup SH jak w nasionach
roœlin str¹czkowych (7). Wysok¹ zawartoœæ grup SH w wymienionych albuminach
potwierdzaj¹ równie¿ oznaczenia innych badaczy (13).

Aktywnoœæ przeciwrodnikow¹ otrzymanych preparatów albumin badano w sto-
sunku do trzech rodzajów wolnych rodników: ABTS+, DPPH* i OH- i porównywano j¹
z aktywnoœci¹ albuminy jaja kurzego, wo³owej oraz BHT (rys. 4,5,6).
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Rys. 2. Hydrofobowoœæ powierzchniowa aromatyczna preparatów albumin P. sativum po 0, 24, 48
i 72 godzinach fermentacji i albuminy jaja kurzego.

Rys. 3. Zawartoœæ grup sulfhydrylowych w preparatach albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzi-
nach fermentacji, albuminy jaja kurzego i BSA.



Fermentacja P. sativum w SSSR korzystnie modyfikowa³a albuminy surowca po-
woduj¹c 1,7-krotne zwiêkszenie ich zdolnoœci zmiatania kationorodników ABTS+.
Po 72 godzinach procesu aktywnoœæ przeciwrodnikowa albumin by³a ok. 3-krotnie
wy¿sza od aktywnoœci przeciwrodnikowej ovoalbuminy i prawie czterokrotnie od
BSA (rys. 4).

Aktywnoœæ przeciwrodnikowa badanych preparatów albumin P. sativum równie¿
wobec wolnych, syntetycznych rodników DPPH* wzros³a w wyniku fermentacji
(1,8-krotnie) i w produkcie by³a ok. 3-krotnie wy¿sza od aktywnoœci oznaczonej dla
ovoalbuminy, ponad 4-krotnie dla BSA i 2-krotnie ni¿sza od aktywnoœci syntetyczne-
go przeciwutleniacza BHT (rys. 5).
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Rys. 4. Dezaktywacja kationorodników ABTS+ przez preparaty albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72
godzinach fermentacji, albuminy jaja kurzego i BSA.

Rys. 5. Dezaktywacja rodników DPPH* przez preparaty albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzi-
nach fermentacji, albuminy jaja kurzego, BSA i BHT.



Najwiêkszy (2-krotny) wzrost aktywnoœci przeciwrodnikowej w procesie fermen-
tacji P. sativum uzyskano wobec rodników wodorotlenowych (rys. 6). Otrzymany
produkt charakteryzowa³ siê prawie 9-krotnie wy¿sz¹ aktywnoœci¹ przeciwutlenia-
j¹c¹ w stosunku do ovoalbuminy i 3-krotnie do BSA.

Podobne wyniki w badaniach w³aœciwoœci antyutleniaj¹cych albumin suchych na-
sion grochu i fasoli w porównaniu do ovoalbuminy i BSA otrzyma³ Wo³osiak (4,7).

SDS-PAGE preparatów albumin wyizolowanych z P. sativum poddanych dzia³aniu
wolnych rodników DPPH* i OH- obrazowa³y zmiany w obrazach elektroforetycznych
tych bia³ek wskazuj¹ce na ich fragmentacjê, szczególnie wyraŸnie w przypadku
bia³ek niskocz¹steczkowych i polimeryzacjê – wysokocz¹steczkowych (rys. 7).

Aktywnoœæ antyutleniaj¹ca albumin grochu zwyczajnego (Pisum sativum) fermentowanego w bioreaktorze

BIOTECHNOLOGIA – MONOGRAFIE 2 (2) 17-24 2005 23

Rys. 6. Dezaktywacja rodników OH- przez preparaty albumin P. sativum po 0, 24, 48 i 72 godzinach
fermentacji, albuminy jaja kurzego i BSA.

Rys. 7. SDS-PAGE preparatów albumin wyizolowanych z P. sativum: M – markery o masach kolejno:
6,5; 14,2; 20; 24; 29; 36; 45; 66 kDa, (1) próba wyjœciowa, (2) próba wyjœciowa + DPPH*, (3) próba wyj-
œciowa + OH- , (4) po 24 godz. fermentacji (5) po 24 godz. fermentacji + DPPH*, (6) po 24 godz. fermen-
tacji + OH-.



W badaniach wp³ywu rodników hydroksylowych na bia³ka fasoli prowadzonych
przez Worobiej wykazano nieznaczn¹ ich fragmentacjê szczególnie frakcji o m. cz.
45 kDa, oraz tworzenie siê nowych frakcji o wy¿szym ciê¿arze cz¹steczkowym ok.
80 kDa, których brak by³o w bia³ku nie poddanym fragmentacji (14).

4. Wnioski

Przedstawione wyniki pozwalaj¹ na wyciagniêcie nastêpuj¹cych wniosków:
1. Otrzymane preparaty albumin z fermentowanego P. sativum charakteryzowa³y

siê nisk¹ hydrofobowoœci¹ powierzchniow¹, aromatyczn¹ i zawiera³y stosunkowo
du¿o grup SH w porównaniu z ovoalbumin¹ i BSA. Zaobserwowano dobr¹ korelacjê
pomiêdzy zawartoœci¹ grup sulfhydrylowych a aktywnoœci¹ przeciwrodnikow¹.

2. Proces fermentacji P. sativum w bioreaktorze z mieszaniem i wymuszonym na-
powietrzaniem korzystnie wp³ywa³ na aktywnoœæ przeciwrodnikow¹ albumin, wy-
izolowanych z prób fermentacyjnych, zwiêkszaj¹c j¹ ok. dwukrotnie w stosunku do
próby wyjœciowej wobec trzech stosowanych wolnych rodników: ABTS+, DPPH*
i OH- .

3. Badane preparaty albumin najlepsze dzia³anie wykazywa³y wobec rodników
wodorotlenowych. Zastosowane rodniki powodowa³y polimeryzacjê bia³ek o wy¿-
szych masach cz¹steczkowych i fragmentacjê o ni¿szych.

4. Aktywnoœæ tych preparatów by³a wy¿sza od aktywnoœci albuminy jaja kurzego
i BSA oraz ni¿sza od syntetycznego przeciwutleniacza BHT.

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