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WPLYW PROCESU PRAZENIA NA DOSTEPNOSC
ENZYMATYCZNA BIALEK ZIARNIAKOW GRYKI ZWYCZAJNEJ
(FAGOPYRUM ESCULENTUM MOENCH)

Streszczenie

Biatka stanowia podstawowy sktadnik budulcowy wszystkich tkanek ustroju cztowieka i wielu czyn-
nych biologicznie zwiazkow, jak enzymy, hormony, przeciwciata. Ziarniaki gryki sa zrodtem wysokiej
jakosci biatka o dobrze zbilansowanym skladzie aminokwasowym. Zawarto$¢ biatek w ziarniakach gryki
ksztaltuje si¢ w przedziale 8,5 - 19 % s.m.

Celem badan bylo okreslenie wptywu procesu prazenia (temp. 60 °C, 30 min, wilgotnos¢ 14,5 %) na
zakres enzymatycznego trawienia biatek in vitro. Biatka wyodrgbniono z obluszczonych ziarniakoéw gryki
przed i po prazeniu. Analiza strawnosci preparatow biatek gryki prowadzona w $rodowisku symulujacym
fizjologiczne warunki trawienia biatek w dwunastnicy wykazata, ze zastosowany proces prazenia wptynat
na poprawg strawnos$ci badanych biatek gryki: 82,7 % - przed prazeniem i 85,5 % - po prazeniu. Jednak
ilo$¢ wyodrgbnionych biatek w preparacie z ziarniakow po procesie prazenia ulegla znacznemu
zmniejszeniu. Analizujac obrazy rozdziatu elektroforetycznego bialek ziarniakéw przed i po procesie
prazenia, stwierdzono znaczacy udziat frakcji o masie czasteczkowej 22-10° Da oraz frakcji w zakresie
55-10° - 32:10° Da, lecz wskutek procesu prazenia odnotowano znaczna degradacje frakcji o masie
55-103 Da.

Stowa kluczowe: biatka gryki, prazenie, strawnosc¢, elektroforeza SDS - PAGE

Wprowadzenie

Bialka sa sktadnikami pokarmowymi, niezbednymi do prawidlowego rozwoju
i zdrowia organizmu. Jakos¢ biatka jest determinowana m.in. przez stopien jego enzy-
matycznego rozktadu podczas proceséw trawienia (strawnosc). Nawet najbardziej war-
tosciowe biatko nie zostanie wykorzystane przez organizm, jezeli nie ulegnie catkowi-
temu strawieniu, a uwolnione aminokwasy nie zostana wchtonigte w jelicie cienkim.
Strawno$¢ biatek zalezy nie tylko od ich pochodzenia, ale takze od sktadu chemiczne-
go zywnosci, tj. zawartosci btonnika pokarmowego, obecno$ci inhibitorow enzymow
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trawiennych, stopnia granulacji produktu, rodzaju obrobki stosowanej w procesach
technologicznych [3, 8]. Na strawno$¢ biatek ma tez wplyw stan organizmu konsumen-
ta, jego wiek, stan uzgbienia, sprawnos¢ uktadu pokarmowego. Jednak strawnos$¢ to nie
jedyny wskaznik stanowiacy o wartos$ci odzywczej biatek. Poza podatnoscia biatka na
hydrolizg okresla si¢ rowniez jego przyswajalnos¢. Obnizenie przyswajalnosci biatek
moze by¢ powodowane m.in. tworzeniem si¢ kompleksow biatek z kwasami fityno-
wymi [19].

Zawarto$¢ biatka w ziarniakach gryki ksztalttuje si¢ w przedziale 8,5 - 19 % s.m.
Biorac pod uwagg ilo$¢ biatka w ziarniakach gryki, nalezy podkresli¢ stabilno$¢ gatun-
kowa, na ktora wskazuje poréwnanie wynikéw aktualnych danych trzech polskich
odmian gryki z wynikami handlowych ziarniakoéw gryki polskiej i brazylijskiej anali-
zowanych do 1982 r. [14, 15]. Cenna wlasciwoscia biatek gryki jest zbilansowany
sktad aminokwasowy i zawartos¢ egzogennej lizyny ok. 6 g/16 g N, ktora jest pierw-
szorzegdowym aminokwasem ograniczajacym biatek zboz [20].

Celem badan byto okreslenie wptywu procesu prazenia na biatka ziarniakow gry-
ki zwyczajnej (Fagopyrum esculentum Moench) w warunkach modelowych oraz okre-
$lenie in vitro dostgpnosci enzymatycznej wyodrebnionych biatek.

Material i metody badan

Materialem badan byty preparaty biatkowe izolowane z obluszczonych (GO) oraz
obtuszczonych i prazonych (GP) ziarniakow gryki zwyczajnej (Fagopyrum esculentum
Moench), krajowej odmiany Kora, pochodzacej ze zbioréw Stacji Hodowli Roslin
w Palikijach z 2005 r. Proces prazenia prowadzono w modelowych badaniach laborato-
ryjnych. Procesowi poddano obluszczone mechanicznie ziarniaki gryki o wilgotnosci
14,5 %, prowadzac prazenie w temp. 160 °C przez 30 min w komorze badan cieplnych
KBC 65 W.

Izolacja biatek

Proces izolacji biatek z ziarniakow gryki prowadzono w srodowisku alkalicznym,
wytracajac je z ekstraktu w punkcie najmniejszej rozpuszczalnosci, stosujac metode
Kayashita i wsp. [9] (rys.1).

Sktad chemiczny badanego materiatu okreslano, stosujac standardowe metody
analityczne 1 oznaczano: zawarto$¢ skrobi ogétem z wczesniejsza ekstrakcja sachary-
dow w 70 % metanolu [1], zawarto§¢ zwiazkéw mineralnych w postaci popiotu catko-
witego[2] oraz zawarto$¢ biatka ogdtem metoda Kjeldahla [2].
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Rozdrobnione ziarniaki gryki
Dehulled buckwheat grains
(nasiona/woda 1:10 w/v)
(grains/water 1:10 w/v)

JPtae = 2 X ekstrakcja woda destylowana o pH 8/1 h
- 2 x extraction using distilled water, its pH 8/1 h
Pt =  Wirowanie 7500 x g/20 min/4 °C
- Centrifugation 7500 x g/20 min./4 °C
e
Ekstrakt biatek amorficznych
Osad .
) Extract of amorphous proteins
Precipitate

= Zakwaszanie do pH 4,3 /acidification

= Wytracanie osadu 4 °C/30 min Precipitation of
precipitate

= Wirowanie 7500 x g/20 min/4 °C
Centrifugation 7500 x 2/20 min./4 °C

Osad biatek amorficznych

Precipitate of amorphous proteins

= 2 X przemywanie woda destylowana o pH 7,0
2 x washing using distilled water of pH = 7.0

*  Wirowanie 4000 x g/12 min/4 °C
Centrifugation 4000 x g/12 min/4 °C

= Dializa 24 h/4°C/ dialysis 24 h / 4°C

= Liofilizacja / lyophilization

Preparat bialek amorficznych

Preparation of amorphous proteins

Rys. 1.  Wyodrgbnianie preparatéw biatkowych z obtuszczonych ziarniakow gryki.
Fig. 1.  Isolation of protein preparations from dehulled buckwheat grains.
Zrédto: Source: [9].

Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE

Rozdzialy elektroforetyczne prowadzono w 12,5 % zelu poliakrylamidowym
(akrylamid: bis-akrylamid w proporcji 30: 0,8 [%]) wg metody Laemmli [11]. Do
okre$lenia mas czasteczkowych uzywano nastgpujacych wzorcéw: 66:10° Da
albumina; 45-10° Da - owoalbumina; 36:10° Da - dehydrogenaza 3-fosforoglicero-
aldehydu; 29:10° Da - anhydraza weglowa; 26,6:10° Da - izomeraza trifosforanowa;
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24-10° Da - trypsynogen; 20,1-10° Da - inhibitor trypsyny; 16,9-10° Da - mioglobina;
14,2:10° Da - a-laktoalbumina; 6,5-10° Da - aprotynina; 3,49-10° Da - insulina; 1,42-10°
Da - bakteriocyna. Rozdziaty SDS-PAGE prowadzano przy stalym natgzeniu 20 mA
przez 1,5 h. Zele po elektroforezie barwiono roztworem barwiacym z Coomasie
Brilliant Blue R-250 (CBB).

Analiza densytometryczna

Uzyskane elektroforegramy preparatoéw bialek gryki poddawano analizie
densytometrycznej wykonywanej przy uzyciu programu komputerowego TotalLLab. Na
podstawie uzyskanych wykresow, odpowiadajacych gestosci optycznej analizowanych
preparatow biatkowych, obliczano masy czasteczkowe separowanych frakcji
biatkowych oraz ich udziat procentowy.

Strawnos¢ in vitro

Strawno$¢ in vitro oznaczano metoda wieloenzymatyczna Hsu i wsp. [6].
Stosowano nastgpujace enzymy: trypsyng 16,600 jednostek/mg biatka (SIGMA T-
0303), chymotrypsyng 76 jednostek/mg biatka (SIGMA C-4129) oraz peptydaze 0,102
jednostek/g biatka (SIGMA P-7500). Roztwoér preparatow biatek (50 ml; 6,25 mg
biatka/ml) umieszczano w tazni wodnej o temp. 37 °C i mieszajac doprowadzano do
pH 8. Dodawano 5 ml roztworu mieszaniny trzech enzymoéw hydrolizujacych (pH 8).
Obnizenie pH obserwowano w ciaggu 10-minutowej proteolizy preparatéw biatkowych,
a strawno$¢ in vitro [%] obliczano po 10 min doswiadczenia wg rdwnania:

y =201,464 — 18,103A
gdzie:
y — strawnos¢ in vitro,
A — pH probki po 10 min.

Wszystkie oznaczenia wykonano co najmniej w trzech powtorzeniach, przyjmu-
jac za miar¢ zmiennosci odchylenie standardowe. Wyniki opracowano za pomoca pa-
kietu Statistica for Windows 1997. Odchylenia standardowe wyznaczono z wynikow
dwoch niezaleznych prob. Istotnos¢ rdznic wartosci $rednich szacowano testem
t-Studenta (a0 < 0,05).

Wiyniki i dyskusja

Skiad chemiczny preparatow biatkowych

Sktad chemiczny preparatow bialek wyodrebnionych z naturalnych, obluszczo-
nych ziarniakéw gryki oraz obtuszczonych ziarniakow poddanych procesowi prazenia
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Sktad chemiczny preparatow biatek gryki.
Chemical composition of preparations of buckwheat proteins.

Tabela 1

Preparaty biatek gryki
Preparations of

Zawarto$¢ popiotu
Ash content

Zawarto$¢
biatka ogotem
Content of total proteins

Zawarto$¢ skrobi
ogblem
Content of total starch

buckwheat proteins % s.m./ %d.m.
P [% s.m./ %d.m.] [% s.m./ %d.m.] [% s.m./ %d.m.]
GO 0,22* + 0,03 83,38+ 2,07 16,29° + 3,83
GP 0,23*+ 0,01 49,13%+ 1,68 39,60° + 1,92

Objasnienia: / Explanatory notes:
a ,b,... - warto$ci Srednie w kolumnie oznaczone w indeksie ta sama litera nie roznia si¢ statystycznie
istotnie (p > 0,5) / mean values in the column and denoted by the same letter in superscript do not statisti-
cally significantly differ (p > 0.5).

GO —=a—GP

Rozpuszczalnosé/Solubility [%]

10
0
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH
Rys. 2. Rozpuszczalno$¢ preparatow biatek gryki.
Fig. 2. Solubility of preparations of buckwheat proteins.

przedstawiono w tab. 1. Do izolacji zastosowano metode wytracania w punkcie naj-
mniejszej rozpuszczalnosci: GO - 32 %, GP - 34 % (rys. 2), co odpowiada wartos$ci pH
= 43, Preparaty bialkowe z natywnych obtuszczonych ziarniakéw cechowaly si¢
znaczng koncentracja biatka ok. 83 % s.m. Ste¢zenie to swiadczy o wysokiej wydajno-
$ci zastosowanej metody izolacji i pozwala zaliczy¢ uzyskany preparat do grupy kon-
centratow biatkowych. Wyniki izolacji uzyskane w tych badaniach sa poréwnywalne
z niektorymi wynikami z pisSmiennictwa, ktore wskazuja, ze gryczane koncentraty
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biatkowe zawieraja powyzej 80 % biatka [17, 18]. Jednakze Tomotake i wsp. [19] oraz
Zheng 1 wsp. [22] uzyskali preparaty biatek gryczanych o stgzeniu czystego sktadnika
ok. 65 %. Stwierdzono, ze zastosowany proces termiczny mial istotny wptyw na za-
warto$¢ bialka ogotem w tych preparatach. Uzyskane z prazonych ziarniakow gryki
preparaty biatek zawieraty ok. 49 % biatka ogotem oraz charakteryzowaly sig istotnie
wigksza zawarto$cia skrobi ogotem — ok. 40 %. Zatem prazenie wywotato zmiany de-
naturacyjne w strukturze matrycy biatkowej ziarniakow i ograniczenie rozpuszczalno-
$ci biatek lub powstanie zwiazkéw kompleksowych, co utrudnito izolacj¢ biatek. Wia-
zato si¢ to rowniez z mozliwym indukowaniem kompleksowania biopolimerow, biatek
oraz skrobi badz tez biatek z innymi sktadnikami o mniejszej czasteczce niz skrobia,
wywotane chemiczno-biochemicznymi przemianami prowokowanymi przez czynniki
fizyczne podczas obrobki technologicznej. Zawarto§¢ zwiazkow mineralnych w posta-
ci popiotu byta zblizona w obu preparatach.

Strawnos¢ in vitro wyodrebnionych biatek gryki

Trawienie bialek zaczyna si¢ w zotadku, gdzie komoérki gruczotowe wydzielaja
nieczynny enzym pepsynogen. Komorki okladzinowe wydzielaja kwas solny, w obec-
nosci ktorego pepsynogen przeksztalca sig¢ w posta¢ czynna - pepsyng. W jelicie cien-
kim dziataja trypsyna i chymotrypsyna, ktore rozkladaja czasteczki polipeptydow do
tripeptydow i dipeptydow. Te z kolei rozktadane sa przez peptydazy $ciany jelita cien-
kiego do aminokwasow.

Dane literaturowe czgsto wskazuja na relatywnie niska strawno$¢ biatek gryki,
thumaczac to obecnoscia inhibitorow trypsyny, btonnika i tanin [8, 9, 19]. Jednak uzy-
skane w niniejszym do$wiadczeniu wyniki nie potwierdzaja tego faktu. Strawno$¢
preparatow biatek wyodrgbnionych z ziarniakéw gryki (GO) przed obrébka termiczna
byta wysoka i wynosila ok. 83 %. Podobne wyniki przedstawil Tang [17], uzyskujac
strawno$¢ preparatow bialek gryki na poziomie 79,6 %, przewyzszjaca strawno$¢
preparatow bialek soi (75,2 %). Zastosowany w badaniach proces prazenia
obluszczonych ziarniakow gryki zwickszyl strawno$¢ preparatow biatkowych do ok.
85 % (tab. 2). Dowodzi to, ze temperatura 160°C przy wilgotnosci ziarniakow gryki
14,5 % powoduje czeSciowe rozfatdowanie tancucha polipeptydowego i udostepnienie
wiazan podatnych na dziatanie trypsyny. Cecha szczegdlna ziarniakdw gryki jest zna-
czaca zawarto$¢ zwiazkdw fenolowych [16] taczacych sig¢ specyficznie z biatkami,
ktore moga zmniejsza¢ ich dostgpno$¢ enzymatyczng. Naleza do nich m.in.: kwasy
fenolowe, skondensowane taniny, fitosterole [7]. Poprawa strawno$ci moze by¢ zatem
spowodowana czgsciowa redukcja flawonoidow, tanin, kwasoéw fenolowych pod
wplywem prazenia oraz termiczng dezaktywacja inhibitora trypsyny. Wplyw
proteolizy w przeprowadzonym do§wiadczeniu zaznaczyt si¢ juz w ciagu pierwszych
15 s dziatania mieszaniny enzymow hydrolizujacych i zaobserwowano wyrazna
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zmiang warto$ci pH medium w kierunku obojgtnego (rys. 3). Preparaty biatek gryki po
prazeniu charakteryzowaty si¢ wyzsza strawnoscia, osiagajac po 10 min proteolizy
warto$¢ 85,5 % (tab. 2). Warto jednak zaznaczy¢, ze na skutek procesu cieplnego
nastapity wyrazne oddziatywania typu biatka - polisacharydy, w wyniku ktorych ilos¢
wyodrgbnionego biatka w preparacie uleglta znacznemu zmniejszeniu, podwoita sig¢
natomiast ilo$¢ skrobi w poréwnaniu z preparatem biatkowym przed obrobka (tab. 1.).
Nalezy zatem podkresli¢, ze wprawdzie efekt hydrolityczny i dostgpnosé
enzymatyczna byty lepsze, lecz substratu biatkowego byto istotnie mnie;.

Tabela 2
Strawnos¢ in vitro preparatow bialek gryki.
In vitro digestibility of preparations of buckwheat proteins.

P tv biatek ervki Strawnos¢ in vitro
reparaty biate i
. parely &Y . In vitro digestibility
Preparations of buckwheat proteins

[%]
GO 82,69 + 0,18
GP 85,49° + 0,62

Objasnienia: / Explanatory notes:
a,b,... - warto$ci oznaczone w indeksie inna litera roznia si¢ statystycznie istotnie (p > 0,5) /
mean values denoted by a different letter in superscript differ statistically significantly (p > 0.5).
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Rys. 3. Zmiany pH preparatow biatek gryki podczas 10-minutowej proteolizy in vitro.
Fig. 3. Changes in pH of preparations of buckwheat proteins during the in vitro proteolysis lasting for
10 minutes.
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Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE preparatow biatek gryki

Analizujac wykresy gestosci optycznej biatek ziarniakéw przed i po procesie pra-
zenia (rys. 4), stwierdzono znaczacy udziat frakcji o masie czasteczkowe;j 22:10° Da,
17-10° Da oraz frakcji w zakresie 55-10° - 32 -10° Da (rys. 5). Gkowna frakcja biatkowa
w ziarniakach gryki sa rozpuszczalne w wodzie i roztworze chlorku sodowego globuli-
ny, ktore stanowia blisko potowe wszystkich wystepujacych w ziarniaku biatek [3].
Sktadaja sig one z kilku podjednostek biatkowych, ktorych masa molekularna waha si¢
w granicach od 66:10° do 16-10° Da [10, 4]. Jest to widoczne jako wynik doswiadcze-
nia wykonanego w tych badaniach i przedstawionego na obrazie SDS-PAGE (rys. 4).
Na elektroforegramie preparatow biatkowych (GO) oraz (GP) zaobserwowano rowniez
obecnos¢ niewielkich ilosci biatek o masie 12 i 0,7-10° Da. Coraz cze$ciej sygnalizuje
si¢ wystgpowanie alergii lub jej symptomdéw na biatka gryki u osob czesto i w duzych
ilosciach spozywajacych zywno$¢ zawierajaca gryke. Analizowanie alergennych biatek
gryki poprzez obserwacje¢ wzrostu stgzenia immunoglobulin z grupy E (IgE immuno-
blotting) pokazalo, ze za wystgpowanie reakcji alergicznych odpowiedzialne sa legu-
minopodobne biatka niskoczasteczkowe o masie od 14-10° do 67-10° Da [5, 13, 21]. Do
biatek najsilniej wiazacych przeciwciata zalicza si¢ biatka o masach czasteczkowych:
(55, 24, 22, 36, 17)-10° Da [12]. Wskutek zastosowanego modelowego procesu praze-
nia biatko o masie czasteczkowej 55-10° Da uleglo znacznej degradacji, natomiast po-
zostale podjednostki biatkowe nie zmienity si¢. Nie odnotowano takze zmian polegaja-
cych na ich fragmentacji (rys. 4).

Ml GO GP M2
305105 Da —
116-10°Da
97-10%Da
66-10° Da e
5510°Da .
45-10°Da
36-10°Da
39-10°Da ——
24-10°Da ) -rd W 1610°Da
20-10°Da
i
14,2-103D
. 8 16,9107 Da
651050 S S— 14,4'103]3&
" : ~ 03D
3,410 Da
1.4-103Da

Rys. 4.  Elektroforetyczny rozdziat biatek wyodrgbnionych z ziarniakow gryki przed i po prazeniu (GO,
GP), M1, M2-markery.

Fig. 4. SDS-PAGE electrophoresis of proteins isolated from buckwheat grains prior to and after the
roasting process (GO,GP); M1, M2-markers.
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Rys. 5.

Fig. 5.

Testedl optyczna [Lu. ]

[

Gestoit optycena [ ]

Pixel density

Wykresy ggstosci optycznej preparatu biatkowego z obluszczonych ziarniakow gryki przed i po

prazeniu.
Diagrams of optical density of protein preparation from dehulled buckwheat grains prior to and

after roasting.
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Whioski

1. Badane ziarniaki gryki stanowia bogate zrodto biatek. Zastosowany proces praze-
nia wplywa znaczaco na zmiang ich zawartosci w wyodrgbnionym preparacie.

2. Rozdziaty biatek na zelu SDS-PAGE dowodza, Zze proces prazenia spowodowat
degradacje jedynie biatka o masie 55-10° Da.

3. Zastosowany proces prazenia pozytywnie wptynal na strawnos$¢ preparatow bial-
kowych in vitro. Jednak parametry procesu prazenia w tym doswiadczeniu powo-
duja takie zmiany w strukturze biatka, ktore sprzyjaja tworzeniu kompleksow biat-
ko-skrobia, ale ulatwiaja dostep enzymow proteolitycznych.

Praca byta prezentowana podczas XIII Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej
PTTZ, £6dZ, 28 - 29 maja 2008 r.
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EFFECT OF ROASTING PROCESS ON THE ENZYMATIC DIGESTIBILITY OF PROTEINS
IN GRAINS OF BUCKWHEAT (FAGOPYRUM ESCULENTUM MOENCH)

Summary

Proteins constitute a fundamental building element of all tissues in the human body and of many bio-
logically active compounds, such as enzymes, hormones, and antibodies. Buckwheat grains are a source of
the high quality proteins the amino acidic composition of which is well balanced. The content of proteins
in buckwheat grains ranges from 8.5 to 19 % d.m.

The objective of the investigations was to determine the effect of roasting process (temperature:
160 °C, 30 min, moisture: 14.5 %) on the range of in vitro enzymatic digestibility of proteins. The proteins
were isolated from dehulled grains of buckwheat prior to and after roasting. The analysis of the digestibil-
ity of buckwheat protein preparations conducted in an environment simulating physiological conditions of
digesting proteins in duodenum proved that the roasting process applied had an effect of improving the
digestibility of the examined proteins of buckwheat: 82.7 % - prior to roasting and 85.5 % - after roasting.
However, the amount of isolated proteins considerably decreased in the preparation made of grains after
the roasting process. While analysing the SDS-PAGE images of proteins in grains prior to and after the
roasting process, it was found that they contained essential amounts of two fractions: the one having
a molecular mass of 22:10° Da and the second of a molecular mass between 55-10° and 32:10° Da. How-
ever, as the result of the roasting process, the considerable degradation was reported of the fraction having
a molecular mass of 55-10° Da.

Key words: buckwheat proteins, roasting, digestibility, SDS-PAGE electrophoresis
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