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DARIUSZ KOWALCZYK, BARBARA BARANIAK

WPLYW CHEMICZNEJ MODYFIKACJI I METODY KOAGULACJI
BIALEK NASION SOCZEWICY I WYKI NA WEASCIWOSCI
PRZECIWUTLENIAJACE OTRZYMANYCH HYDROLIZATOW

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wplywu acetylacji na wlasciwosci przeciwutleniajace preparatow
hydrolizowanych biatek ro$linnych pochodzacych z dwdch Zrédet botanicznych, rézniacych sig
dodatkowo sposobem koagulacji.

Biatka nasion soczewicy i wyki poddano chemicznej modyfikacji za pomoca bezwodnika kwasu
octowego, a nastgpnie wytracono z zawiesiny koloidalnej, stosujac jako czynniki koagulujace: kwas solny,
oraz polielektrolity Magnafloc LT22S (kationowy) i Magnafloc LT27 (anionowy). Uzyskane preparaty
biatkowe hydrolizowano przy uzyciu trypsyny i liofilizowano. Z hydrolizatéw ekstrahowano wolne
aminokwasy oraz peptydy, a nastgpnie metoda neutralizacji trwatych rodnikéw 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu (DPPH") okreslono ich aktywnos$¢ przeciwutleniajaca.

Wykazano, ze produkty hydrolizy bialek analizowanych nasion roslin straczkowych charakteryzuja
si¢ dobra zdolnoscia neutralizacji rodnika DPPH'. Zastosowana modyfikacja, jak i metody wytracania
biatek, w niewielkim stopniu wplynely na badane wtasciwosci. Efekt przeciwutleniajacy wyrazony jako
procent inhibicji inaktywowanych rodnikéw wynidst 59,7 i 53,4%, odpowiednio dla hydrolizatéw biatek
wyki isoczewicy, niepoddanych chemicznej modyfikacji (kontrolnych), koagulowanych wytacznie
kwasem solnym. Hydrolizaty biatka acetylowanego wykazaly maksymalnie o 4% (soczewica) i 3%
(wyka) wyzsza zdolno$¢ neutralizacji wolnych rodnikéw w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi. Uzycie
wielkoczasteczkowych polielektrolitéw jako czynnikéw flokulacyjno-koagulujacych réwniez wptyngto na
kilkuprocentowy wzrost badanych wlasciwosci, przy czym aglomeracja biatka z udzialem flokulanta LT-
22S spowodowata wigkszy wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej anizeli z flokulantem LT-27.
Gtéwnymi czynnikami determinujacymi zdolno$¢ neutralizowania rodnika DPPH' byly gatunek
surowca roslinnego, z ktérego otrzymano preparat biatkowy, a takze czas reakcji z rodnikami.

Stowa kluczowe: hydrolizaty biatek nasion soczewicy i wyki, wlasciwosci przeciwutleniajace, acetylacja,
polielektrolity

Wprowadzenie

Jednym ze skutecznych sposobéw ochrony zywno$ci przed utlenianiem jest
dodatek przeciwutleniaczy [2]. W technologii zywnosci czgsto wykorzystywane sa
substancje o strukturze fenolowej [24]. Tymczasem wilasciwosci przeciwuteniajace
maja rowniez zwiazki aminowe, jak: aminokwasy, naturalne peptydy [27] oraz biatka i
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ich hydrolizaty [18, 19, 23, 26]. Hydrolizaty biatkowe sa powszechnie stosowane w
przemysle spozywczym jako stymulatory smakowo-zapachowe, dodatki zwickszajace
warto$¢ odzywcza oraz polepszajace wiasciwosci teksturalne produktéw [12]. Pomimo
udokumentowanego dziatania przeciwutleniajacego hydrolizaty nie sa prawnie uznane
za przeciwutleniacze. Mozna jednak przypuszczaé, ze pelnia taka funkcje w
produktach z ich udziatem, co potwierdzaja badania przeprowadzone na modelowej
zywnosci [18, 19]. Analizowanie przydatnoSci réznorodnych surowcéw biatkowych
oraz modyfikacja procesu pozyskiwania hydrolizatéw stanowia kierunki badan majace
na celu zwigkszenie aktywnosci tych potencjalnych przeciwutleniaczy. Dotychczasowe
doniesienia w niewielkim stopniu  dotycza mozliwosci zmiany potencjatu
przeciwutleniajacego na etapie preparacji bialka, dlatego tez zagadnienie to stanowi
przedmiot niniejszej pracy.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu acetylacji na aktywno$¢
przeciwutleniajaca preparatow hydrolizowanych bialek nasion soczewicy i1 wyki,
rézniacych si¢ dodatkowo sposobem koagulacji.

Material i metody badan

Surowcem wyjsciowym byty rozdrobnione na make nasiona soczewicy (odm.
Anita) 1 wyki (odm. Kwarta), z ktérych na drodze alkalicznej ekstrakcji (pH~9,2),
a nastgpnie koagulacji kwasowej oraz flokulacyjno-kwasowej otrzymano preparaty
biatkowe. W obydwu metodach koagulacji precypitacj¢ biatek prowadzono 2M HCI,
uzyskujac w ekstraktach z maki soczewicy pH 3,6, a wyki pH 4,0. W przypadku
koagulacji  flokulacyjno-kwasowej biatka dodatkowo aglomerowano poprzez
zastosowanie flokulantéw. Wykorzystano w tym celu polielektrolity Magnafloc LT-
22S (kationowy) iMagnafloc LT-27 (anionowy), ktére wprowadzano w ilo$ci
30 mg/dm® ekstraktu, przed obnizeniem pH. Roztwory flokulantéw przygotowano
zgodnie z zaleceniami producenta (Ciba Specialty Chemicals Corporation).

Preparaty bialek chemicznie modyfikowanych uzyskano acetylujac biatka
w czasie ich ekstrakcji. Proces prowadzono poprzez dodanie bezwodnika kwasu
octowego wilosci 0,2cm’® na 1 g biatka zawartego w mace. Modyfikacja trwata
1 godz. w temp. 20°C, przy pH 7,5-8,0. Z otrzymanych preparatéw przygotowano
hydrolizaty. Biatka hydrolizowano trypsyna (1240 j./mg, Sigma T-4799; stosunek
enzym/substrat 1: 850) przez 3 godz., wtemp. 37°C ipH = 7,5. Po odwirowaniu
nierozpuszczalnej frakcji od produktéw hydrolizy uzyskany supernatant poddawano
liofilizacji. Wolne aminokwasy i peptydy ekstrahowano z liofilizatu 1-procentowym
kwasem trichlorooctowym. W ekstraktach oznaczano wtasciwos$ci przeciwutleniajace
metoda neutralizacji trwatych rodnikéw 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH") wg
zmodyfikowanej procedury Brand-Williamsa i wsp. [8]. Pomiary absorbancji (515 nm,
Lambda 40 UV-Vis, Perkin-Elmer) wykonywano co 30 min przez 5 godz. Aktywnos$¢
przeciwutleniajaca, wyrazong jako % inhibicji, obliczano z nastgpujacego réwnania:

Inhibicja [%] = [(Ax — Apy)/Ayx ] x 100
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gdzie: Ay — absorbancja prébki kontrolnej, A, — absorbancja prébki z badanym
ekstraktem, zmierzona w czasie t.

Oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej wykonano w trzech powtdrzeniach,
a uzyskane wyniki usredniono.

Wiyniki i dyskusja

Przebieg neutralizacji rodnikéw DPPH" przez produkty hydrolizy biatka nasion

soczewicy 1 wyki przedstawiono na rys. 1. 12. Wszystkie analizowane hydrolizaty
wykazywaty wzrost zdolno$ci inaktywowania DPPH" wraz z wydluzaniem czasu
reakcji. Najwigkszy przyrost inhibicji zaobserwowano po pierwszych 30 min
inkubacji, natomiast stabilizacja inhibicji nastapita po ok. 5 godz. Po tym czasie
efekt przeciwutleniajacy hydrolizatéw biatek wyki i soczewicy, koagulowanych
wylacznie kwasem solnym, wynidst odpowiednio 59,7 153,4% (rys. 3). Uzyskany
rezultat $wiadczy o obecno$ci w hydrolizatach substancji, ktére sa donorami atomu
wodoru [16]. Maja one zatem potencjalng zdolno$¢ przeksztatcania rodnikow do
bardziej stabilnych produktéw, a tym samym przerywania tancuchowej reakcji
utleniania.
Mozliwos$¢ reagowania produktéw hydrolizy biatka z wolnymi rodnikami potwierdzaja
badania wielu autoréw [9, 10,14, 21, 26], chociaz wartosci liczbowe efektow
przeciwutleniajacych trudno jest poréwnywaé, gdyz rdznicuje je zaréwno rodzaj
analizowanego surowca, jak i zastosowane metody analityczne. Wykorzystujac metodg
z DPPH" wtasciwosci takie wykazali m.in. Wu i wsp. [26], badajac hydrolizat biatka
makreli. Stwierdzili oni zdolno$¢ neutralizowania rodnikéw DPPH' przez ekstrakt
zawierajacy mieszaning aminokwasoéw i peptydow o masie czasteczkowej 1400 Da.
Jao i Ko [14], stosujac zréznicowany czas proteolizy, uzyskali hydrolizat z biatkowych
odpadéw tunczyka, ktéry wykazat zdolno$¢ inaktywacji rodnikéw DPPH' na poziomie
82%, po 30 min reakcji. Suetsuna i wsp. [21] wyizolowali z hydrolizatu kazeiny mleka
peptyd o sekwencji aminokwaséw Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu wykazujacy zdolnosé
wigzania wolnych rodnikéw zaréwno wtescie z DPPH’, jaki i z naturalnie
wystgpujacymi rodnikami: 'O,” i ‘OH. Z kolei Chen i wsp. [9] poddali ocenie
syntetycznie otrzymane peptydy, bazujace na sekwencji naturalnego peptydu Leu-Leu-
Pro-His-His, wyodrgbnionego z hydrolizatu biatka soi. Peptydy te w niewielkim
stopniu inaktywowaty wolne rodniki DPPH" i'O, pomimo, ze wykazaty dobra
aktywno$¢ przeciwutleniajaca wyrazajaca si¢ zahamowaniem utleniania kwasu
linolowego i chelatowaniem jonéw Cu** i Zn*. Potwierdzito to, ze peptydy dziataja
nie tylko jako przeciwutleniacze pierwszorzgdowe, ale za ich wlasciwosci
przeciwutleniajace odpowiedzialne sq réwniez inne mechanizmy.
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Przebieg neutralizacji rodnikéw DPPH" przez produkty hydrolizy biatka wydzielonego z nasion
soczewicy, po koagulacji réznymi metodami: HCI (<), Magnafloc LT 22S + HCl (0O),
Magnafloc LT 27 + HC1 (A).

The course of DPPH" radicals scavenged by protein hydrolysates produced from lentil seeds,
after the coagulation performed using various methods: HCI (<), Magnafloc LT 22S + HCl
(O0), Magnafloc LT 27 + HCI (A).
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wyki, po koagulacji réznymi metodami: HCI (<), Magnafloc LT 22S + HCI (), Magnafloc
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The course of DPPH" radical scavenged by protein hydrolysates produced from vetch seeds,
after the coagulation performed using various methods: HCI (<), Magnafloc LT 22S + HCl
(OJ), Magnafloc LT 27 + HCI (A).
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Rys. 3. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca produktéw hydrolizy biatek naturalnych i1 chemicznie

modyfikowanych, koagulowanych ré6znymi metodami, po 5 godz. inkubacji z DPPH"
Fig. 3. The antioxidant activity of native, hydrolyzed proteins and chemically modified proteins that
were precipitated using various methods, 5 h after the incubation with DPPH"

Udowodniono, ze metoda uzyta do koagulacji biatka réznicuje chemiczny sktad
i wlasciwos$ci funkcjonalne preparatéw biatkowych [6, 11]. Wyniki niniejszej pracy
wskazuja, ze sposéb wytracania bialek decyduje réwniez o ich potencjale
przeciwutleniajacym, co juz zostalo udokumentowane we wcze$niejszych badaniach
[3]. W prezentowanej pracy zaréwno w przypadku hydrolizatéw biatka nasion
soczewicy, jak i wyki, wykorzystanie polielektrolitow Magnafloc, jako czynnikéw
wspotstracajacych, spowodowato nieznaczny przyrost zdolno$ci neutralizowania
rodnikéw DPPH'. Koagulacja z udzialem flokulanta LT-22S data wigkszy wzrost
wlasciwosci przeciwutleniajacej anizeli z flokulantem LT-27. Réznice w aktywnosci
przeciwutleniajacej produktéw hydrolizy biatka wytraconego réznymi metodami
nalezy przypuszczalnie wiaza¢ z faktem, ze czynniki zastosowane do koagulacji
réznicujq sktad frakcji biatkowych. O efekcie takim informowali Baraniak i wsp. [4].
Réwniez profil aminokwasowy uzalezniony jest od metod stosowanych zaréwno
w procesie ekstrakcji, jak i koagulacji preparatéw biatkowych [5, 11, 17, 20]. Uwaza
si¢, ze udziat poszczegdlnych aminokwaséw, a takze ich kolejno$¢, znaczaco wplywa
na przeciwutleniajaca efektywnos$¢ peptydéw. Szczegdlna role przypisuje sig
obecno$ci histydyny [9, 10], ktéra zostala rozpoznana jako najefektywniejszy
z aminokwasOw neutralizujacych 102 [25].

Zastosowana w niniejszej pracy acylacja biatka przy uzyciu bezwodnika kwasu
octowego (acetylacja) jest jedna z metod ksztaltowania wilasciwosci funkcjonalnych
biatek [4, 13, 15]. Acylacja poprzez zmiany sit elektrostatycznego przyciagania
i odpychania tancuchéw polipeptydowych powoduje zmiany konformacji czasteczek
biatka [7]. Jak wskazuje Achouri i Zhang [1], wplywa to na podatno$¢ biatka na
hydrolizg i tym samym ilo$ciowe oraz jakoSciowe réznice hydrolizatéw. Faktem tym
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mozna tlumaczy¢ uzyskana wyzsza zdolno$¢ neutralizacji rodnikéw DPPH’ przez
produkty hydrolizy biatka modyfikowanego w poréwnaniu z prébkami nie-
modyfikowanymi (kontrolnymi) (rys. 3). Zmiany konformacyjne moga dotyczy¢ takze
acetylowanych peptydéw. Pomimo, Ze zalezno$¢ wtasciwosci przeciwutleniajacych od
trojwymiarowej struktury peptydéw nie byla okre$lana, taka mozliwo$¢ rozwazali
Chen i wsp. [10]. Badacze zasugerowali, ze rézne aktywnos$ci analizowanych przez
nich syntetycznych peptydéw zawierajacych histydyng mogly by¢ spowodowane
przestrzennie utatwionym lub utrudnionym dostgpem do pierécienia imidazolowego
tego aminokwasu. Znaczne zréznicowanie aktywnos$ci przeciwulteniajacej dwoch
syntetycznie uzyskanych tripeptydéw, z ktérych jeden zawieral L-histydyne, a drugi
D-histydyng wykazato wplyw konfiguracji przestrzennej na testowane wtasciwosci
[10].

Wyniki zaprezentowanej pracy i cytowanych autoréw $wiadcza o réznorodnosci
czynnikow, ktére decyduja o zdolno$ciach przeciwutleniajacych otrzymywanych
hydrolizatéw biatkowych, a wigc o ich technologicznym zastosowaniu oraz
potencjalnym oddziatywaniu na organizm czlowieka. Niektére bowiem z aktywnych
dipeptydéw, wytworzonych podczas hydrolizy w warunkach in vitro, jak i in vivo,
moga by¢ absorbowane w przewodzie pokarmowym przez dipeptydowy transporter
jelitowy 1 wchtaniane w nienaruszonej postaci [22]. A zatem moga one przyczyniac si¢
do zwigkszenia fizjologicznej obrony organizmu w walce ze stresem oksydacyjnym.

Whioski

1. Metoda wytracania preparatow, podobnie jak acetylacja bialek nasion soczewicy
i wyki, w niewielkim stopniu zwigksza wilasciwoSci przeciwutleniajace ich
hydrolizatow.

2. Giéwnym czynnikiem réznicujacym zdolnos$¢ neutralizowania rodnikéw DPPH’
jest gatunek surowca, z ktérego otrzymano preparat biatkowy.

3. Zdolno$¢ neutralizowania rodnika DPPH™ przez produkty hydrolizy
analizowanych biatek wzrasta wraz z wydluzaniem czasu reakcji, osiagajac
maksimum po 5 godz. inkubacji. Wysoki przyrost aktywno$ci przeciw-
utleniajacej, zaobserwowany po pierwszych 30 min reakcji, $wiadczy o obecnosci
w hydrolizatach zwiazkéw charakteryzujacych si¢ dobra skuteczno$cia
przeciwutleniajaca.

Prace wykonano w ramach PBZ/KBN/021/P06/99 finansowanego przez KBN w latach
2001-2004.
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THE EFFECT OF CHEMICAL MODIFICATION OF LENTILS AND VETCH SEEDS
PROTEINS AND OF A METHOD OF THEIR COAGULATION ON ANTIOXIDATIVE
PROPERTIES OF HYDROLYSATES OBTAINED

Summary

The purpose of this study was to determine the effect of acetylation on the antioxidant activity of
preparations of hydrolyzed plant proteins originating from two botanical sources; additionally, the
preparations investigated differ in the method of their coagulation. Lentil and vetch seeds proteins were
chemically modified with acetic anhydride, and precipitated using various coagulation agents such as:
hydrochloric acid and polyelectrolytes (a cationic ‘Magnafloc LT-22S” and an anionic ‘Magnafloc LT-27").
The protein preparations produced were hydrolyzed with tripsin, and lyophilised during a process of
enzymatic hydrolysis. From the hydrolysates, free amino acids and peptides were extracted, and, next, their
antioxidant activity was determined using a method of scavenging 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH")
radicals.

The study showed that the hydrolysis products of proteins contained in the leguminous plants under
analysis are characterized by a good ability to quench a DPPH' radical. Both the modification performed and
the methods of proteins coagulation impacted, to a very small degree, the properties under investigated. The
anti-oxidative effect expressed as a per cent inhibition rate of inactivated radicals was 59.7 and 53.4% for the
hydrolisates of vetch and lentil proteins, respectively, which were not treated chemically (control
hydrolisates) and coagulated using only the hydrochloric acid. If compared to control samples, the
hydrolysates obtained from acetylated proteins showed a higher ability to scavenge free radicals: as for
lentils, this ability was by maximum 4% higher, and as for vetch — by 3% at the most. When high-molecular
polyelectrolytes were applied as flocculation-coagulation agents, the properties under investigations increased
by several per cent, and the proteins agglomeration, containing a flocculant ‘Magnafloc LT-22S’, caused a
higher rise in the antioxidative activity compared to the effect achieved with the flocculant ‘Magnafloc LT-
27°. The key factors determining the scavenging effect of the DPPH" radical were: type of the plant species
from which the protein preparation was produced, and, the time of reaction with radicals.
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