ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$é¢, 2005, 2 (43) Supl., 121 - 132

URSZULA KRUPA, MARIA SORAL-SMIETANA

WPEYW CZYNNIKOW FIZYCZNYCH NA DOSTEPNOSC
ENZYMATYCZNA IN VITRO BIALEK NASION FASOLI
(PHASEOLUS SP.)

Streszczenie

Celem badan bylo okre$lenie wptywu czynnikéw fizycznych zastosowanych podczas wodno-
cieplnych proceséw autoklawowania i mikrofalowania na zakres enzymatycznego trawienia in vitro
bialek wyodrgbnionych z nasion dwéch polskich gatunkéw fasoli: fasoli zwyklej (Phaseolus vulgaris)
odm. Aura i fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus) odm. Eureka.

Analiza strawno$ci in vitro preparatow biatkowych przeprowadzona w $rodowisku symulujacym
fizjologiczne warunki trawienia bialek w dwunastnicy wykazata, ze temperatura i ciSnienie zastosowane
w procesie autoklawowania powodowaly znaczaca poprawg strawno$ci badanych biatek nasion fasoli.
Natomiast po procesie mikrofalowania, po 10 min proteolizy, strawno$¢ preparatow biatkowych byta
mniejsza niz preparatow biatek z nasion niepoddanych obrébce hydrotermicznej. Na podstawie obrazu
separacji zelowej SDS-PAGE biatek wyodrebnionych z nasion przed obrébka wodno-cieplna stwierdzono
dominujacy udziat frakcji o masie ok. 49-45.10° Da, uznanej za faseoling, charakteryzujacej si¢ znaczna
stabilno$cia termiczna. Czynniki fizyczne w obydwu zastosowanych procesach powodowaly zmiany
zawartos$ci frakcji biatkowych, szczegélnie widoczne w przypadku preparatu EA. Wyniki separacji SDS-
PAGE uzupehity analizg strawnoS$ci in vitro i wykazaty szczegélny wplyw procesu autoklawowania
nasion na wyizolowane z nich biatka, widoczny na obrazie rozdziatu.

Stowa kluczowe: nasiona fasoli, preparaty biatkowe, procesy hydrotermiczne, strawno$é¢

Wprowadzenie

Warto$¢ odzywcza biatek jest determinowana przez ich strawno$¢, sktad
aminokwasowy oraz biodostgpnos¢ poszczegdlnych aminokwaséw [9]. Nasiona ro$lin
straczkowych sa bogatym zrédlem biatka pokarmowego, ktérego zawarto$¢ jest 2-
krotnie wyzsza w poréwnaniu z nasionami zb6z [38]. Biatka nasion fasoli cechuje
wysoka zawarto$¢ Lys, dlatego jako sktadnik diety moga by¢ uznane za uzupetniajace
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w stosunku do biatek zbozowych. Pomimo licznych zalet, biatka roélin straczkowych
uznawane sa za mniej wartosciowe w poréwnaniu z biatkami zwierzecymi. Przyczyna
ich obnizonej warto$ci odzywcze] jest mniejsza wrazliwo$¢ na proteoliz¢ in vivo
w poréwnaniu z biatkami zwierzgcymi, mata zawarto$¢ aminokwaséw siarkowych
(Met i Cys), zwarta struktura utrudniajaca dostgp enzymom proteolitycznym oraz
obecno$¢ niebiatkowych substancji (DF, taniny, fityniany) i/lub antyfizjologicznych
biatek (inhibitory proteaz, lektyny), ktérych wystgpowanie moze w znacznym stopniu
utrudnia¢ ich trawienie [9].

Naukowcy sa zgodni co do faktu, ze antyodzywcze biatka oraz substancje
ograniczajace hydrolize (taniny, fityniany) moga by¢ dezaktywowane poprzez
zastosowanie obrébki termicznej [5, 7], jednak stanowisko wobec wptywu czynnikéw
fizycznych na zmiany strukturalne bialek, oddziatujace na zmiany ich strawnos$ci nie
jest jednoznaczne.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wpltywu czynnikéw fizycznych
(temperatury, cis$nienia, mikrofal, srodowiska nadmiaru wody) zastosowanych podczas
obrébki wodno-cieplnej na dostgpno$¢ enzymatyczng biatek wyodrgbnionych z nasion
fasoli.

Material i metody badan

Materiatem badawczym byly biatka wyizolowane z nasion dwoéch polskich
gatunkow fasoli: fasoli zwyktej (Phaseolus vulgaris) odm. Aura i fasoli
wielokwiatowej (Phaseolus coccineus) odm. FEureka. Nasiona obu odmian
w $rodowisku nadmiaru wody (w stosunku 3:1v/m) poddawano procesom
autoklawowania (101 kPa/ 121°C/16 min) i mikrofalowania (650 W/30 min). Nasiona
po procesach liofilizowano, a nastgpnie rozdrabniano, uzyskujac 100% frakcji
o czastkach < 0,4 mm. Do oznaczenia poszczegdlnych preparatow wprowadzono
symbole literowe:

* AN, EN — preparaty biatkowe z suchych, obtuszczonych nasion fasoli odmian Aura
1 Eureka,

 AA, EA - preparaty biatkowe z catych, autoklawowanych nasion fasoli odmian
Aura i Eureka,

 AM, EM - preparaty biatkowe z catych, mikrofalowanych nasion fasoli odmian
Aura i Eureka.

Izolowanie biatek

Do wyodrebnienia biatek zastosowano metod¢ Fana i Sosulskiego [13]. Preparaty
biatkowe ekstrahowano roztworem NaOH o pH 9,2. Wytracano je z ekstraktu w
punkcie najmniejszej rozpuszczalnosci (pH 4,3). Zawiesing preparatéw biatkowych
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dializowano przez 48 godz. w temp. 4°C w obecnos$ci wody destylowanej, a nastgpnie
liofilizowano.

Sktad chemiczny badanego materiatu okreslano, stosujac standardowe metody
analityczne i oznaczano: wilgotnos¢ [32], zawarto$¢ skrobi ogétem [3] z wczedniejsza
ekstrakcja sacharydéw w 70% metanolu, zawarto$¢ popiotu catkowitego [4, 31] oraz
zawarto$¢ biatka ogétem metoda Kjeldahla [4, 30].

Na podstawie przeprowadzonego rozdziatu elektroforetycznego na zelu
poliakrylamidowym SDS-PAGE [22] okre§lano masy czasteczkowe frakcji
biatkowych. Rozdzial prowadzono w 12% zelu poliakrylamidowym przy statym
nat¢zeniu pradu 25 mA/1,5 godz. Do okreslenia mas czasteczkowych frakcji biatek
uzyto nastepujacych wzorcéw: 66:10° Da — albumina; 45-10° Da — owoalbumina;
36:10° Da — dehydrogenaza 3-fosforogliceroaldehydu; 29-10° Da - anhydraza
weglowa; 24-10° Da — trypsynogen; 20,1-10° Da — inhibitor trypsyny; 14,2-10° Da — o-
laktoalbumina; 6,5-10° Da — aprotynina. Zastosowane odczynniki pochodzity z firmy
SIGMA.

Strawnos¢ in vitro wyodrebnionych biatek oznaczano metoda wieloenzymatyczna
Hsu i wsp. [16]. Stosowano nastgpujace enzymy: trypsyng 16,600 jednostek/mg biatka
(SIGMA T-0303), chymotrypsyne 76 jednostek/mg biatka (SIGMA C-4129) oraz
peptydaze 0,102 jednostek/g biatka (SIGMA P-7500). Roztwor biatka (50 ml; 6,25 mg
biatka/ml) umieszczano w fazni wodnej o temp. 37°C i mieszajac, doprowadzano do
pH 8. Dodawano 5 ml roztworu mieszaniny enzymatycznej (pH 8). Spadek pH
obserwowano w ciagu 10-minutowej proteolizy preparatow biatkowych. Strawnos¢ in
vitro obliczano z réwnania [16]:

y =201,464 - 18,103 x A

y — strawnos¢ in vitro, [%],
A — pH prébki po 10 min.

Wiyniki i dyskusja

Sktad chemiczny nasion fasoli i preparatow biatkowych

Sktad chemiczny nasion fasoli analizowano w rozdrobnionym materiale przed
obrébka wodno-cieplng w poréwnaniu z materialem uzyskanym po hydrotermicznych
procesach autoklawowania i mikrofalowania (tab. 1). Zawarto$¢ skrobi ogétem w
nasionach dwoch badanych odmian fasoli Aura i FEureka przed procesami
hydrotermicznymi byta zblizona i w catych nasionach wynosita ponad 48% s.m.
Poréwnujac uzyskane wyniki z danymi tabelarycznymi [21], informujacymi o zawartosci
skrobi w nasionach fasoli na poziomie 40,8% s.m., stwierdzono, ze badane w tej pracy
odmiany fasoli sg bogatszym zrédtem skrobi, co moze by¢ zwiazane z dtugoscia okresow
nawilzenia 1 nastonecznienia podczas rozwoju idojrzewania nasion. Zastosowane
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procesy wodno-cieplne autoklawowania i mikrofalowania nie spowodowaty znaczacych
zmian zawartosci tego biopolimeru w nasionach badanych odmian fasoli. Jedynie w
przypadku nasion odmiany Eureka poddanych procesowi mikrofalowania obserwowano
spadek zawarto$ci skrobi ogétem, co mozna uznaé za skutek depolimeryzacji czasteczki
i/lub wytworzenia porcji dekstryn lub cukréw tatwo ekstrahujacych si¢ w postgpowaniu
metodycznym przed analiza skrobi.

Tabela 1
Sktad chemiczny nasion fasoli.
Chemical composition of the bean seeds.
‘AURA’ ‘EUREKA’
Skl.ad Nasiona Nasiona Nasiona Nasiona
chemlc%zny C;'ﬂe autoklawow | mikrofalowa Cate autoklawow | mikrofalowa
Chemu.:al nasiona ane ne nasiona ane ne
compositon Whole Autoclaved | Microwaved | Whole seeds | Autoclaved | Microwaved
seeds
seeds seeds seeds seeds
Wilgotnos¢
Moisture 10.83 = : . 12,67 % 0,09 : .
0,22
[%]
Zawarto$¢
skrobi ogétem 4847 +
Total starch 1’ 86_ 45,55+ 1,44 | 46,60 +£2,72 | 48,10 £2,13 | 48,21 £0,75 | 39,41 £2,61
content ’
[% s.m./% d.m.]
Zawarto$¢
biatka ogétem 28.11 +
Content of total 0’35_ 26,19 £ 0,66 | 26,50 = 1,59 | 22,01 £2,07 | 22,11 + 1,41 | 23,39+ 0,36
proteins ’
[% s.m./% d.m.]
Zawarto$¢
popiotu 3,84
Ash content 0.02 3,76 £0,02 | 3,53+0,11 | 3,91 +£0,03 | 3,20+£0,10 | 3,67 £0,06
[% s.m./% d.m.]

Analiza zawartoSci biatka ogétem wskazuje na znaczace réznice pomigdzy
badanymi odmianami fasoli. Nasiona odmiany Eureka charakteryzowaly si¢ mniejsza o
ok. 6% zawarto$cia biatka (tab. 1). Uzyskane wyniki, w odniesieniu do wcze$niejszych
dotyczacych tych samych odmian fasoli, potwierdzaja, ze zawarto$¢ biatka jest cecha
gatunkowa oraz sugeruja jej zalezno$¢ od wielkos$ci i budowy morfologicznej nasion
[20]. Znaczacy wpltyw na sklad chemiczny nasion fasoli, poza wiasciwosciami
fizjologicznymi, maja warunki glebowo-klimatyczne w okresie wegetacji [1].
Zawarto$¢ biatka w nasionach odm. Aura pochodzacych ze zbioréw 2003 r. byta
znacznie wigksza niz uzyskano w poprzednim sezonie wegetacyjnym [20]. Pozwala to
przypuszczaé, ze obok odmiany, waznym czynnikiem decydujacym o sktadnikach
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chemicznych majacych struktur¢ polimeru sa warunki klimatyczne. Zastosowane
w doswiadczeniu dwa procesy obrobki wodno-cieplnej nasion spowodowaly zmiany
zawartosci biatka ogétem, wskazujac na zréznicowang tendencj¢ w obu odmianach.

Srednia zawarto$¢ zwiazkéw mineralnych w nasionach analizowanych odmian
fasoli wynosita ok. 4% s.m. (tab.1) i byta zblizona do danych literaturowych (3,0-3,9%
s.m.) dotyczacych nasion fasoli [18, 20, 21, 36]. Na skutek zastosowanych zabiegéw
wodno-cieplnych zaobserwowano nieznaczng tendencj¢ zmniejszania ilosci zwiazkéw
mineralnych ogétem, analizowanych jako zawarto$¢ popiotu.

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ biatka w preparatach wyodrebnionych z
suchych nasion fasoli odmian Aura — 98,99% s.m. i Eureka — 99,56% s.m., mozna je
nazwac izolatami. Podobnie Pilosof i wsp. [29] oraz Sathe i Salunkhe [35], stosujac
metod¢ wytracania w punkcie najmniejszej rozpuszczalno$ci, uzyskali preparaty
biatkowe o wysokiej zawarto$ci biatka 81,1-91%. Zastosowane procesy
hydrotermiczne wptywaly na ogdélna zawartos¢ biatka w catych nasionach (tab. 1),
spowodowaly réwniez zmiany w strukturze liScieni, skutkiem czego byly zmiany
w strukturze matrycy bialkowej nasion utrudniajace izolacje. Preparaty biatkowe
uzyskane z nasion obu odmian fasoli poddanych autoklawowaniu zawieraty
odpowiednio 60,38 (AA) i 56,60% s.m. (EA) biatka ogétem. Proces mikrofalowania
spowodowal zmniejszenie zawartosci biatka ogétem, zaréwno w przypadku odm. Aura
(ok. 25%), jak i odm. Eureka (ok. 40%) (tab. 1).

Strawnos¢ in vitro preparatow biatek fasoli

Strawno$ci preparatow biatkowych, wyizolowanych z obtuszczonych, suchych
(AN, EN) oraz nieobtuszczonych lecz poddanych procesom autoklawowania (AA
i EA) i mikrofalowania (AM i EM) nasion obu odmian fasoli po 10 min hydrolizy
przedstawiono w tab. 2. Strawno$¢ in vitro oznaczano stosujac metodg wielo-
enzymatyczng, w ktérej wykorzystano mieszaning trzech enzyméw o aktywnosci
proteolitycznej: trypsyng, chymotrypsyng oraz peptydaze.

Strawnos$¢ preparatéw biatkowych uzyskanych z suchych nasion fasoli przed
obrobka wodno-cieplng wynosita 80,54% (AN) i 81,36% (EN). Uzyskane wyniki sa
poréwnywalne ze strawno$cia bialek amorficzych wyizolowanych z nasion polskich
odmian fasoli niepoddawanych obrébce termicznej [27]. Jednak wedtug licznych
autoréw strawnos$¢ in vitro bialek nasion fasoli jest niewielka i waha si¢ w przedziale
62-72% [6, 14]. Alonso i wsp. [2] oraz Deshpande i wsp. [11] podaja, Zze obtuszczanie
nasion fasoli ma wplyw na strawno$¢ in vitro wyizolowanych z nich bialek, a réznice
w strawnosci pomig¢dzy biatkami wyizolowanymi z nasion obtuszczonych i catych,
wynosza ok. 5%. Okrywa nasienna fasoli stanowi ok. 10% masy nasion [37].

Kwasy fenolowe oraz inhibitory trypsyny, chymotrypsyny i a-amylazy sa gtéwnie
zlokalizowane w liscieniach [24], natomiast taniny i polifenole znajduja si¢ w okrywie
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nasiennej [8]. Zwiaki te wchodzac w reakcje z biatkami tworza kompleksy, skutkiem
czego jest obnizona rozpuszczalno$¢ oraz mniejsza wrazliwo$¢ powstatych
kompleksow na dziatanie enzyméw proteolitycznych [34]. Usunigcie tupiny nasiennej
moze zatem spowodowa¢ pozorne zmniejszenie zawarto$ci tych antyodzywczych
substancji, przypadajacych na jednostk¢ masy materiatu powodujac wzrost strawnos$ci

biatek.
Tabela 2

Strawnos¢ preparatéw biatkowych in vitro.
The in vitro digestibility of protein preparations.

Odmiana Preparaty biatkowe Stréwn0§c " .vz.tr.o
. . . In vitro digestibility
Variety Protein preparations
[%]
AN 80,54+1,66
AURA AA 84,25+0,38
AM 78,81+0,13
EN 81,36+1,43
EUREKA EA 85,87+0,38
EM 76,28+0,89

Zastosowane procesy wodno-cieplne, ktérym poddano cale nasiona obu odmian
fasoli, odmiennie wplyngly na =zmiany strawnosci preparatéw biatkowych.
W poréwnaniu z preparatami biatek przed procesami (AN i EN), strawnos$¢
preparatatow uzyskanych z nasion poddanych autoklawowaniu byta wigksza
i wynosita 84,25 (AA) i 85,87% (EA). Klepacka i wsp. [19], analizujac strawnos$¢
biatek nasion roslin straczkowych, stwierdzili poprawe strawnosci biatek fasoli pod
wplyw wysokiego ci$nienia i temperatury. Wynika to prawdopodobnie z wptywu
zastosowanych czynnikéw fizycznych na strukture faseoliny, gtéwnej frakcji biatkowe;j
nasion fasoli, ktérej tancuch polipeptydowy mogt ulec cze$ciowemu rozfatdowaniu,
eksponujac wiazania Lys-Arg podatne na dziatanie trypsyny [12, 26]. Z drugiej zas
strony poprawa strawnos$ci preparatéw bialkowych moze by¢ wywotana czgSciowa
redukcja tanin, polifenoli, kw. fenolowych, towarzyszacych biatkom nasion fasoli [2,
7] badz termiczna eliminacja inhibitoréw proteaz, czynnikéw hamujacych proteolize
[5, 39]. Réwniez Habiba [15] stwierdzit dodatni wptyw procesu autoklawowania na
strawno$¢ bialek grochu. Dziataniu enzymdéw proteolitycznych w niniejszych
badaniach towarzyszylo obnizanie warto$ci pH, obserwowane ze znacznie wigksza
intensywnoscia szczegdlnie wyraznie w preparatach biatek autoklawowanych AA i EA

(rys. 1).
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Rys. 1. Zmiany pH preparatéw biatkowych podczas 10-minutowej proteolizy.
Fig. 1. Changes in the pH value of protein preparations during a 10 minute proteolysis process.

W wyniku procesu mikrofalowania, ktéremu poddano nasiona obu odmian fasoli,
wyodregbnione z nich biatka poddane 10-minutowej proteolizie cechowaty si¢ mniejsza
strawnos$cia w poréwnaniu z biatkami uzyskanymi z nasion przed obrébka wodno-
cieplna (AN i EN). Ogrzewanie bialek fasoli w S$rodowisku wodnym moze
spowodowa¢ czeSciowe rozfaldowanie tancucha ich trzeciorzedowej struktury,
a nastgpnie wywota¢ szybka agregacje, tworzac struktur¢ kigbka, utrudniajaca dostep
enzymom proteolitycznym [10]. Do podobnych wnioskéw doszli Lanfer-Marquez
i Lajolo [23], analizujac wptyw mikrofalowania na strawno$¢ biatek. Badacze ci
stwierdzili, ze w wyniku tego procesu moze wystapi¢ zmniejszenie strawnosci na
skutek tworzenia si¢ wiazan sieciujacych biatka. Mozna tez sugerowaé, ze w wyniku
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promieniowania mikrofalowego efekt denaturujacy i/lub kompleksujacy struktury
biatek jest silny i uniemozliwia dostgp do wiazan Lys-Arg, specyficznych dla
aktywnosci hydrolitycznej trypsyny [12].

Rozdziat elektroforetyczny SDS—-PAGE preparatéw biatek

Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE biatek wyizolowanych z suchych nasion
fasoli odmian Aura i Eureka (AN i EN) oraz po procesie autoklawowania (AA, EA)
i mikrofalowania (AM i EM) przedstawiono na rys. 2. W biatkach wyodrgbnionych
znasion dwéch badanych odmian fasoli  stwierdzono obecno$¢  frakcji
wielkoczasteczkowych o masie w zakresie 75-65 -10° Da. Wskutek zastosowanych
jednostkowych proceséw hydrotermicznych frakcje te ulegly znacznej degradacji
i fragmentacji, a migrujac w polu elektrycznym spowodowaty widoczne zwigkszenie
ilosci frakcji 59-10° Da, obserwowane szczegdlnie w preparatach biatek z nasion
poddanych mikrofalowaniu EM i AM (rys. 3).

M EN EM EA AN AM AA

66 » 10’ Da

45+ 10’ Da
36+ 10’ Da

29 « 10° Da
24 « 10’ Da

20,1+ 10° Da W SE———

14,2 + 10° Da -

Rys. 2. Elektroforetyczny rozdzial biatek wyodrgbnionych z nasion fasoli odm. Aura i Eureka przed
obrobka hydrotermiczna (AN, EN) oraz po procesie autoklawowania (AA, EA) i
mikrofalowania (AM, EM); M-wzorzec.

Fig.2.  SDS-PAGE electrophoresis of protein preparations isolated from two native bean seeds varieties
Aura and Eureka (AN, EN) and from bean seeds after they had been autoclaved (AA, EA) and
cooked in a microwave (AM, EM); M—markers.

Analizujac obraz rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE preparatéw biatek
z nasion suchych, niepoddanych obrdébce hydrotermicznej (AN i EN), stwierdzono
znaczacy udziat frakcji o masie ok. 49-10°-45-10° Da. Na podstawie danych
literaturowych [28, 33] frakcje t¢ uznano za faseoling, gtéwna frakcj¢ biatek
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zapasowych dojrzatych nasion fasoli. W alkalicznym pH faseolina (glikoproteid II;
G1) jest trimeryczna czasteczka, zbudowang z trzech podjednostek (a, B, y), o0 masach
czasteczkowych, odpowiednio 53:10°-51-10°, 48-10°-47-10° i 46:10°-43-10° Da [12].
Deshpande i Damodaran [12] wskazali, ze faseolina charakteryzuje si¢ znaczna
stabilno$cia termiczna. Zastosowane w tych badaniach procesy autoklawowania
i mikrofalowania spowodowatly niewielkie zmiany zawartosci tej frakcji (EM, AM
1 AA). Jedynie w preparacie EA uzyskanym z autoklawowanych nasion odmiany
Eureka odnotowano zmniejszenie udziatu tej frakcji, wywotane prawdopodobnie
wpltywem wysokiej temperatury i ci$nienia. Obecna w znacznych ilo$ciach,
w analizowanych przez Piecyk nasionach fasoli, frakcja 38-10° Da [28] uznawana za
glikoproteid I (G2) [17, 25, 28], w preparatach biatlek uzyskanych w tym
do$wiadczeniu z obu analizowanych odmian fasoli niepoddanych procesom
hydrotermicznym, wystgpowala jedynie w niewielkiej ilosci. Obserwowano natomiast
wzrost zawartosci tej frakcji pod wptywem zastosowanych czynnikéw fizycznych w
procesach wodno-cieplnych, szczegdlnie widoczny w preparatach autoklawowanych
(EA i AA). Na elektroforegramie biatek z nasion badanych odmian fasoli poddanych
mikrofalowaniu obserwowano obecno$é¢ niskoczasteczkowej frakcji ok. 21:10° Da,
odpowiadajacej masie molekularnej inhibitora trypsyny. Informacje literaturowe
wskazuja, ze produkty degradacji faseoliny, powstajace w wyniku ekspozycji na
dziatanie trypsyny, migrujac na zelu osiagaja obszar odpowiadajacy produktom
degradacji faseoliny o masie ok. 28:10°-22:10°Da [12]. Widoczna na
elektroforegramie znaczna degradacja, fragmentacja oraz czgsciowy zanik niektérych
frakcji biatek prowadzi do wniosku, Ze oba procesy, a zwtaszcza wysoka temperatura i
ci$nienie zastosowane podczas autoklawowania, wywotuja widoczne zmiany profilu
biatek nasion fasoli odmian Aura i1 Eureka potwierdzone obrazem rozdzialu
elektroforetycznego.

Whioski

1. Badane gatunki nasion fasoli sa zasobnym zrédiem biatka, a zastosowane procesy
obrébki wodno-cieplnej (autoklawowanie i mikrofalowanie) powoduja zmiany
jego zawarto$ci o zréznicowanej tendencji w obu odmianach. Zastosowana
metoda wyodrgbniania bialek pozwala uzyska¢ z suchych nasion fasoli preparaty
o stgzeniu izolatbw, a po procesach hydrotermicznych odpowiadajace
koncentratom biatkowym.

2.  Sposréd zastosowanych jednostkowych zabiegéw wodno-cieplnych proces
autoklawowania pozytywnie wptywa na strawnos$¢ preparatow biatkowych in
vitro, w odréznieniu od oddziatywania promieniowania mikrofalowego. Czynniki
fizyczne (wysoka temperatura i ci$nienie), ktérym poddano cale nasiona obu
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odmian fasoli, powoduja zmiany w strukturze liscieni, a skutkiem jest utatwiony
dostep enzyméw hydrolitycznych do biatek.

3.  Poréwnujac elektroforegramy biatlek wyizolowanych z nasion, przed i po
zabiegach hydrotermicznych, stwierdzono znaczacy wptyw zastosowanej obrébki
na obraz separacji zelowej biatek. Odnotowano fragmentacj¢ oraz degradacje
niektérych frakcji biatkowych, aobraz SDS-PAGE wspiera wyniki analizy
strawnosci in vitro oraz potwierdza dodatni wplyw procesu autoklawowania
nasion na poprawg strawnosci biatek nasion fasoli.
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THE IMPACT OF PHYSICAL FACTORS ON THE IN VITRO DIGESTIBILITY OF PROTEINS
FROM BEAN SEEDS (PHASEOLUS SP.)

Summary

The objective of this paper was to determine the impact of physical factors on the digestibility of
proteins isolated from two Polish bean seed species: Phaseolus vulgaris var. Aura and Phaseolus
coccineus var. Eureka. The two physical factors were applied during the two hydrothermal treatment
processes: autoclaving and microwave cooking. The analysis of the in vitro digestibility of protein
preparations, carried out in an environment simulating physiological conditions of proteins digestion in
duodenum, showed that temperature and pressure applied during the autoclave cooking significantly
improved the digestibility of protein preparations. Contrary to the microwave treatment, after a 10 minute
proteolysis cmpleted, the digestibility of protein preparations was lower than the digestibility of protein
preparations from bean seeds that had not been thermally treated. On the basis of the SDS-PAGE
electrophoresis separation of proteins isolated from native bean seeds prior to the hydro-thermal
treatment, it was stated that a fraction showing a mass from 49 to 45 x 10° kDa was predominant; this
fraction was identified as a phaseolin which was characterised by a significant thermal stability. In the two
processes applied, the physical factors caused changes in the content of protein fractions, in particular in
the EA protein preparation. Results of the SDS-PAGE protein separation made the analysis of the in vitro
digestibility more complete; they proved that the autoclaving process of bean seeds specifically affected
proteins isolated from them; this impact was clearly visible on the presentation of the SDS-PAGE
separation.

Key words: bean seeds, protein preparations, hydrothermal treatment, digestibility



