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ELEONORA LAMPART-SZCZAPA, GRAZYNA MOSSOR

SKELAD AMINOKWASOWY I FRAKCYJNY LUBINOWYCH
PREPARATOW BIALKOWYCH

Streszczenie

Celem badan byla charakterystyka sktadu biatkowego nasion tubinu odmiany Topaz (Lupinus luteus).
W grysie, makach i tubinowych preparatach biatkowych oznaczano zawarto$¢ biatka, jego skiad amino-
kwasowy i frakcyjny oraz zawarto$¢ thuszczu. Stwierdzono, ze pod wzglgdem badanych parametréw,
kazda préba jest inna. Uzyskane wyniki $wiadcza o tym, Ze procesy zastosowane do otrzymywania biatka
lubinowego powoduja jego modyfikacje

Wstep

W produkcji Zzywnosci coraz szersze i bardziej réznorodne zastosowanie znajdujg
roélinne preparaty biatkowe [19]. Nowe technologie otrzymywania ros§linnych prepa-
ratéw biatkowych pozwalajg uzyskaé nowe rodzaje i1 typy preparatdow o rdznej, pro-
gramowanej jakosci. Metoda zastosowana do produkcji biatka winna zapewniac uzy-
skanie produktu bez smaku, zapachu oraz pozbawionego tak zwanych skiadnikow
antyodzywczych. Zawartos¢ biatka, jego postac i cechy fizykochemiczne majg istotny
wplyw na wlasciwosci produktu koncowego.

Ro6znorodnos¢ biatek (wlasciwosci biologiczne i cechy funkcjonalne w Zywnosci)
wynika z ich struktury pierwszorzgdowej oraz zdeterminowanej nig konformacji [21].
Pod wplywem czynnikéw Srodowiska, na przyklad w trakcie produkowania koncen-
tratéw 1 izolatéw lubinowych, konformacja i struktura czwartorzgdowa biatka moga
ulega¢ zmianom. Zmiany te maja zwykle charakter denaturacji i wplywaja na warto$¢
odzywcza 1 funkcjonalnos¢ biatka. Znajomos$¢ zaleznosci wlasciwosci biatka od jego
struktury i czynnikéw Srodowiska obok wartosci poznawczej stanowi cenne informa-
cje, ktore moga by¢ wykorzystane przy produkcji zywnosci o programowanych wia-
$ciwosciach.

Dr E. Lampart-Szczapa, dr G. Mossor, Katedra Biochemii i Analizy Zywnosci, Akademia Rolnicza w
Poznaniu, ul. Mazowiecka 48, 60-623 Pozna#n
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Koncentraty i izolaty biatkowe najczesciej sa uzyskiwane z soi, cho¢ potencjalnie
najbogatsze zrodto biatka roslinnego stanowia nasiona tubinu [22].

Badania nad struktura, wiasciwo$ciami molekularnymi i funkcjonalnoscia biatek
tubinu przeprowadzono w réznych laboratoriach [2, 4-18]. Na przyklad wedlug
Oomaha i Bushuka [17] odtluszczanie nasion Lupinus albus i L. angustifolius zmienia
rozpuszczalnos¢ albumin i prolamin (obniza) oraz globulin (polepsza). Autorzy ci
stwierdzili réznice réwniez w skladzie frakcyjnym albumin i globulin oraz w skiadzie
aminokwasowym globulin. Gulewicz [8] wykazal, ze podczas odgoryczania nasion
tubinu etanolem nastgpuja zmiany skfadu frakcyjnego jego biatka. W trakcie ekstrakcji
biatka tubinowego mozliwa jest jego proteoliza [2, 4] oraz interakcje, z udzialem wia-
zan krzyzowych, pomiedzy biatkami zapasowymi.

Najkorzystniejsze warunki uzyskiwania biatka z polskiej, niskoalkaloidowej od-
miany Topaz (L. luteus) prébowala okresli¢ Lampart-Szczapa [14]. Badata ona wplyw
zastosowanych metod preparowania i plasteinowania biatka na ilos¢ i wilasciwosci
uzyskanych preparatoéw tubinowych [9-15]. W celu uzupetnienia tej charakterystyki w
niniejszej pracy, badano sktad aminokwasowy i frakcyjny biatka tych preparatow.

Material, metody

Surowiec stanowity nasiona tubinu niskoalkaloidowej odmiany Topaz (L. luteus)
Analizowano; grys tubinowy —~ G, make fubinowa nieodttuszczona — Mn i odtluszczo-
na heksanem (4-krotna ekstrakcja, temp. 20°C) — Mo oraz cztery izolaty fubinowe (An,
Ao, CiE).

Preparaty An i Ao izolowano odpowiednio, z maki nieodtluszczonej (An) i po jej
odttuszczeniu (Ao) zmodyfikowana metoda wg Ruiz i Hove [18] w srodowisku alka-
licznym (pH 8,5) z wykorzystaniem wytracania w punkcie izoelektrycznym, jak opisa-
no wezesniej [14].

Preparat C uzyskano w wyniku dyspersji maki nieodtluszczonej w 0,5 M NaCl w
pH obojetnym jak opisano wezesniej [14].

Preparat E otrzymano z grysu, ktéry zmieszano z woda w stosunku 1:10 (w/0),
doprowadzono do pH 8,5 przy uzyciu 0,1 N NaOH i wytrzasano w ciaggu 1 godz. w
temp. pokojowej (20°C). Po sedymentacji supernatant poddano ultrafiltracji, czastki
mniejsze od 30 kDa odrzucano. Do osadu dodano wody w stosunku 1:5 (w/0) dopro-
wadzono do pH 8,5 po czym wytrzasano i poddano ultrafiltracji jak wyzej. Polaczone
ultrafiltraty doprowadzono do pH 7,0 przy uzyciu 0,1 N HCI, zaggszczono do 20%
s.m. i suszono rozpylowo (temp. wlot. 120°C, wylot. 80°C).

W preparatach lubinowych oznaczano zawarto$¢ biatka [(Nkjei -6,25) % s.m.] oraz
ttuszczu metoda Soxhleta.
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Skiad aminokwasowy analizowano w automatycznym analizatorze firmy Beck-
man po uprzedniej standardowej hydrolizie biatek (6 N HCl, 110°C, 24 godz.). Ami-
nokwasy siarkowe oznaczano po wstepnym utlenieniu prob kwasem nadmréwkowym
(wg zmodyfikowanej metody Moore'a 1963).

Skiad frakcyjny oznaczano metoda elektroforezy PAGE (polyacrylamide gel
electrophoresis) wedtug Davis [1] bez i z dodatkiem SDS (sodium dodecyl sulfate)
metoda wedtug Shapiro [20]. Proby przygotowywano inkubujac przez 30 min. w temp.
37°C z dodatkiem 4% SDS, 0,2% 2-merkaptoetanolu i 4M mocznika. Do wybarwiania
rozdzielonych frakcji biatkowych stosowano 1% Commasie Brillantblue.

Wiyniki i dyskusja

We weczesniejszych badaniach nad preparatami biatkowymi z tubinu odmiany
Topaz stwierdzono, ze zastosowane do ich otrzymywania warunki technologiczne sa
przyczyng réznic tak w iloéci uzyskiwanego biatka jak i w jego jakosei [9, 10, 14, 15].

Jak wynika z danych zestawionych w tabeli 1, badane proby réznily sie zawarto-
scia biatka i thuszczu. llos¢ biatka w preparatach tubinowych byta o ok. 80% wyzsza
niz w surowcach, z ktdrych je otrzymywano, to jest w grysie (G) i mgkach (Mn i Mo).
Zawarto$¢ thuszczu w preparatach wahata si¢ w granicach 1,8-3,1 % i zalezata od tego
czy surowiec tubinowy byt odttuszczony przed ekstrakcja biatka czy tez nie.

Tabelal

Zawarto$¢ biatka i thuszezu w fubinowych preparatach biatkowych

Proba Biatko (Ng;e6.25) % Tluszez %
G 46,10 5,40
M.n. 47,20 5,70
M.o. 50,70 1,90
An. 79,40 3,1
Ao. 82,40 1,90
C 83,90 2,90
E 76,70 2,80

Oceniane proby stanowia preparaty tubinowe o réznym stopniu przetworzenia.
Teoretycznie najbardziej zblizony do natywnego powinien by¢ skfad biatkowy grysu
(G), ktory otrzymywano poddajac nasiona tubinu tylko czeSciowemu rozdrabnianiu.
Make (Mo) odtluszczano heksanem, ktdry jako hydrofobowy rozpuszczalnik orga-
niczny, w odréznieniu od mieszajacego si¢ z woda etanolu, nie powinien powodowad
zmian w skiadzie biatkowym. W celu uzyskania izolatéw biatkowych biatko preparo-



64 Eleonora Lampart-Szczapa, Grazyna Mossor

wano w srodowisku o pH stabo alkalicznym (An, Ao i E) lub wykorzystujac rozpusz-
czalno$¢ biatka w roztworze NaCl, w pH obojetnym (C). Preparaty An, Ao i C suszo-
no liofilizacyjnie, a ten sposob usuwania wody jest traktowany jako najkorzystniejszy
dla zachowania natywnej struktury bialka.

Nalezy jednak pamigta¢, ze niezbedne w tej metodzie, niskie temperatury réwniez
sprzyja¢ moga zmianom konformacji biatka. Preparat E suszony by} rozpytowo to
znaczy z zastosowaniem, powodujacych denaturacje biatka, wysokich temperatur.

We wezesniejszych badaniach stwierdzono, ze wymienione wyzej preparaty réz-
nig si¢ strawnoscia biatka, jego ultrastruktura, charakterystycznymi przemianami ter-
modynamicznymi i wiasciwosciami funkcjonalnymi [10, 14, 15]. Poniewaz, wiasciwo-
sci biatka wynikaja z jego sekwencji aminokwasowej i konformacji, spodziewano sie,
ze wyniki analizy sktadu aminokwasowego i frakcyjnego biatka tubinowego, stanowié
beda cenne informacje.

Tabela 2
Sktad aminokwasowy biatka tubinu (g/100g biatka)
Amino- G Mn Mo An Ao C E
kwas

Asp 8,88 9,33 9,27 9,57 9,73 9,28 8,77
Tre 3,15 3,09 3,03 2,77 2,69 2,56 2,78
Ser 4,56 4,49 4,42 4,58 4,58 4,56 4,48
Glu 2421 25,34 25,75 26,06 26,64 26.17 27.60
Pro 4,85 5,33 5,38 6,12 5,60 5,80 4,84
1/2 Cys 2,53 1,91 1,97 1,89 1,87 2,50 347
Met 0,74 0,59 0,58 0,80 0,71 0,60 0,64
Gli 3,41 3,71 3,68 3,41 3,40 3,25 3,11
Ala 3,05 2,79 2,80 2,55 2,37 2,33 2,70
Wal 3,23 3,04 3,01 3,13 2,96 2,91 2,62
Ile 3,33 3,21 3,21 3,59 3,47 3,21 2,62
Leu 7,64 747 7,39 7.63 7,67 7,36 7,67
Tyr 2,90 3,22 3,23 3,25 3,30 2,84 2,66
Fen 3,57 3.77 3,65 3,78 3,75 3.60 3,26
His 3,01 2,64 2,71 2,48 2,53 2,38 2.81
Liz 4,82 4,59 4,52 4,11 4,01 3,95 4,20
Arg 11,18 10,59 10,53 9,46 9,87 9,87 10,64
Cs index 489 43,9 44,7 47,2 44.8 43,6 39,7
wal mettcys met+cys met+cys wal wal wal

E4 index 67,5 67,0 66,8 66,6 65,4 65,2 69,9
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Sktad aminokwasowy kazdej z badanych préb bialka tubinowego byl inny (tab.
2). Zmienial si¢ on nawet w efekcie tak prostych zabiegdéw technologicznych jak roz-
drabnianie i odtluszczanie, potwierdzajac spostrzezenia cytowanych wyzej autorow
[17]. Oceniajac warto$¢ odzyweza biatka tubinu odmiany Topaz, na podstawie wspot-
czynnika Eaa widzimy, ze w warunkach zastosowanych technologii pogarsza si¢ jego
jakos$¢. Z punktu widzenia przydatnosci spozywczej bardzo istotne sa zmiany zawarto-
$ci aminokwaséw egzogennych, w tym metioniny i cystyny. Aminokwasy siarkowe sa
dla biatka tubinu jak i dla wigkszosci roslin straczkowych aminokwasami ograniczaja-
cymi {22].

Rozdrabnianie i warunki uzyskania preparatow spowodowaly obnizenie zawarto-
$ci aminokwasow siarkowych w Mn, Mo, An i Ao. Natomiast preparowanie biatka z
nieodttuszczonej maki tubinowej i z grysu, spowodowato wzrost ilo§ci sumy Met +
Cys, nawet o ok. 30% w przypadku preparatu E, ktory podobnie jak preparaty An i
Ao, izolowano w warunkach pH alkalicznego. Wiadomo, ze wplyw $rodowiska zasa-
dowego i wysokiej temperatury moze manifestowaé sie denaturacja, hydroliza amidéw
i czg$ci wiagzan peptydowych, modyfikacja niektérych wrazliwych reszt aminokwaso-
wych i sieciowania z niejednakowym efektem w réznych biatkach [3, 21].

Przyjmuje sie, ze wszystkie biatka tubinowe sa oligomerami [2, 4-7]. Réznice w
sktadzie frakcji biatkowych preparatéw, wyodrebnionych w rézny sposdb z nasion
odmiany Topaz, zostaly udokumentowane na elektroforegramach (rys. 1), z ktorych
wynika, Zze biatko kazdej proby charakteryzowato si¢ innym profilem biatkowym.

Najwigksza ilos¢ pasm biatkowych stwierdzono w grysie tubinowym (G). Biatka
tej proby, w mniejszym stopniu niz inne, narazone byly na dzialanie czynnikéw ze-
wnetrznych, tak wigc ich stan winien by¢ najmniej zmieniony. Réznice w ukladzie
biatkowym grysu (G) i mak (Mn i Mo) moga by¢ spowodowane dziataniem sit me-
chanicznych w czasie rozdrabniania nasion. W wyniku uszkodzenia komorek i znaj-
dujacych si¢ w nich struktur, w tym sferosoméw, uwolnione enzymy mogly zmodyfi-
kowa¢ bialko.

Elektroforegramy maki nieodtiuszczonej (Mn) i odtluszczonej (Mo) sa do siebie
bardzo podobne, co z kolei nie potwierdza spostrzezen z innych badan [17] na temat
wptywu odtluszczania na uktad frakcyjny biatka tubinu.

W standardowych warunkach elektroforezy w naszych badaniach, taka samg ilos¢
frakcji wykazywata préba An jak i Ao i preparaty te w odr6znieniu od mak, nie byty
zagregowane. Zblizony sktad aminokwasowy i frakcyjny prob Mo i Ao sugeruje, ze
gdy surowcem jest maka odtluszczona, ma miejsce tylko niewielka modyfikacja ukfa-
du biatkowego.

Podejmujac niniejsze badania sadzono, ze wyniki zastosowanych metod anali-
tycznych; zwlaszcza elektroforezy, stanowiac cenne uzupehlnienie dotychczasowych
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Rys. 1. Elektroforegramy biatka preparatow tubinowych.
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eksperymentéw, pozwola wnioskowaé o wplywie zastosowanych warunkéw technolo-
gicznych podczas przetwarzania tubinu, na sktad biatkowy préb. Zaskakujace i trudne
do wyjasnienia sa wyniki odpowiadajace preparatom C i E. Ich profil biatkowy jest
niemal identyczny cho¢ réznia si¢ sktadem aminokwasowym. Poréwnujac elektrofore-
gramy lubinowych surowcéw (G i Mn) i preparatéw (C i E) widzimy, ze wbrew przy-
puszczeniom, parametry ,.tagodnej” metody C (pH obojetne, roztwér NaCl, liofiliza-
cja) sprzyjaja modyfikacji badanych wilasciwosci biatka tubinowego w podobnym
stopniu jak i warunki metody E (pH alkaliczne, ultrafiltracja, suszenie rozpylowe).

Dla zobiektywizowania wnioskéw wynikajacych z badan nad tubinem, ktorych
kontynuacja jest niniejsza praca, preparaty biatkowe uzyskiwano réznymi metodami z
tej samej odmiany Topaz [14]. Wyniki omawianych badan wskazuja na duza labilno$¢
sktadu biatkowego tubinu. Uzyskane rezultaty pozwalaja wnioskowaé, ze jest on bar-
dzo wrazliwy i moze ulega¢ modyfikacji zarowno w wyniku ,.tagodnego” rozdrabnia-
nia jak i na skutek ,.drastycznego” dziatania wysokich temperatur. Stwierdzone roznice
w skiadzie aminokwasowym i frakcyjnym badanych préb uzasadniaja odmienne wila-
sciwosci biatka nasion tubinu odmiany Topaz, co potwierdzaja inne badania [9, 10, 14,
15]. Jednakze, uzyskane dotad wyniki nie pozwalaja na formutowanie jednoznacznych
wnioskow.

W tubinie stwierdzono cztery glowne rodzaje bialek: albuminy (2—13%), globuli-
ny (53-85%), gluteliny (10-35%) i frakcj¢ nierozpuszczalng w NaOH (2-3%) [6, 8,
17]. Kazde z tych biatek ma inny sklad aminokwasowy a wigc i inne wiasciwosci. Jest
prawdopodobne, ze ze wzgledu na rézny sposob otrzymywania kazdego z badanych
preparatow tubinowych odmiany Topaz, udzial w nich poszczegdlnych rodzajéw bia-
ek nie jest taki sam, co obok wptywu warunkéw uprawy, byloby przyczyna stwier-
dzonych zmian skfadu aminokwasowego i frakcyjnego. Dla uzyskania brakujacych
informacji niezbedna jest dalsza charakterystyka zidentyfikowanych frakcji biatko-
wych oraz badania z uwzglednieniem interakcji pomiedzy biatkiem i innymi sktadni-
kami preparatéw tubinowych.

Podsumowanie

Stwierdzone réznice w sktadzie aminokwasow i frakcji biatkowych otrzymanych
preparatéw bialka tubinu wskazuja, ze zastosowane metody preparowania powodujg
modyfikacje biatek. Uzyskane wyniki poglebiaja i uzupehiajg charakterystyke wia-
sciwoscei biatka tubinowego, jednak relacje pomigdzy wptywem warunkéw procesow
technologicznych a jakoscia biatka tubinowego wymagaja dalszych badan.
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AMINOACID AND PROTEIN COMPOSITION OF LUPIN SEED PREPARATIONS
Summary
The protein contents, aminoacid composition as well as fat contents in groat, flour, and protein prepa-

rations obtained from seeds of lupin (Lupinus luteus) variety Topaz were determined. It was found that,
the methods of seed processing influence the investigated characteristics.JJ
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ryzowanym laboratorium analizy sensorycznej.

Opfata konferencyjna wynosi 150 zt.

Nr konta: Akademia Ekonomiczna, 53-345 Wroclaw, ul. Komandorska 118/120 — BPH SA
I O/Wroclaw 10601679-84-27000-400101 z zaznaczeniem ,,Dodatki”.
Zgloszenie uczestnictwa nalezy kierowac do sekretariatu konferencji do dnia 30 czerwca br.

Adres sekretariatu:

dr inz. B. Maslowski

53-345 Wroclaw, ul. Komandorska 118/120

AE - Katedra Technologii Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego
tel. (071) 680-266, e-mail: maslowsk@alpha.ok.ae.wroc.pl,
Internet: http://www.ae.wroc.pl./~maslowsk/ktzpz

Osobom, ktére przysla zgloszenie i oplatg wyslemy komunikat nr 2, z dokladnym
programem konferencji oraz potwierdzenie rezerwacji zakwaterowania i wyzywienia.

Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego jest prof. dr hab. Teresa Skrabka-Blotnicka,


mailto:masIowsk@alpha.ok.ae.wroc.pl
http://www.ae.wroc.pL/~maslowsk/ktzpz

