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ZMIANY WIELKOSCI MAS CZASTECZKOWYCH BIALEK
PREPARATOW Z NASION ROSLIN STRACZKOWYCH
POD WPLYWEM RODNIKOW HYDROKSYLOWYCH

Streszczenie

W pracy okreslano zmiany zachodzace w biatkach preparatéw nasion bobu, grochu i fasoli poddanych
dziataniu rodnikéw hydroksylowych. Rozdziaty przeprowadzone metodg SE-HPLC wykazaly, ze biatka
badanych gatunkéw nasion roélin stragczkowych zachowujg sie odmiennie pod wptywem tych rodnikéw.
W biatkach preparatéw bobu i grochu OH spowodowaty przyrost frakcji wysokoczasteczkowej (330-400
kDa), wynikajacy z rozktadu ipolimeryzacji podjednostek niskoczasteczkowych. Natomiast gtéwna
frakcja biatek fasoli (7S) ulegata czesciowej fragmentacji pod wptywem *OH.

Wstep

Wolne rodniki (np."OH, 0 2*~) oraz inne aktywne formy tlenu (’0 2, H20 2) wywo-
tujac szereg niekorzystnych zmian w zywnosci, przyczyniajg sie¢ do pogorszenia jej
jakosci zywieniowej i sensorycznej.

W przemys$le spozywczym procesom utleniania zapobiega sie powszechnie przez
stosowanie przeciwutleniaczy. Duzg wage przywigzuje sie ostatnio do przeciwutlenia-
jacych wiasciwosci biatek [7, s, 12]. Badania przeprowadzone na biatkach nasion ro-
§lin strgczkowych wykazaty ich wysokg aktywnos¢ antyrodnikowg [1, 3, 4, 9],

Nalezy jednak réwniez zwroci¢ uwage na fakt, ze biatka biorgc udziat w zmiata-
niu wolnych rodnikdw same ulegajg zmianom - nastepuje fragmentacja i tworzenie
polimeréw [s, 7], zostaje tez obnizona ich strawnos$¢ [10]. Produkty powstate pod
wptywem rodnikdw nie sg wykorzystywane przy syntezie biatka [11],
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Celem pracy bylo okreslenie zmian zachodzacych w biatkach preparatdow otrzy-
manych z nasion bobu, grochu i fasoli pod wptywem dziatania rodnikoéw hydroksylo-
wych.

Material i metody badan

Material do§wiadczalny stanowity obtuszczone i zmielone nasiona bobu odmiany
Bartom, grochu odmiany Poa, fasoli bialej odmian Piekny Jas Tyczny i Prosna oraz
fasoli kolorowej: brazowej odmiany Nida, czarnej odmiany Green Mung 1 czerwonej
odmiany Red Kidney.

Badania prowadzono na preparatach biatkowych otrzymanych w procesie izolacji
w punkcie izoelektrycznym z alkalicznych ekstraktéw maki. Oczyszczona globuling 78
z nasion fasoli uzyskano we Francji w Laboratorium Technologii i Biochemii Biatek
(INRA, Nantes).

Preparaty biatkowe [5 mg biatka/ml] inkubowano w 37°C przez 24 godz., w mie-
szaninie generujacej wolne rodniki hydroksylowe, zawierajacej H,0,/Cu®*" w buforze
fosforanowym o pH 7,2. Probka odniesienia byly preparaty nie poddane dziataniu rod-
nikow hydroksylowych.

Do okre$lenia zmian wielko$ci mas czgsteczkowych biatek preparatoéw pod
wplywem rodnikéw hydroksylowych stosowano metod¢ SE-HPLC. Rozdzialy bialek
wykonywano na kolumnie TSK G2000SW LKB (0,75 x 60 cm), a ich detekcjg prowa-
dzono przy 280 nm (detektor UV SPD-6A Shimadzu). Do elucji uzywano bufor fosfo-
ranowy (0,1 M; pH 7,0) i NaCl (0,5M) o przeptywie 0,5 ml/min. Na kolumng nanoszo-
no 20 ul przesaczonej (filtr Supelco) probki. Do kalibracji kolumny wykorzystano
wzorce mas czasteczkowych (firmy Pierce): cytochrom (12.5 kDa), chymotrypsynogen
(25 kDa), albumine jaja (45 kDa), albuming wolowa (67 kDa), katalazg (158 kDa),
ferrytyne (240 kDa) i Blue Dekstran (2000 kDa).

Omoéwienie wynikéw

Masy czasteczkowe frakcji biatkowych obliczano stosujac réwnanie Andrews’a
[2]. Kalibracja kolumny wykazata, ze nie mozna wyznaczy¢ mas czasteczkowych
dwoch pikéw o najkrétszych czasach retencji. W oparciu o dane literaturowe [5]
pierwszg frakcje zidentyfikowano jako globuling 11S o m. cz. 330-400 kDa. Natomiast
drugi pik zidentyfikowano jako globuling 7S (150-180 kDa) na podstawie rozdziatéw
oczyszczonego preparatu tej frakeji.

Analizujac udziaty procentowe frakcji biatek zamieszczone w tab. 1. oraz chro-
matogramy preparatOw bobu i grochu (rys. 1A, 1B) stwierdzono, ze oddziatywanie
rodnikéw hydroksylowych spowodowato rozkiad i polimeryzacje¢ frakcji niskocza-
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steczkowych o m. cz. 13-16 kDa oraz znaczny wzrost udziatu frakcji o m.cz. 330—
400 kDa.
Tabela 1

Udziat procentowy frakcji biatek preparatéw bobu, grochu i fasoli oraz 7S globuliny po inkubacji
(370C/24 godz.) bez rodnikéw i z rodnikami hydroksylowymi.

Fraction contents [%] of faba bean, pea and beans proteins preparations and 7S globulin after incubation
(37°C/24 h) with and without hydroxyl radicals.

Masa Béb Groch Fasola / Bean 7S globulina
czaste- Faba bean Pea Nida Jas$ Tyczny 7S globulin
czkowa

Molecular

mass bez *OH z’'OH bez’'OH z'OH bez*OH z’OH bez’OH z’OH bez ’OH z’OH

[kDa]

330-400 53,5 94 53,5 78,5 8 8,5 8 11 10 16
150-180 - - - - 41 36 22,5 23 90 81
52 - - - - - - 45 6,5 - -
33,5 - - - - 6,5 4 5 55 - -
21,5 - - - 2 2,5 - - -
16,5
16 - - 44,5 -

38,5* 43,5 315 50,5 3

13,2 - 5 - -

12,5 - - - - 15 - - - - -

11,3 4 - 3 - 9,5 2,5 - - - -

10,4 4 6 - - 6 13 3 9,5 - -

9,5 - - - - 7 - 2,5 - - -
8,3 - - - - 5 2 4 - - -

* - piki nie rozdzielone / non-separated peaks.

Rozdziaty biatek czterech sposrdd pieciu badanych odmian fasoli byty bardzo po-
dobne, dlatego przyktadowo przedstawiono chromatogram biatek fasoli bragzowej od-
miany Nida (rys. 2A). W biatkach preparatow fasoli dominowata frakcja 7S, ktora
stanowita ok. 41% wszystkich biatek. Powierzchnia tej frakcji pod wptywem *OH nie
zmienita sie znaczgco. Stwierdzono, ze jej udziat obnizyt sie o ok. 12%. WyrazZniejsze
zmiany zaobserwowano we frakcjach niskoczasteczkowych, w miejscu pieciu frakcji o
masach od s do 12,5 kDa zaobserwowano frakcje o m. cz. 13-16 kDa stanowigcg ok.
32%. Nastepowat réwniez przyrost iloSciowy frakcji o m. cz. ok. 10 kDa.

Na rys. 2B przedstawiono chromatogram rozdziatu biatek fasoli odm. Jas Tyczny,
ktérego przebieg wyraznie r6znit sie w poréwnaniu z pozostatymi odmianami. W biat-
kach tej fasoli dominowata frakcja o m. cz. ok. 16 kDa, ktéra pod wptywem OH ule-
gata fragmentacji i polimeryzacji do podjednostek o nieco wyzszej masie czgsteczko-
wej.
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Rys. 1.

Fig. 1.

Elwira Worobiej

Chromatogramy rozdziatu biatek preparatéw bobu (A) i grochu (B) inkubowanych
(37°C/24 godz.) bez rodnikéw i z rodnikami hydroksylowymi.

Chromatograms of protein preparations from faba bean (A) and pea (B) incubated (37°C/24 h)
with and without hydroxyl radicals.
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Rys. 2. Chromatogramy rozdziatu biatek preparatéw fasoli odmian Nida (A) i Jas Tyczny (B) oraz
fakcji 7S (C) inkubowanych (37°C/24 godz.) bez rodnikéw i zrodnikami hydroksylowymi.

Fig. 2. Chromatograms of protein preparations from beans var. Nida (A) and Ja$ Tyczny (B) and of 7S
fraction (C) incubated (37°C/24 h) with and without hydroxyl radicals.
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Biatka fasoli sktadajg sie z kilku podjednostek. Aby stwierdzi¢ jakim zmianom
pod wptywem *OH ulegata gtéwna frakcja, badania przeprowadzono réwniez na
oczyszczonej do 90% globulinie 7S otrzymanej z nasion fasoli (rys. 2C). Efektem
dziatania rodnikéw byto powiekszenie sie obecnej réwniez w preparacie frak-
cji wysokoczasteczkowej (330700 kDa) i powstanie podjednostek niskoczgsteczko-
wych (13-16 kDa), wynikajgce ze zmniejszenia udziatu gtéwnej frakcji o ok. 10%.
Dane otrzymane z rozdziatéw 7S globuliny potwierdzajg wyniki otrzymane dla czte-
rech odmian fasoli.

Biatka badanych gatunkéw nasion roslin stragczkowych zachowywaty sie odmien-
nie pod wptywem dziatania rodnikow hydroksylowych, co wynika z ré6znic w skfadzie
ich podstawowych frakcji.

Whnioski

1. W biatkach bobu i grochu, pod wptywem rodnikdw hydroksylowych, nastepuje
znaczacy wzrost udziatu frakcji wysokoczasteczkowej, Swiadczacy o polimeryzacji
biatek.

2. Mniejsze zmiany pod wptywem rodnikéw zachodzity w biatkach fasoli i dotyczyty
gtéwnie podjednostek niskoczasteczkowych, natomiast udziat frakcji globulin 7S
zmieniat sie nieznacznie.
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CHANGES IN MOLECULAR MASS OF LEGUME PROTEIN PREPARATIONS
CAUSED BY HYDROXYL RADICALS

Summary

Changes induced in protein preparations from pea, bean and faba bean by hydroxyl radicals were de-
termined in this study. Size exclusion chromatography showed that the proteins of legumes investigated
are subjected to different changes. In pea and faba been proteins the radicals caused the increment of high
molecular weight fraction (330-400 kDa) of resulted from fragmentation and polymerisation of low mo-
lecular weight subunits and, on the contrary, the main fraction of bean proteins (7S) undergoes partial
fragmentation.



