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ZMIANY AKTYWNOSCI PRZECIWUTLENIAJACEJ ALBUMIN
GROCHU I FASOLI POD WPLYWEM KWASU ASKORBINOWEGO

Streszczenie

W pracy badano wptyw kwasu askorbinowego na wlasciwosci przeciwutleniajace preparatéw albumi-
nowych w emulsjach i wobec roztworéw kwasu linolowego, a takze ich zdolno$¢ do zmiatania stabilnych
rodnikow DPPH®, Wykazano duza aktywnosé albumin w wigkszosci stosowanych uktadéw modelowych.
Dodatek kwasu askorbinowego powodowal najlepsze efekty w ukladach emulsyjnych, spadek zawartosci
nadtlenkow w roztworach kwasu linolowego oraz najwigksze zmiany aktywnosci przeciwrodnikowej w
przypadku biatek o najstabszych wlasciwosciach.

Wstep

Od dawna znany jest niekorzystny wplyw reakcji utleniania na wilasciwosci
zdrowotne i przechowalnicze zywnosci, stad tez podjgto wiele prac, w ktorych poszu-
kuje si¢ przeciwutleniaczy o duzej aktywnosci. Substancje takie moga mie¢ bardzo
roézny mechanizm dziatania i w zwigzku z tym sa réznie klasyfikowane. Jeden ze spo-
sobow to podzial na przeciwutleniacze pierwszorz¢dowe (zapobiegajace powstawaniu
rodnikow tlenowych — gléwnie enzymy), drugorzedowe (zapobiegajace rozwinigeiu si¢
rodnikowych reakcji tancuchowych) i trzeciorzgdowe (znoszace uszkodzenia spowo-
dowane utlenianiem). Z punktu widzenia technologii Zywno$ci najistotniejsze s sub-
stancje nalezace do drugiej grupy [6]. Naleza do nich m.in. a-tokoferol, kwas askorbi-
nowy i biatka. Ich dzialanie bylo wielokrotnie dowiedzione w roznych uktadach mo-
delowych. Wiadomo ponadto, ze laczenie przeciwutleniaczy czgsto powoduje efekt
synergistyczny. Stwierdzono m.in. wspoldziatanie bialek z przeciwutleniaczami feno-
lowymi [4, 5, 9]. W innych pracach dowiedziono zwigkszenia stabilnos$ci katechin w
obecnosci kwasu askorbinowego [3], co moze miec istotny wptyw na ich wtasciwosci
antyoksydacyjne. Znany jest takze pozytywny wpltyw dodatku kwasu askorbinowego
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na zmniejszenie ilosci wolnych rodnikéw powstajgcych podczas interakcji biatek z
utleniajgcymi sie lipidami [s], Brak jest jednak doniesien na temat wspotdziatania
kwasu askorbinowego i biatek roslin strgczkowych w reakcjach antyoksydacyjnych.
Dlatego celem niniejszej pracy byto zbadanie wiasciwosci przeciwutleniajacych
albumin wybranych roslin strgczkowych (potencjalnych, naturalnych antyoksydantéw
drugorzedowych) i wptywu, jaki na nie wywiera dodatek kwasu askorbinowego.

Materiat i metody badan

Materiatem badawczym byty liofilizowane albuminy z nasion fasoli biatej (AFB),
fasoli bragzowej (AFBr) i grochu (AG) uzyskane na drodze dializy wobec wody dejoni-
zowanej (72 h, zatrzymywane biatka o masie powyzej 12 kDa) alkalicznych ekstrak-
tow maki z obtuszczonych nasion. Ponadto do badah zastosowano kwas askorbinowy
(Sigma A-5960) i butylohydroksytoluen (Sigma B-1378). Oznaczenia probek stosowa-
nych w pracy jako przeciwutleniacze przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1
Oznaczenia prébek zastosowane w pracy.
Sample codes used in the study.
Rodzaj prébki / Sample Oznaczenie / Code
Albuminy z nasion fasoli biatej (white bean albumins) AFB
Albuminy z nasion fasoli brgzowej (brown bean albumins) AFBr
Albuminy z nasion grochu (pea albumins) AG
Kwas askorbinowy (ascorbic acid) KA
Albuminy z nasion fasoli biatej potagczone z kwasem askorbinowym AFB+KA
Albuminy z nasion fasoli brgzowej potagczone z kwasem askorbinowym AFBr+kKA
Albuminy z nasion grochu potaczone z kwasem askorbinowym AG+KA
Butylohydroksytoluen (butulohydroxytoluene) BHT
Préba odniesienia - bez dodatku przeciwutleniaczy (control sample) PO

Okres$lenie witasSciwosci przeciwutleniajgcych prowadzono w trzech réznych
uktadach:

1) dodajac preparaty (ss mg%) w 0,1 M buforze fosforanowym (pH 7,0) do roztworu
kwasu linolowego, ktory poddawano procesowi utleniania w 60°C iw regularnych
odstepach czasu oznaczano zawarto$¢ nadtlenkow spektrofotometryczng metodg z
tiocyjanianem zelaza przy A = 500 nm [1];

2 ) stosujac badane preparaty (100 mg%) jako antyoksydanty w emulsjach ztozonych z
kwasu linolowego, Tween 20 i 0,1 M buforu fosforanowego, w ktérych oznaczano:
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= zawarto$¢ nadtlenkéw (LOOH) powstajacych podczas utleniania emulsji (pH
7,0), w temp. 37°C przez 10 min, przy zastosowaniu hemoglobiny jako katali-
zatora [7],
*  zawarto$¢ produktow rozpadu nadtlenkéw kwasu linolowego reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), po 24. godzinnej inkubacji emulsji (pH
7,4), w temp. 37°C, przyspieszajac proces przez dodatek jondéw zelaza (II) [10];
3) badajac zmiatanie przez preparaty (100 mg%) stabilnych rodnikow difenylo-
pikrylo-hydrazylowych (DPPH"), poprzez rejestracje absorbancji przy 517 nm w
regularnych odstgpach czasu do osiagnigcia statej wartosci [2].
Uzyskane odczyty absorbancji postuzyly do obliczenia aktywnosci antyoksyda-
cyjnej preparatow wedlug wzoru:

Aa=(1- Ap/Ap) x 100%,
gdzie: A,y 1 Ay, — absorbancja odpowiednio dla proby wlasciwej i odniesienia.
Wyniki i ich omdowienie

Badajac zmiatanie stabilnych rodnikéw, rejestrowano zmiany absorbancji DPPH"
po dodaniu preparatéw do osiagnigcia fazy plateau. Najwyzsza aktywno$¢ w inakty-
wacji rodnikow wykazywal AFBr, przewyzszajac pod tym wzgledem kwas askorbino-
wy i niewiele tylko ustgpujac BHT (rys. 1.). Najstabiej dzialaly biatka grochu. Potg-
czenie AFBr z KA nie zmienito aktywnos$ci przeciwrodnikowej tego preparatu, a
wzrost zdolnoséci do zmiatania DPPH® w przypadku AFB i AG byt wyrazny, ale nie
przekroczyt wartosci obserwowanej dla kwasu askorbinowego.

Wszystkie trzy preparaty albumin wykazywaly duza aktywno§¢ w hamowaniu re-
akcji tworzenia nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego, przez caly okres do-
$wiadczenia (rys. 2.): zawarto$¢ nadtlenkéw wahata sig wokot wartosci poczatkowe) w
probkach z dodatkiem albumin z obu odmian fasoli i nieznacznie wzrosta w przypadku
albumin uzyskanych z nasion grochu. Najnizsze zawarto$ci nadtlenkow sposrod wyzej
wymienionych odnotowano w probce z dodatkiem AFBr. Wartosci te byly porowny-
walne z uzyskanymi po dodaniu BHT i niewiele wyzsze od oznaczonych w probce
zawierajacej kwas askorbinowy (rys. 3.).

Potaczenie albumin fasoli brazowe;j i grochu z kwasem askorbinowym spowodo-
wato zblizenie zawarto$ci nadtlenkow do wartosci odpowiadajacej samemu KA (wy-
kazujacemu przez prawie caly okres dos§wiadczenia stuprocentowsg inhibicj¢ tworzenia

nadtlenkow), natomiast uzycie w tym celu albumin fasoli bialej spowodowalo znaczne
pogorszenie wlasciwosci przeciwutleniajacych (rys. 4.), co jest wynikiem zaskakuja-
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cym w kontekscie zwigkszenia zdolnosci do zmiatania rodnikow DPPH' przy takiej
kombinacji antyoksydantow.

Rys. 1. Zmiatanie stabilnych rodnikéw DPPH" przez preparaty.
Fig. 1. DPPH" stable radical scavenging activity of the preparations.

Rys. 2. Zawarto$¢ nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego (prébki z dodatkiem preparatéw albu-
minowych).
Fig. 2. Peroxide contents in linoleic acid solutions (samples with albumin preparations added).
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Rys. 3. Zawarto$¢ nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego (prébki z dodatkiem kwasu askorbino-
wego i BHT)
Fig. 3.  Peroxide contents in linoleic acid solutions (samples with ascorbic acid and BHT added)

Rys. 4. Zawarto$¢ nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego (prébki z dodatkiem kwasu askorhino-
wego i preparatéw albuminowych)

Fig. 4.  Peroxide contents in linoleic acid solutions (samples with ascorbic acid and albumin prepara-
tions added)
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Kolejnym etapem pracy byto zastosowanie badanych prébek jako przeciwutlenia-
czy w emulsjach, w ktérych stopien utlenienia kwasu linolowego mierzono réwniez
zawartoS$cig nadtlenkéw i produktéw ich rozpadu (rys. 5.). Albuminy w zaleznosci od
rodzaju nasion wykazaty bardzo rézng aktywno$¢ hamowania reakcji tworzenia nad-
tlenkéw - od minimalnie prooksydacyjnej (AFB) do wyraznie antyoksydacyjnej (AG).
W tym doswiadczeniu spos$réd albumin najlepsze wiasciwosci posiadato biatko grochu,
byty one jednak okoto dwukrotnie gorsze od wykazywanych przez kwas askorbinowy.
Potgczenie albumin z KA miato dodatni wptyw na ich aktywno$¢ we wszystkich trzech
kombinacjach, a w przypadku AFB i AG obserwowano efekt synergistyczny.

Rys. 5. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca preparatéw zastosowanych w emulsjach (LOOH = nadtlenki,
TBARS = produkty rozpadu nadtlenkéw)

Fig. 5.  Antioxidant activity of preparations in linoleic acid emulsions (LOOH = peroxides, TBARS =
peroxides decomposition products)

Wyraznie rdéznigce sie od powyzszych wyniki uzyskano przy pomiarze zawartosci
produktéw rozpadu nadtlenkéw. Aktywno$¢ preparatdw albuminowych byta bardzo
wyrownana, przy czym najlepsze witasciwosci posiadato takze i w tym przypadku biat-
ko grochu. Uwage zwraca wyjgtkowo niska aktywnosé kwasu askorbinowego, wiado-
mo jednak, ze w tym Srodowisku moze on wykazywac nawet tendencje prooksydacyj-
ne [11], Zastosowanie ukiadow tgczacych badane przeciwutleniacze spowodowato
pewien wzrost efektywnosci ich dziatania ponad wykazywane przez nie oddzielnie.
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Whioski

1. Preparaty albuminowe wykazujg wtasciwosci przeciwutleniajgce porownywalne
z BHT, zalezg one jednak od zastosowanego $rodowiska reakcji.

2. Pozytywny wptyw dodatku kwasu askorbinowego na aktywno$¢ biatek wystepo-
wat w wiekszosci doswiadczen, przy czym jednoznaczny efekt synergistyczny za-
obserwowano jedynie w uktadach emulsyjnych.

LITERATURA

[1] Chen, H-M., Muramoto, K., Yamauchi, F.: Structural analysis of antioxydative peptides from soy-
bean B-conglycinin. J. Agric. Food Chem., 43, 1995, 574.

[2] Chen, H.-M., Muramoto, K., Yamauchi, F., Fujimoto, K., Nokihara, K.: Antioxidative properties of
histidine-contaning peptides designed from peptide fragments found in the digests of a soybean pro-
tein. J. Agric. Food Chem., 46, 1998, 49.

[3] Chen, Z-Y., Zhu, Q. Y., Wong, Y. F., Zhang, Z., Chung, H. Y.: Stabilizing effect of ascorbic acid on
green tea catechins. J. Agric. Food Chem., 46, 1998, 2512.

[4] Hayes, R.E., Bookwalter, G.N., Bagley, E.B.: Antioxidant activity of soybean flour and derivatives -
a review. J. Food Sci., 42, 1977, 1527.

[5] Heinonen, M., Rein, D., Satue-Gracia, M. T., Huang, S-W., German, J. B., Frankel, E. N.: Effect of
protein on the antioxidant activity of phenolic compounds in a lecithin-liposome oxidation system. J.
Agric. Food Chem., 46, 1998, 917.

[6] Horubata, A.: Pojemnos$¢ przeciwutleniajgca ijej zmiany w procesach przetwarzania owocéw i wa-
rzyw. Przem. Ferm. i Owoc.-Warz., 3, 1999, 30.

[71 Kuo, J-M., Yeh, D-B., Pan, B. S.: Rapid photometric assay evaluating antioxidative activity in edible
plant material. J. Agric. Food Chem., 47, 1999, 3206.

[8] Saeed, S., Sawthorop, S. A., Howell, N. K.: Electron spin resonance (ESR) study on free radical
transfer in fish lipid-protein interaction, J. Sci. Food Agric., 79, 1999, 1809.

[91 Yamamoto, Y., Kataoka, A., Kitora, M.: Enhancing effect of B-lactoglobulin on the antioxidative
activity of a-tocopherol in an emulsion of linoleic acid. Biosci. Biotechnol. Biochem., 62, 1998,
1912.

[10] Yen, G-C., Chen, H-Y., Lee, C-E.: Measurement of antioxidative activity in metal ion-induced lipid

peroxidation systems. J. Sci. Food Agric., 79, 1999, 1213.

CHANGES OF PEA AND BEAN ALBUMINS ANTIOXIDANT ACTIVITY INDUCED
BY ASCORBIC ACID ADDITION

Summary

Influence of ascorbic acid on antioxidant properties of albumin preparations against linoleic acid so-

lutions and emulsions, as well as DPPH' stable radical scavenging ability were evaluated. In most model
systems high activity of aloumins was proved. Ascorbic acid addition had the best antioxidant effect in
emulsions and resulted in decrease of peroxides in linoleic acid solutions. The biggest changes of antiradi-
cal activity after ascorbic acid addition were observed for proteins exhibiting lower scavenging ability. §]|



