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Streszczenie

Analizowano proces hydrolizy kwasowej zielonego grochu, strakéw fasoli szparagowe;j i jej nasion w
warunkach symulujgcych przewdd pokarmowy. W otrzymanych hydrolizatach oznaczano: zawartoéé
zwiazkow fenolowych i cukréow redukujacych oraz ich aktywnos$¢ antytrypsynowa, antypepsynowa i
antypankreatynowa, natomiast dla pozostalo$ci warzyw po hydrolizie oznaczano efekt antoksydacyjny.
Najwyzszy potencjat antyutleniajacy otrzymano dla strakéw fasoli szparagowej. Hydrolizaty zielonego
grochu wykazaly najwyzsza aktywno$¢ antytrypsynowa, natomiast pepsyne najbardziej inaktywowaty
hydrolizaty nasion fasoli szparagowej.

Wstep

Nasiona roslin straczkowych sa gtéwnym zroédiem bialka rodlinnego w Zywieniu
czlowieka. Sa one rowniez bogate w witaminy, weglowodany i sktadniki mineralne. Z
uwagi na obecnos$¢ czynnikéw powszechnie uznawanych za przeciwzywieniowe nie sa
dostatecznie wykorzystywane w diecie. W celu zwigkszenia spozycia takich wysoko-
warto§ciowych surowcow roélinnych, jak nasiona grochu i fasoli prowadzi si¢ szereg
badafi genetycznych, uprawowych oraz technologicznych nad polepszeniem ich warto-
§ci zywieniowej [3, 5].

W ostatnich latach badane sa nowe kierunki oddzialywan fizjologicznych zwiaz-
kow zaliczanych do substancji przeciwzywieniowych (inhibitory proteaz, kwas fity-
nowy, fenole, saponiny czy tioglikozydy). Wielu z nim przypisuje si¢ dzialanie anty-
kancerogenne, co w dobie walki z rakiem nabiera szczegélnego znaczenia. Konieczne
jest wigc okreslanie nie tylko ich poziomu w surowcach roslinnych, ale réwniez zmian
jako$ciowych i ilo§ciowych jakim mogg ulegaé wraz z towarzyszacymi im substan-
cjami.
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Polifenole, poprzez zdolno$é taczenia si¢ z biatkami moga by¢ inhibitorami en-
ZymOw, obnizaja wigc warto§¢ zywieniowa niektdrych produktéw roslinnych. Przy-
czyna powstawania wigzan polifenoli z bialkami jest efekt hydrofobowy, wspomagany
tworzeniem wigzan wodorowych. Réwniez latwo$¢ utleniania polifenoli do chinonéw
(ktére z kolei polimeryzuja do brunatnych zwiazkéw wieloczasteczkowych, a w obec-
noéci amin ulegaja przemianom do melanin) jest niekorzystnym zjawiskiem przebie-
gajacym w produktach Zzywnoéciowych. Polifenole uwazane byly wigc jako jedne z
czynnikéw obnizajacych warto$é¢ zywieniowa produktow. Okazuje si¢ jednak, ze te
same cechy, ktére stanowily o ich ujemnym dziataniu (wlaczenia si¢ do reakcji redoks
z mozliwoscig reagowania z innymi rodnikami) stanowia podstawg do stosowania
zwiazkow o charakterze fenoli jako antyoksydantéw. Ma to szczeg6lne znaczenie w
walce z rakiem, gdyz fenole zaliczane sa do antykancerogenow przeciwdziatajacych
inicjowaniu proceséw transformacji rakotwoérczych metabolitéw, z uwagi na zdolnos¢
modulacji aktywno$ci izoenzyméw, wchodzacych w sktad cytochromu P 450 [16].

W nasionach roélin straczkowych wystepuje kilka inhibitorow proteaz. Najbar-
dziej poznany, z tej grupy zwiazkéw, jest powszechnie wystgpujacy inhibitor trypsyny
Kuniza (STI), a dominujgcym jest inhibitor trypsyny i chymotrypsyny Browmana-Birk
(BBI). Ten drugi zwiazek jest termostabilny gdyz posiada w swojej strukturze az sze$¢
mostkoéw disiarczkowych [2].

Powszechno$¢ wystgpowania w pokarmach pochodzenia ro§linnego (gléwnie w
nasjonach motylkowatych, ziarniakach zb6z, bulwach ziemniakéw i korzeniach bura-
k6w) inhibitoréw enzymoéw proteolitycznych sklonita do wyjasnienia ich funkcji bio-
logicznych. Przyjmuje sig, ze reguluja one natezenie proteolizy w tkankach ro§linnych
(chociaz niewiele znaleziono inhibitoréw zdolnych do inaktywacji endogennych pep-
tydaz). Natomiast znakomita wiekszo$¢ roslinnych inhibitor6w hamuje aktywnos$¢
proteinaz pochodzenia mikrobiologicznego i zwierzecego. Wielokrotnie stwierdzana
akumulacja aktywnosci antyproteolitycznej w roélinie w przypadku uszkodzenia nawet
jednego z jej organdéw jest dowodem na udzial inhibitor6w w mechanizmach obron-
nych organizmu roslinnego przed szkodnikami i patogennymi mikroorganizmami.

Trzecia rola inhibitoréw proteaz polega na tym, ze sa one biatkami zapasowymi
nasion i ziarniakow. Wykazano jednak, ze pasze zawierajace inhibitory proteaz sg go-
rzej wykorzystywane przez zwierzeta. Zwiazane to jest z czeSciowa inaktywacja en-
zymoOw proteolitycznych przewodu pokarmowego zwierzat, dlatego zwiazki te uwaza-
ne sa za czynniki obnizajace warto$¢ pokarmowa pasz. Wigksza zawarto$¢ inhibitoré6w
w diecie powoduje hipertrofig trzustki i zahamowanie wzrostu miodych zwierzat. Za
przyczyne tego drugiego zjawiska uwaza si¢ pobieranie aminokwaséw zawierajacych
siarke, ktore wykorzystywane sa do budowy tkanek, na dodatkowa syntezg trypsyny,
ktérej straty spowodowane sa dziatalno$cia jej inhibitoréw, obecnych w pozywieniu.
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Natomiast w populacjach ludzkich w ktérych diecie wystepuje duzy udziat biatek
zasobnych w inhibitory proteaz, dane epidemiologiczne wykazuja niska umieralnosc¢
na raka.

Podawane sa rézne hipotezy majace wyjaéni¢ mechanizm dziatania inhibitoréw
proteaz, jako czynnikow antykancerogennych. Uwaza sig, ze inhibitory redukuja tra-
wienie bialek, a przez to dostepno$¢ aminokwasow potrzebnych do budowy komorek
rakowych, w szczego6lnosci leucyny, fenyloalaniny i tyrozyny. Inhibitory moga hamo-
wa¢é narastanie komorek nowotworowych przez odwrdcenie zmian, spowodowanych
ekspresja onkogenow, czy wreszcie moga hamowa¢ tworzenie si¢ anionu rodnika nad-
tlenkowego (O,’) lub nadtlenku wodoru, ktore to zwiazki moga uszkadzaé lub modyfi-
kowa¢ komorkowy DNA [8].

W niniegjszej pracy badano proces uwalniania zwigzkow inhibitujacych aktywnosé
proteaz, zwiazkoéw fenolowych i cukréw redukujacych podczas hydrolizy in vitro pro-
wadzonej w warunkach symulujacych warunki przewodu pokarmowego (pH = 1,5).
Hydrolizie kwasowej poddano straki zielonej fasoli szparagowej, jej dojrzate nasiona
oraz zielony groch.

Materialy i metody

Materiatem do badan byta zielona fasolka szparagowa, jej dojrzate nasiona i zie-
lone nasiona grochu. Roséliny hodowano z nasion handlowych, w jednakowych warun-
kach siedliskowych, nie stosujac zadnych chemicznych $rodk6w ochrony roélin.

Swiezy materiat suszono w temperaturze 313 K i po zmieleniu przechowywano w
temperaturze ok. 279 K. Nastepnie prowadzono jego hydroliz¢ kwasem solnym (pH =
1,5) w ciagu dwoch i czterech godzin w temperaturze 310 K. Po okre§lonym czasie
hydrolizaty odwirowywano, a pozostaty osad po hydrolizie suszono w temperaturze
pokojowej. W przesaczach analizowano poziom zwiazkéw fenolowych, cukrow redu-
kujacych i aktywno$é antyproteolityczna, a w osadach badano ich wlasciwosci anty-
utleniajace. Zawarto§¢ zwiazkoéw fenolowych okreslano z odczynnikiem Folin-
Ciocalteau [15] stosujac jako wzorzec kwas chlorogenowy. Poziom cukrow redukuja-
cych oznaczono spektrofotometrycznie z DNS (kwas 3,5,-dinitrosalicylowy) [13].
Aktywno$¢ antytrypsynowsa, antypepsynowa i antypankreatynowa analizowano po-
przez inkubowanie probek z roztworami enzymoéw — pepsyng (EC 3.4.23.1), trypsyna
(EC 3.4.21.4.) i pankreatyna (wszystkie firmy Sigma) w temperaturze 310 K w ciagu 4
godzin stosujac jako substrat azoalbuming. Pozostata aktywno$¢ proteolityczng ozna-
czano spektrofotometrycznie po wyhamowaniu reakcji 12% TCA [16]. Procent inhibi-
cji obliczano wg wzorca (aktywno$¢ poszczegdlnego enzymu wobec azoalbuminy).

Substancje o potencjalnych wiasciwosciach antyoksydacyjnych ekstrahowano z
probek trzykrotnie 80% acetonem. W otrzymanych ekstraktach oznaczono wlasciwosci
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antyoksydacyjne wobec kwasu linolowego stosujac metode podang przez Lingherta i
wsp. [10].

Wiyniki i dyskusja

Fizjologiczna rola wtomych metabolitéw ros§linnych, wprowadzanych do organi-
zmu wraz z zZywnoscig pochodzenia ros§linnego wzbudza w ostatnim dziesiecioleciu
wzmozone zainteresowanie badaczy. Znaczenie witamin, btonnika pokarmowego czy
biopierwiastkow w diecie czlowieka jest juz obszernie udokumentowane. Natomiast
wplyw na procesy metaboliczne organizmu zwiazkéw traktowanych jako substancje
przeciwzywieniowe wymaga wszechstronnych badan w $wietle udokumentowanych
juz ich wlasciwosci pozytywnych (dziatania antykancerogenne, przeciwzapalne, prze-
ciwutleniajace, regulujace cisnienie krwi). W zaleznos$ci od ilosci w codziennej diecie i
prawdopodobnie ich Zrédia zwiazki te moga oddziatywaé stymulujaco lub inhibitujaco
na procesy fizjologiczne w organizmie.

Wszystkie makroczastki dostarczane wraz z pokarmem musza w pierwszym eta-
pie przemian katabolicznych ulega¢ hydrolizie do zwiazkéw prostych. Proces ich roz-
padu przebiega gtéwnie w $rodowisku kwasnym pod wpltywem sokéw zotadkowych.
W niniejszej pracy badano hydrolize kwasowg zielonego grochu, fasolki szparagowej
oraz jej dojrzatych nasion prowadzona w warunkach in vitro w pH 1,5, a wigc zblizo-
nym do kwasowosci sokow zotadkowych.

Otrzymane zawarto$ci zwiazkéw fenolowych w hydrolizatach koresponduja z
warto$ciami, jakie otrzymala Wilska-Jeszka i wsp. [18] analizujac poziom polifenoli w
grochu i soczewicy, oraz Amarowicz i wsp. [1] ekstrahujac polifenole z nasion socze-
wicy uktadem alkohol/woda. Czas prowadzonej hydrolizy w zakresie od 2 do 4 godzin
nie miat istotnego wptywu na poziom zwiazkéw fenolowych w analizowanych hydro-
lizatach (tab. 1). W trakcie czterogodzinnego procesu ich poziom wzrést niewiele -
najbardziej dla nasion fasoli szparagowej. Dowodzi to tylko nieznacznego uwalniania
zwigzkow fenolowych z ich kompleksowych potaczen, ktore tworza réwniez z biatka-
mi. Zwiazki, ktore nie ulegty hydrolizie w badanych warunkach, wykazaty wiasciwo-
$ci antyoksydacyjne. Ich potencjat antyoksydacyjny byt wyzszy po czterogodzinnym
prowadzeniu procesu, a malal podczas wydhizania czasu inkubacji z kwasem linolo-
wym (rys. 1). Przypuszczalnie w trakcie dluzej trwajacej hydrolizy uwalniane sg z
potaczen kompleksowych zwiazki posiadajace wiasciwosci antyutleniajace. Latosz i
wsp. [11] poréwnujac wlasciwosci przeciwutleniajace ekstraktéw acetonowo-wodnych
(8:2 v/v) z brokula, bez i z przeprowadzona hydroliza enzymatyczng glukozinali
(GLS), wykazali znaczne réznice w otrzymanych wla$ciwo$ciach przeciwutleniajacych
przy zblizonym poziomie zwiazkéw fenolowych. Autorzy cytowanej pracy przypusz-
czaja, ze za wzrost wlasciwosci antyutleniajacych odpowiedzialne sa produkty hydro-
lizy enzymatycznej GLS.
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Tabela l

Wplyw czasu hydrolizy na zawarto$¢ fenoli i cukréw redukujacych w otrzymanych hydrolizatach.
Effect of hydrolysis time on polyphenols and reducing sugars content in obtained hydrolysates.

Polifenole (%) Cukry redukujace (%)
W Sinieni Polyphenols Reducing sugars
}ész:czi%gc(;trix:)enme Czas hydrolizy Czas hydrolizy
P Time of hydrolysis Time of hydrolysis
2h 4h 2h 4h

Ziclony groch 3,22 3,30 1,29 1,84
Green pea .
Fasola szparagowa zielona 2.60 2.70 1.17 1,99
Green bean pods
Nasiona fasoli szparagowej 2,70 3,00 0,59 0.80
Seeds of bean

1mg/0,1ml kwasu linolowego

1,6
1,4 -
!

1,2 -

1 B groszek

[ fasola straki

08 [ fasola nasiona
0,6 -
0,4 -
0,2

04 - . czas inkubacji

24h
hydroliza 2h hydroliza 4h

Rys. 1. Efekt antyutleniajacy (1mg/0,1ml kwasu linolowego) wybranych warzyw po procesie hydrolizy.
Fig. 1. Antioxidative potential (1mg/0,1 ml of linoleic acid) chosen vegetables after hydrolizing proc-
ess.
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Rys. 2.  Wplyw czasu hydrolizy na aktywnos$¢ antyproteolityczng otrzymanych hydrolizatow.
Fig. 2.  Effect of hydrolysis time on antiproteolytic activity of obtained hydrolysates.

W przeprowadzonych badaniach najwickszy potencjal antyutleniajacy z trzech
badanych warzyw wykazaly (niezaleznie od czasu prowadzenia hydrolizy) zwiazki
wyekstrahowane z fasoli szparagowej, najnizszy za$ z ziaren zielonego grochu. Otrzy-
mane wielko$ci liczbowe efektow antyutleniajacych trudno jest poréwnywaé z wyni-
kami innych autoréw, gdyz do badan stosowane sa rézne metody lub roéznorakie su-
rowce. Autooksdacje kwasu linolowego w systemie alkohol-woda stosowali w bada-
niach aktywno$ci przeciwutleniajacej barwnikow antocjanowych izolowanych z czer-
wonej fasoli Tsuda i wsp. [17] oraz Chin-Kun Wang i Ming-Jen Wu [4] analizujac
wlasciwosci przeciwutleniajace zwigzkéw fenolowych liSci pieprzu zuwnego (Piper
betle). Stosowane jest rowniez oznaczanie inhibicji utleniania estréow kwasu linolowe-
go w roznych fazach [7] lub przez wolne rodniki wytwarzane w ich $§rodowisku po-
przez rozpad 2,2’-azobis (2,4-dimetylo waleronitrylu) [12, 18]; lub utlenianie kwasu
linolowego nandtlenkiem wodoru i badanie wptywu otrzymanych produktow na szyb-
kosé degradacji B-karotenu [6, 9]. W olsztyniskim Oddziale Nauki o Zywnosci IRZBZ
PAN wykorzystuje sie obok testu Millera [14] metodg liposomowa do oznaczania wila-
sciwosci antyoksydacyjnych warzyw.

W niniejszej pracy czas prowadzenia hydrolizy decydowat w istotnym stopniu o
wlasciwo$ciach antyproteolitycznych otrzymanych ekstraktow. W trakcie dwugodzin-
nego procesu produkty hydrolizy wykazywaly réznoraka aktywno$¢ wzgledem testo-
wanych proteaz.
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W wigkszo$ci przypadkéw (z wyjatkiem hydrolizatu z nasion fasoli wobec pep-
syny) poczatkowa faza procesu prowadzila do uwolnienia zwiazkéw aktywujacych
testowane enzymy proteolityczne, a.stopien uzyskanych zmian uzalezniony byl zar6w-
no od badanego enzymu, jak i od gatunku warzywa. Najwicksza aktywacje wykazat
hydrolizat z nasion fasoli wzgledem trypsyny; najmniejsza wobec tego samego enzymu
hydrolizat zielonego grochu. Z kolei hydrolizat z zielonej fasoli szparagowej i z zielo-
nego grochu nie inaktywowat aktywnos$ci pepsyny zaréwno po dwu- jak i czterogo-
dzinnym procesie. Analogiczne wla§ciwosci wykazal hydrolizat nasion fasoli szpara-
gowe] wobec pankreatyny i trypsyny. Z zielonego grochu i z zielonej fasoli szparago-
wej proces czterogodzinnej hydrolizy spowodowal uwolnienie inhibitoréw trypsyny i
pankreatyny, natomiast inhibitory trypsyny uzyskano tylko w hydrolizatach z nasion
fasoli.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezy sadzi¢, ze w procesie hydrolizy uwal-
niane sg stopniowo, w zaleznosci od czasu trwania procesu i analizowanego warzywa,
inhibitory proteaz o roznej specyficznodci. Czas trwania procesu powoduje wzrost
aktywnosci antyproteolitycznej testowanych hydrolizatéw. Przyczyne tego mozna
upatrywa¢ w zwigkszonej ilosci peptydéw i biatek niskoczasteczkowych, wykazuja-
cych w stosunku do proteaz wlasciwosci efektoréw allosterycznych.

Podsumowanie

W trakcie procesu hydrolizy w warunkach in vitro symulujacych warunki prze-
wodu pokarmowego uwalnianie sa z warzyw zwiazki o réznorodnym oddziatywaniu w
stosunku do enzymoéw proteolitycznych. W zalezno$ci od gatunku warzywa, rodzaju
testowanej proteazy i czasu trwania hydrolizy, substancje te wykazuja charakter akty-
watoréw lub inhibitoré6w aktywnosci enzymoéw proteolitycznych, Czas trwania hydro-
lizy determinuje réwniez wielko§¢ potencjatu antyutleniajacego pozostatosci warzyw,
ktoére nie ulegly hydrolizie, jak rowniez ilo§¢ uwolnionych w trakcie hydrolizy cukréw
redukujacych. Natomiast nie réznicuje zasadniczo poziomu zwiazkéw fenolowych w
otrzymanych hydrolizatach.
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ACID HYDROLYSIS OF PEA AND FRENCH BEAN
Summary

Acid hydrolysis of green pea, green bean pods and bean seeds in simulated gastric conditions was in-
vestigated. The following were analysed: polyphenols and reducing sugars content, antitrypsin, antipepsin
and antipancreatine activity (in obtained hydrolysates); antioxidative properties of residue after hydroly-
sis. The obtained value depends on the vegetable variety and time of hydrolysis. The highest antioxidative
potential was observed in green bean pods. The filtrate obtained after pea hydrolysis showed the highest
antitrypsin activity, but the highest antipepsin activity was found in bean seeds.



