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AKTYWNOSC ANTYOKSYDACYJNAIZOLATU I HYDROLIZATOW
BIALEK GROCHU

Streszczenie

W pracy badano przeciwutleniajgce whasciwosci izolatu i hydrolizatow biatek grochu. Stwierdzono,
ze biatka te posiadajg wasciwo$¢ hamowania reakcji utleniania kwasu linolowego, ktéra ro$nie w wyniku
hydrolizy enzymatycznej. W obrazach elektroforetycznych obserwowano wyrazne r6znice w skiadzie
frakcji hydrolizatéw. Nie stwierdzono natomiast jednoznacznego wptywu powierzchniowej hydrofobowo-
§ci aromatycznej na aktywnos$¢ antyoksydacyjna.

Wstep

Utlenianie nienasyconych kwaséw powoduje pogorszenie jakosci zywnosci. Za-
pobiec temu mozna przez zastosowanie syntetycznych przeciwutleniaczy: BHT i BHA.
Uzycie ich jest ograniczone ze wzgledu na toksyczno$é [8]. Uwaga wielu osrodkow
naukowych zwrdcona jest na wprowadzenie naturalnych zwigzkéw obecnych w rosli-
nach, jako antyoksydantow [12, 13, 14, 16]. W$rdd tych zwigzkdéw wykazano réwniez
antyoksydacyjne wiasciwosci biatek. Pomimo, ze doniesienia z tego zakresu znane juz
byly w latach siedemdziesigtych [10], to dopiero poczatek lat dziewieédziesiatych
przyniost wiecej publikacji opisujgcych whasciwosci przeciwutleniajgce biatek [1, 2, 3,
4, 15]. Oprdcz biatek badano réwniez preparaty otrzymane w wyniku ich hydrolizy
proteinazami [3, 10]. Doniesienia o wiasciwosciach antyoksydacyjnych biatek poda-
wane w literaturze dotyczg gtéwnie roslin nie uprawianych na duzg skale w naszym
kraju. Dlatego w pracy podjeto badania nad preparatami biatkowymi z nasion grochu.

Materiat i metody

Materiatem wyjsciowym do doswiadczen byta maka otrzymana z obtuszczonych
nasion grochu odmiany Poa. Nasiona pochodzity ze stacji hodowlanej IHAR w Radzi-
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kowie. Do badan stosowano izolat biatek grochu uzyskany przez wytracenie biatek w
punkcie izoelektrycznym (pH 4,3) z alkalicznych ekstraktéw maki (pH 9,2). Z otrzy-
manych izolatdéw przygotowywano hydolizaty. Biatka izolatdw hydrolizowano pep-
syng (890 j./mg biatka, Sigma P-7000) oraz proteinaza N (7,3 j./mg, Fluka 82458). W
celu ustalenia optymalnych warunkéw hydrolizy przeprowadzono wstepne badania, w
ktérych stosowano rdézne czasy, a proces $ledzono iloscig uwolnionego azotu alfa-
aminowego [6].

Izolaty hydrolizowano pepsyng przez 1i 6 godzin, w dalszej czesci pracy ozna-
czono je symbolami, odpowiednio, PHP-1 i PHP-6. Natomiast hydrolize proteinazg N
prowadzono 0,5, 1i 5 godzin i oznakowano symbolami, odpowiednio, PHN-0,5, PHN-
1i PHN-5.

W otrzymanych preparatach biatkowych oznaczano azot, powierzchniowa hydro-
fobowos$¢ aromatyczng z kwasem 8-anilino-I-naftaleno-sulfonowym [9, 7] oraz pro-
wadzono elektroforetyczne rozdziaty biatek na 12,5% zelach poliakrylamidowych z
SDS [11].

Wiasciwosci antyoksydacyjne izolatu i hydrolizatéw biatka grochu oznaczano
wobec kwasu linolowego (Sigma L-1268). Reakcje utleniania kwasu linolowego pro-
wadzono w 60°C, w termostacie (Memmert), przez okres 29 dni. Do termostatowanych
probek kwasu linolowego dodawano preparaty biatkowe w iloSci 220 ppm. Probka
odniesienia byt kwas linolowy bez dodatku preparatow. We wstepnych
doswiadczeniach ustalono dawki preparatéw znoszacych powstawanie nadtlenkéw.
Proces utleniania $ledzono metodg z tiocyjanianem zelaza [1]. Pomiaréw dokonywano
na spektrofotometrze Novaspec Il firmy Pharmacia LKB przy 500 nm.

Z otrzymanych wynikéw obliczano wzgledng aktywno$¢ antyoksydacyjna wg
wzoru:

Aw - Ap
Aa[%]= ————X——— —Xx 100,
w

gdzie Aw- absorbancja probki odniesienia
Ap - absorbancja probki z preparatem biatkowym.

Wyniki i ich omoéwienie
Przed przystgpieniem do okreslenia antyoksydacyjnych wiasciwosci izolatu i hy-
dolizatow biatkowych otrzymanych z grochu dokonano ich charakterystyki. Oznaczo-

no zawartos¢ biatka, hydrofobowos$¢ aromatyczng i poddano rozdziatom elektrofore-
tycznym.
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Na podstawie badan wykazano, ze zawarto$¢ biatka w izolacie wynosita 90,1%, w
hydrolizatach byta nizsza i miedcita si¢ w granicach 62-63% dla PHP i 72-73% dla
PHN, tak wiec czas hydrolizy nie wptywat na te zalezno$¢, a jedynie zastosowany
enzym.

Uwage zwraca réznica pomiedzy powierzchniowa hydrofobowoscig aromatyczng
izolatu i hydrolizatow (rys. 1). Hydroliza przy uzyciu pepsyny powodowata ponad
pieciokrotne obnizenie wartosci notowanych w izolécie, a hydroliza proteinazg N
okoto 7,5 krotne. Wyniki te Swiadcza, ze w izolacie jest wieksza ekspozycja amino-
kwasow aromatycznych na powierzchni biatek niz w hydrolizatach.

Rys. 1. Powierzchniowa hydrofobowo$¢ aromatyczna izolatu i hydrolizatéw biatka grochu.
Fig. 1. Surface aromatic hydrophobicity of pea protein isolate and hydrolysates.

W rozdziatach elektroforetycznych (rys. 2) widoczna jest wyrazna rdznica po-
miedzy hydrolizatami uzyskanymi z trawienia pepsyng i proteinazg N. Pepsyna w
wiekszym stopniu spowodowata hydrolize frakcji biatkowych izolatu o ciezarach
czasteczkowych powyzej 40 kDa w poréwnaniu z proteinazg N, pozostawiajgc jedynie
Slady podjednostki o ciezarze 66 kDa.

Utlenianie kwasu linolowego z dodatkiem preparatow jako antyoksydantéw oraz
bez ich dodatku przedstawiono na rys. 3. i 4. Proces utleniania kwasu ma charakter
krzywej Gaussa. Maksimum propagacji tworzenia nadtlenkéw przypadato pomiedzy 4
a 10 dniem doswiaczenia. Wida¢ wyrazne zahamowanie procesu utleniania kwasu
linolowego przez preparaty biatka grochu. lzolat biatkowy wykazat nieco nizsze
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wiasciwosci przeciwutleniajgce w poréwnaniu z hydrolizatami. Obliczona z otrzyma-
nych pomiaréw spektrofotometrycznych aktywno$¢ antyoksydacyjna najwyzsze war-
tosci osiaggneta w 5 dniu do$wiaczen. Efektywniej dziataty PHN w poréwnaniu z PHP.
Maksymalna wartos¢ aktywnosci wzglednej dla PHN zawarta byta w granicach 74-
76%, a dla PHP wynosita 68%. Zastosowane zréznicowane czasy hydrolizy nie zna-
lazty prawie zadnego odbicia we wilasciwosciach antyoksydacyjnych preparatéw. Ob-
serwowane duze réznice w powierzchniowej hydrofobowos$ci aromatycznej pomiedzy
izolatem biatkowym, a hydrolizatami nie znalazty réwniez odbicia we wiasciwosciach
antyoksydacyjnych. Wprawdzie Chen i wsp. [3] wykazali, ze hydrolizaty biatek soi
miaty wiekszg aktywno$¢ niz izolaty, to jednak zaleznosc¢ ta nie byta znaczaca. W lite-
raturze zwrdcona jest uwaga rowniez na to, ze udziat poszczegélnych aminokwasow
oraz ich sekwencja w peptydach ma znaczacy wptyw na wiasciwosci antyoksydacyjne
[4], Szczegdlngrole przypisuje sie histydynie i prolinie [4, 5].

Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny preparatow biatkowych na 12,5 % zelu poliakrylamidowym z SDS
(1: marker, 2: PHP-1, 3: PHP-6, 4: IB, 5: PHN-0.5, 6: PHN-1, 7: PHN-5, 8>IB).

Fig. 2. 12.5% SDS - poliacrylamide gel electroforesis of pea protein preparations (1: Dalton marker, 2:
PHP-1, 3: PHP-6, 4: IB, 5: PHN-0.5, 6: PHN-1, 7: PHN-5, 8: IB).

Na podstawie rozdziatdw elektroforetycznych mozna przypuszczaé, ze ni-
skoczasteczkowe frakcje biatkowe powstajgce w wyniku hydrolizy proteinazg N pod-
jednostek o ciezarach czasteczkowych 40-66 kDa moga wplywaé na lepsze
wiasciwosci antyoksydacyjne PHN w poréwnaniu z PHP.
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czas [dni]

Rys. 3. Wplyw dodatku izolatu i hydrolizatéw pepsynowych na utlenianie kwasu linolowego.
Fig. 3.  Effects of protein isolate and pepsin hydrolysates addition on linoleic acid oxidation.

Rys. 4. Wplyw dodatku izolatu i hydrolizatéw N-proteinazowych na utlenianie kwasu linolowego.
Fig. 4.  Effects of protein isolate and proteinase N hydrolysates addition on linoleic acid oxidation.
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Whnioski

1. Biatka grochu obnizaja tworzenie nadtlenkdéw podczas utleniania kwasu linolowego.
2. Aktywnos¢ antyoksydacyjna biatek wzrasta po hydrolizie enzymatycznej.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PEA PROTEIN ISOLATE AND HYDROLYSATES
Summary

Antioxidant properties of pea protein isolate and hydrolysates have been investigated. Pea protein has
an ability to decrease the number of hydroperoxides during oxidation of linoleic acid, which ability is
increased after enzymatic hydrolysis. Differences in hydrolysates composition were observed on electro-
foretic patterns. No significant influence of aromatic hydrophobicity on antioxidative activity was con-
firmed. »



