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WPLYW OBROBKI TERMICZNEJ I HYDROLIZY
ENZYMATYCZNEJ NA ALERGENNOSC BIALEK GROCHU

Streszczenie

Nasiona roslin straczkowych naleza do produktow, ktore najczgsciej sa przyczyna alergii pokarmo-
wych. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu procesu gotowania i modyfikacji enzyma-
tycznej na alergenne wlasciwosci biatek grochu.

Stwierdzono stosunkowo wysoka odpornos$¢ biatek grochu na termiczna obrobke. Proces gotowania
zmniejszyt ich alergenno$¢ o ok. 25-50% w stosunku do alergennosci produktu niemodyfikowanego.
Hydroliza enzymatyczna okazata si¢ bardziej efektywna i powodowata zmniejszenie alergennych wtasci-
wosci biatek grochu o ok. 47-70%. Wykazano, ze proces hydrolizy z wykorzystaniem trypsyny z wigksza
skutecznoscia redukowat alergennos¢ biatek grochu niz proces prowadzony przy uzyciu Alkalazy.

W otrzymanych hydrolizatach oceniano rowniez immunoreaktywnos$¢ poszczegdlnych biatek grochu
(albuminy, leguminy i wicyliny), wykorzystujac krolicze przeciwciata klasy G, uzyskane w stosunku do
wyizolowanych i oczyszczonych frakcji. Stwierdzono, ze po hydrolizie enzymatycznej immunoreaktyw-
nos¢ wicyliny pozostawata ciagle na wysokim poziomie, zwlaszcza po procesie prowadzonym przy udzia-
le Alkalazy. Mozna zatem wnioskowaé, ze mniejsza alergenno$¢ hydrolizatow biatek grochu uzyskanych
przy udziale trypsyny wynika z istotnego zmniejszenia alergennosci wicyliny w toku proteolizy.

Stowa kluczowe: alergennosc¢ biatek grochu, hydroliza enzymatyczna, obrobka termiczna, ELISA

Wprowadzenie

Oprocz wartosciowego biatka, nasiona roslin straczkowych zawieraja frakcje
btonnika pokarmowego, istotne podczas trawienia, jak i zwiazki mogace odgrywac role
czynnika profilaktycznego w odniesieniu m.in. do choréb nowotworowych [10, 12].
W nasionach tych wystepuja rowniez substancje niepozadane zywieniowo, pogarszaja-
ce strawnos¢ pokarmu (inhibitory enzymoéw, fitohemaglutyniny) [22] czy alergeny [5].
Orzeszki ziemne i soja naleza do produktéw, bedacych najczesciej przyczyna alergii
pokarmowej na $§wiecie. Wyizolowane z ich nasion alergeny sa zdolne do wywotania
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ogo6lnoustrojowej reakcji anafilaktycznej [26, 28]. Zjawisko reakcji krzyzowych po-
migdzy alergenami zwigksza ryzyko uwrazliwienia si¢ organizmu na biatka innych
nasion z rodziny roslin straczkowych, m.in. grochu [11, 17, 19]. Pod koniec 2004 r.
opublikowano wyniki badan dotyczacyh alergenéw wyizolowanych z frakcji wicyli-
nowej grochu [23]. Opisano je jako Pis s 1 i Pis s 2 i umieszczono na liScie bazy da-
nych o alergenach (www.allergen.org).

Procesy technologiczne, jakim poddawana jest zywno$ci, moga wpltywac na jej
potencjat alergenny [3, 4, 13, 27]. Podjeto badania, ktoérych celem byto okreslenie
wplywu procesu gotowania i modyfikacji enzymatycznej na alergenne wiasciwosci
biatek grochu.

Material i metody badan

Material badawczy stanowily nasiona grochu (Pisum sativum L.) odmiany Kwe-
stor (zbior z roku 2000) uzyskane z Poznanskiej Hodowli Roslin, Spétka z 0.0. w Tul-
cach k. Poznania. Ziarna po obtuskaniu mielono, a otrzymana make przesiewano przez
sito (o 0,25 mm). Bialka wydzielano z maki na podstawie metodyki zaproponowanej
przez Barnett i wsp. [2]. Ekstrakcje prowadzono przez 2 godz. 50 mM buforem Tris-
HCI o pH 8, zawierajacym 0,2 M NacCl. Stosunek maki do buforu wynosit 1:10 (m/v).
Uzyskana zawiesing wirowano 30 min (15000 g). Supernatant dializowano wobec 50
mM roztworu weglanu amonu, zamrazano, liofilizowano i przechowywano do analiz w
temp. -20°C.

Metody modyfikacji biatek grochu

Nasiona grochu po namoczeniu gotowano do migkkosci. Nastepnie nasiona (wraz
z zalewa) zamrazano i liofilizowano. Biatka ekstrahowano metoda stosowana do na-
sion surowych.

Hydrolizg enzymatyczna prowadzono przy uzyciu Alkalazy 2.4 L FG (Subtilisina
Carlsberg) z firmy Novo Nordisk i trypsyny (EC 3.4.21.4) (T-7409, Sigma), w ciagu
180 min, w temp. 50°C, utrzymujac pH na poziomie 8,0. Enzymy dodawano w postaci
wodnych roztworow w ilosci 30 mAU/g biatka. W celu inaktywacji enzymow hydro-
lizaty ogrzewano przez 10 min w temp. 90°C. Po schtodzeniu preparaty zobojg¢tniano
do pH 7,0, zamrazano i suszono metoda liofilizacji.

Immunoreaktywne wlasciwosci modyfikowanych biatek grochu oznaczano meto-
da ELISA, stosujac poliklonalne przeciwciata wyprodukowane wobec poszczegdlnych
antygenow grochu (albuminy, leguminy i wicyliny).
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Izolacja antygenow z nasion grochu i produkcja przeciwcial poliklonalnych

Frakcj¢ albuminowa izolowano metoda opisana przez Lu i wsp. [16], a nastepnie
oczyszczano metoda chromatografii zelowej z wykorzystaniem ztoza Sephadex G-75.
Bialtka globulinowe izolowano metoda zaproponowana przez Melo i wsp. [18], a frak-
cjonowano wedtug procedury Lamberta i wsp. [15]. Frakcje leguminowa i wicylinowa
oczyszczano stosujac chromatografi¢ jonowymienng na ztozu DEAE-Sepharose Fast
Flow.

Do oczyszczonych antygenéw wyprodukowano poliklonalne przeciwciata w wy-
niku parokrotnej immunizacji krolikow.

Do$wiadczenia na zwierzg¢tach przeprowadzono za zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Dos§wiadczen na Zwierzgtach Laboratoryjnych, zgodnie z zasadami dobrej
praktyki laboratoryjnej i wymogami prawnymi.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujqcych z solq sodowq
siarczanu dodecydylu (SDS-PAGE)

Rozdzialy elektroforetyczne prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym o
grubosci 1 mm, w buforze Tris-glicyna o pH 8,3 (192 mmol/l glicyna, 25 mmol/l Tris
1 0,1% SDS). Proby przygotowywano przez zmieszanie 100 pl roztworu zawierajace-
go 2 mg/ml biatka, ze 100 pl buforu lizujacego o sktadzie: 125 mM Tris-HCI o pH 6,8;
2% SDS; 10% glicerolu; 5% B-merkaptoetanolu oraz 0,002% bigkitu bromofenolowe-
go. Proby przed naniesieniem na zel poddawano denaturacji przez gotowanie w temp.
100°C przez 5 min. Po elektroforezie zele wybarwiano 30 min w 0,1% roztworze Co-
omassie Brilliant Blue R-250 (SERVA) w ukladzie: metanol - woda - kwas octowy
(5:5:2). Do odbarwiania uzywano roztworu: metanol - woda - kwas octowy (1:8:1).
Jako wzorca mas czasteczkowych uzywano Low Molecular Markers (M-3913, Sigma)
o zakresie mas od 6,5-10° do 66-10° Da.

Oznaczanie immunoreaktywnosci testem ELISA typu konkurencyjnego

Mikroptytke optaszczano roztworem antygenu o stezeniu 5 pg/ml w 0,05 M bufo-
rze weglanowym o pH 9,6 w ilosci 100 pl/studzienke i inkubowano 12 godz. w temp.
4°C. Nastgpnie przemywano trzykrotnie mikroptytki buforem PBS-T i blokowano pu-
ste miejsca na powierzchni adsorpcji w studzienkach 1,5% roztworem Zzelatyny. Po
przeptukaniu mikroptytek do studzienek nanoszono jednocze$nie (po 50 pul) badanych
roztworow (modyfikowanych biatek grochu) w odpowiednich rozcienczeniach (lub
roztworow standardow — antygenu) oraz po 50 ul roztworéw odpowiednich kréliczych
przeciwciat IgG, specyficznych wobec antygenu uzytego do optaszczenia mikroptytki.
Po godzinnej inkubacji w temp. 37°C dodawano kozia immunoglobuling G, znakowana
peroksydaza chrzanowa, skierowana przeciw kroliczej immunoglobulinie G (A-6154,
Sigma) w rozcienczeniu 1:15000. Po kolejnej godzinie inkubacji zastosowano substrat
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- 10% roztwér TMB. Reakcje zatrzymywano po 30 min 2M roztworem kwasu siarko-
wego. Absorbancje odczytywano przy dtugosci fali 450 nm, stosujac czytnik automa-
tyczny ,,Sunrise”, firmy Tecan.

Immunoreaktywno$¢ préb obliczano na podstawie krzywych standardowych,
uzywajac komputerowego programu EIA/ERIA.

Oznaczanie poziomu IgE w surowicy osob z alergiq pokarmowq

Surowice wykorzystane w badaniach in vitro otrzymano od 24 pacjentow z NZO
Centrum Alergologii w Lodzi. Diagnoza w kierunku alergii pokarmowej zostata po-
twierdzona na podstawie oznaczenia w surowicy poziomu specyficznych przeciwciat
klasy E (sIgE).

Oznaczenia sIgE wykonywano za pomoca gotowych zestawoéw odczynnikowych
(produkcji Allergopharma) oraz alergendéw (osadzonych na krazkach celulozowych).
Oznaczenie wykonywano metoda ELISA. Substratem fosfatazy alkalicznej byt
p-nitrofenylofosforan. Po otrzymaniu zabarwienia odczytywano ekstynkcje przy diu-
gosci fali 405/620 nm.

Oznaczanie poziomu specyficznych przeciwciat klasy E wobec biatek nasion ro-
$lin straczkowych i frakcji grochu, w surowicy osob ze stwierdzong alergia pokarmowa
prowadzono wedtug ponizszej procedury.

Mikroptytke optaszczano roztworem antygenu o stezeniu 10 pg/ml (ekstrakt bia-
ek nasion roslin straczkowych, frakcje biatek grochu lub modyfikowane biatka gro-
chu) w 0,05 M buforze weglanowym o pH 9,6 w ilosci 100 pl/studzienke i inkubowa-
no 12 godz. w temp. 4°C. Nastegpnie blokowano puste miejsca na powierzchni adsorpcji
w studzienkach 1,5% roztworem zelatyny. Po inkubacji trzykrotnym przeplukaniu do
studzienek wprowadzano roztwory surowic ludzkich w rozcienczeniu 1:5. Mikroplytki
inkubowano 2 godz. w temp. 37°C. Po wyplukaniu do studzienek wprowadzano roz-
twor biotynylowanej koziej immunoglobuliny skierowanej wobec ludzkiej immuno-
globulinie E (5069, Nordic) w rozcienczeniu 1:1000. Inkubacje¢ prowadzono ponownie
2 godz. w temp. 37°C i po trzykrotnym przemyciu dodawano roztwor peroksydazy
chrzanowej skoniugowanej z ekstrawidyna (E 2886, Sigma). Jako substrat stosowano
roztwor tetrametylobenzydyny (TMB). Poziom specyficznych IgE w surowicy pacjen-
tow wyrazano jako $rednig absorbancje z trzech oznaczen.

Oznaczanie stopnia redukcji alergennosci modyfikowanych biatek grochu

Stopien redukcji alergennos$ci modyfikowanych biatek grochu okre§lano na pod-
stawie oznaczenia specyficznych przeciwcial w surowicy pacjentow.
Procent utraty aktywnosci antygenowej biatek grochu wyliczano z réwnania [7]:

A [%]=(1- Am/ AN) x 100
gdzie:
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Ay — warto$¢ absorbancji proby modyfikowanej,
Ay — warto$¢ absorbancji proby natywne;j.

Wiyniki i dyskusja

Soja 1 orzeszki ziemne, ze wzgledu na wysokie spozycie, sa przyczyna wigkszosci
alergicznych reakcji powodowanych przez zywno$¢ w Stanach Zjednoczonych, Wiel-
kiej Brytanii czy Japonii [6]. Z kolei soczewica, ciecierzyca i groch sa najczesciej kon-
sumowane w krajach basenu Morza Srodziemnego i niektorych krajach Azji (Indie)
[20, 21]. Z pewnoscia jest to gldwna przyczyna tego, ze w Hiszpanii 10% pacjentow
cierpiacych z powodu alergii pokarmowych wykazuje kliniczne symptomy chorobowe
po spozyciu nasion soczewicy [8]. I o ile uwaza sig, ze kliniczna reaktywnos$¢ krzyzo-
wa pomigdzy biatkami nasion straczkowych jest dos¢ rzadka [25] (badania te dotycza
gldwnie nasion soi i orzeszkéw ziemnych), to ponad 70% o0séb z alergia na groch, so-
czewicg czy ciecierzyceg reaguje pozytywnie w testach otwartej prowokacji na biatka
wszystkich tych nasion [14]. W Polsce przypadki alergii na biatka nasion roslin stracz-
kowych innych niz soja czy orzeszki ziemne nie sa jak dotychczas zbyt czgste. By¢
moze wynika to ze stabych ich wlasciwosci alergizujacych, ale moze by¢ spowodowa-
ne rOwniez nie uwzglednianiem ich w diagnostycznych testach alergicznych.

W badaniach wlasnych uzyskano pozytywne wyniki dotyczace obecno$ci specy-
ficznych przeciwciat IgE wobec wszystkich badanych biatek nasion ro$lin straczko-
wych (soi, soczewicy, grochu i fasoli) w surowicy pacjentow z objawami potwierdzo-
nej alergii pokarmowej. Poziomy specyficznych reakcji byly zréznicowane (tab. 1).
Potwierdzity rowniez istnienie zjawiska tzw. IgE-zaleznej krzyzowej reaktywnosci.
W surowicy sze$ciu o0sob stwierdzono bowiem obecno$¢ przeciwciatl specyficznych
wobec wszystkich badanych biatek.

Obecnos¢ specyficznych przeciwcial IgE wobec biatek grochu stwierdzono w su-
rowicy 12 o0s6b sposrod 24 przebadanych. Poziom tych przeciwciat byt zréoznicowany.
W dalszej czgséci oznaczono poziom specyficznych IgE wobec oczyszczonych biatek
grochu. Stwierdzono, ze w surowicy wigkszo$ci osob z podwyzszonym mianem IgE
wobec biatek calego ekstraktu grochu, wykazano obecno$¢ specyficznych przeciwciat
do wicyliny (tab. 1). Wigkszo$¢ z tych pacjentow cierpiata z powodu alergii na orzechy
ziemne (surowice nr 18, 19, 22, 23, 24). Specyficzne przeciwciala wobec biatek grochu
wykryto rowniez w surowicy osob reagujacych alergicznie na kakao, gluten, owoce
czy biatka mleka. Jest to wynikiem prawdopodobnie podwyzszonego miana ogdlnego
IgE u wszystkich tych o0soéb. Znacznie mniej badanych osob wykazato obecnosé¢
w surowicy przeciwciatl specyficznych wobec pozostatych biatek grochu — leguminy,
a zwlaszcza albuminy. W dwu przypadkach z podwyzszonym mianem IgE wobec bia-
ek calego ekstraktu grochu nie stwierdzono specyficznych immunoglobulin do anali-
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zowanych poszczegdlnych frakcji. Dowodzi to mozliwosci istnienia innych alergen-
nych sktadnikéw grochu (tab. 1).

Tabela 1

Obecnos¢ specyficznych przeciwcial wobec biatek nasion straczkowych w surowicy pacjentow ze zdia-
gnozowana alergia pokarmowa.
The level of specific antybodies against proteins from legumes in the sera of patients with food allergy.

Nr pacjenta
Ptient Nb

Zdiagnozowana
przyczyna
alergii pokarmowe;j
Diagnosed cause of food
allergy

Poziom specyficznej IgE w surowicy / Level of specific IgE in serum

biatek
soi
anty-
sobean
proteins

biatek
socze-
wicy
anty-
lentil
proteins

biatek

fasoli
antyfaba

bean
proteins

biatek

grochu
antypea
proteins

albumin-
grochu
antypea
albumin

legumin-
grochu
anty pea
legumin

wicyliny
grochu
pea vicilin

Pomidor / Tomato

a-laktoalbumina,
B-laktoglobulina
a-laktoalbumin,
B-laktoglobulin

Z6ko jaja, seler, maka
pszenna, kurcze¢
Yolk, celery, wheat flour,
chicken

Kakao / Cocoa

A

Gluten / Gluten

++

a-laktoalbumina,
B-laktoglobulina, kazeina
o-laktoalbumin,
B-laktoglobulin, casein

mleko, f—laktoglobulina
milk, B-laktoglobulin

B-laktoglobumina
B-laktoglobulin

Soja, kakao / Soya, cocoa

10

B-laktoglobulina
B-laktoglobulin

11

a-laktoalbumina
o-laktoalbumin,

12

Owoce / Fruits

+H+

++

++

++

13

Owoce, wieprzowina,
gluten, kurczak, indyk /
Fruits, pork, gluten, chic-
ken, turkey

14

Pomidor / Tomato
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a-laktoalbumina,
B-laktoglobulina, kazeina
a-laktoalbumin,
B-laktoglobulin, casein

15 ++ - ++ + - - -

Biatko jaja, banan
Egg white, banana

B-laktoglobulina, kazeina,
17 jaja - - - + - - +
B-laktoglobulin, casein,

€ggs

Orzechy laskowe, orze-
chy ziemne, sezam, soja,
biatko jaja, ziemniaki
Hazel nuts, peanuts,
sesame, soya, egg white,
potatoes

18 ++ ++ + +++ + + ++

19 | Orzechy ziemne / Peanuts | +++ - - + - + S+

20 | Orzechy ziemne / Peanuts - - + - - +

Maka zytnia, maka
21 pszenna - - - - - - -
Rye flour, wheat flour

Orzechy ziemne, migdaty,
soja, sezam, seler, mar-
chew, maka zytnia /
Peanuts, almonds, soya,
sesame, celery, carrot, rye
flour.

22

Orzechy ziemne, sezam,
maka zytnia i pszen-
23 na,marchew - + ++ + - - +
Peanuts, sesame, rye
flour, wheat flour

Orzechy ziemne, soja,
24 pomidor Peanuts, soya, ++ + + ++ + - ++
tomato

+++ - bardzo silna reakcja / very strong reaction; ++ - silna reakcja / strong reaction; + - staba reakcja /
weak reaction; * - bardzo staba reakcja / very weak reaction.

Nasiona grochu poddano procesowi gotowania i enzymatycznej modyfikacji za
pomoca trypsyny lub Alkalazy. Stwierdzono stosunkowo wysoka odporno$¢ biatek
grochu na obrébke termiczng. Proces gotowania nasion grochu tylko w nieznacznym
stopniu przyczynit si¢ do zmniejszenia alergennosci biatek. Poza dwoma wyjatkami,
aktywno$¢ antygenowa zostata zredukowana o 25-43% (tab. 2). W badaniach prowa-
dzonych w naszym zespole stwierdzono réwniez znaczne obnizenie immunoreaktyw-
nos$ci biatek groszku zielonego na skutek zastosowanych procesoéw, takich jak: goto-
wanie, sterylizacja, konserwowanie czy mrozenie [27]. Z dostgpnej literatury wynika,
7e termiczna obrobka czgsto przyczynia si¢ do obnizenia immunoreaktywnosci, ale nie
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zawsze redukuje alergenno$¢ produktu [9]. Termiczne procesy, takie jak gotowanie czy
smazenie przyczynily si¢ na przyktad do zredukowania potencjatu alergizujacego
orzeszkow ziemnych, ale zastosowanie wysokiej temperatury podczas prazenia zdecy-
dowanie go podwyzszyto [4]. Obnizenie immunogennosci wynika przede wszystkim
z wplywu wysokiej temperatury na zmiany drugo- i trzeciorzedowej struktury oraz
niszczenia struktury czwartorzedowej biatek. Nie zawsze zmiany te zachodza w obsza-
rach odpowiedzialnych za reakcj¢ ze specyficznymi przeciwciatami. Z gotowanych
nasion soczewicy wyizolowano frakcje, ktére w dalszym ciagu byly rozpoznawane
przez specyficzne IgE pacjentow z objawami alergii na soczewicg [13, 24].

Tabela 2
Ocena wplywu wybranych proceso6w na zmiany wtasciwosci alergennych biatek grochu.
Influence of selected processes on allergenic properties of pea proteins.
Modyfikacja Utrata antygenowosci modyfikowanych biatek grochu [%]
biatek grochu Antigenity loss of modified pea proteins [%]
Pea proteins Numer pacjenta / Patient Nb
modification 2 4 5 12 15 17 18 19 20 22 23 24
Obrobka
fermiezna - 36 47 139,45 | 31,83 | 52,51 | 48,95 | 39,65 | 25.49 | 39,37 | 33,86 | 49,27 | 41,06 | 43,50
Thermal
process
Hydroliza z
uzyciem
trypsyny 62,34 57,67 | 69,30 | 65,28 | 65,96 | 62,78 | 61,00 | 65,45 | 61,10 | 47,47 | 67,60 | 62,00
Trypsin
hydrolysis
Hydroliza z
uzyciem
Alkalazy 61,66 | 68,41 | 65,55 63,31 56,21 | 59,87 | 56,69 | 64,03 | 59,23 | 46,97 | 63,04 | 53,51
Alcalasa
hydrolysis

Przeprowadzona w pracy hydroliza enzymatyczna okazata si¢ bardziej efektyw-
nym procesem i spowodowata zmniejszenie alergennych wtasciwosci biatek grochu
o ok. 47-70% (tab. 2). Wykazano, ze proces z wykorzystaniem trypsyny z wigksza
skutecznos$cia redukowat alergennos$¢ biatek grochu niz proces prowadzony przy uzy-
ciu Alkalazy. W celu wyjasnienia przyczyn tego zjawiska oceniano immunoreaktyw-
no$¢ poszczegolnych biatek grochu (albuminy, leguminy 1 wicyliny), wykorzystujac
krolicze przeciwciala klasy G, uzyskane w stosunku do wyizolowanych i oczyszczo-
nych frakcji (rys. 1). Stwierdzono wigksza odpornos¢ poszczegolnych biatek grochu na
trawienie Alkalazg niz trypsyna. Ich immunoreaktywno$¢ zostala obnizona o 78-99%
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Alb — albuminy / albumins; Leg — legumina / legumin, Wic — wicylina / vicilin; Eks — ekstrakt biatek
grochu / extract of pea proteins.

Rys. 1. Elektroforegram oczyszczonych frakcji grochu uzytych do pozyskania kroliczych przeciwciat
poliklonalnych.
Fig. 1.  Electroforegram of purified pea fractions used for production of polyclonal rabbit antybodies.

Tabela 3
Pozostata immunnoreaktywnos$¢ gtownych frakceji bialek grochu podczas procesu hydrolizy przy uzyciu

Alkalazy.
Residual immunoreactivity of main pea protein fractions during Alcalase hydrolysis.

Pozostata immunoreaktywno$¢ [%] / Residual immunoreactivity [%]

Flﬁil;%?o?;ielf‘r agcrflf)?lu Czas hydrolizy [min] / Hydrolysis time
0 10 20 40 60 120 180
Albuminy / Albumins | 100 5096 | 24,29 9,76 5,1 2,03 0.8
Legumina / Legumin 100 75,34 46,01 17,2 10,03 7,11 5,05
Wicylina / Vicilin 100 5296 | 5409 | 27.83 | 2342 | 2199 | 21,64

(tab. 3 1 4). Najmniejsze zmiany nastgpowaty w obrebie frakcji wicylinowej, ktorej
immunoreaktywno$¢, zwlaszcza po procesie prowadzonym przy udziale Alkalazy,
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pozostawata ciagle na wysokim poziomie i stanowita ok. 22% immunoreaktywnosci tej
frakcji obliczonej w przypadku ekstraktu niepoddanego hydrolizie (tab. 3). Zastosowa-
nie trypsyny doprowadzito do zdecydowanie wigkszego obnizenia immunoreaktywno-
$ci wicyliny w czasie proteolizy (o ok. 95%) (tab. 4). Astwood i wsp. [1] rowniez uzy-
skali wysoka odpornos¢ wicylin (biatek typu 7S) na trawienie i procesy technologicz-
nej obrobki zywnosci.

Tabela 4
Pozostata immunnoreaktywnos$¢ gtownych frakeji biatek grochu podczas procesu hydrolizy przy uzyciu

trypsyny.
Residual immunoreactivity of main pea protein fractions during trypsin hydrolysis.

Pozostata immunoreaktywnos¢ [%] / Residual immunoreactivity [%]

Frakeja bialek grochu Czas hydrolizy [min] / Hydrolysis time [min]

Pea protein fraction

0 10 20 40 60 120 180
Albuminy / Albumin 100 55,71 40,06 15,01 4,57 1,91 0,49
Legumina / Legumin 100 26,01 17,22 8,16 6,26 3,20 1,34

Wicylina / Vicilin 100 28,73 13,66 6,02 4,44 443 4,82

Przedstawione wczesniej wyniki dowodza, ze przeciwciata klasy E obecne w su-
rowicy atopowych pacjentdw reaguja gtownie z epitopami wystepujacymi we frakeji
wicylinowej (tab. 1). Mozna zatem wnioskowa¢, ze nizsza alergenno$¢ hydrolizatow
biatek grochu uzyskanych za pomoca trypsyny wynika z tego, ze enzym ten powoduje
najwigksze zmiany w obszarze aktywnych epitopdw wicyliny. W celu obnizenia aler-
gennosci biatek grochu nalezaloby stosowac takie procesy, ktore beda prowadzity
przede wszystkim do obnizania immunoreaktywno$ci wicyliny. Biatka typu 7S zali-
czane sg obecnie do silnych alergendw pokarmowych i jak dowodza réwniez przed-
stawione powyzej wyniki wymagaja dalszej szczegdlowej analizy.

Whioski

1. Bardziej efektywne obnizenie alergennosci biatek grochu (o 47-70%) uzyskano
w procesie enzymatycznej hydrolizy nasion anizeli podczas gotowania.

2. Proces hydrolizy prowadzony przy uzyciu trypsyny skuteczniej redukowat aler-
genno$¢ biatek grochu niz z wykorzystaniem Alkalazy.

3. Mnigjsza alergennos¢ hydrolizatéw biatek grochu uzyskanych przy udziale trypsy-
ny wynika z istotnego zmniejszenia alergenno$ci wicyliny w czasie proteolizy.

Badania wykonano w ramach projektow badawczych 2 PO6T 078 26 oraz PBZ-
KBN 097/P06/2003/4.2.
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INFLUENCE OF THERMAL TREATMENT AND ENZYMATIC MODIFICATION ON
ALERGENICITY OF PEA PROTEINS

Summary

The most important position among products which very often may elicit allergy takes legumins. The
aim of this study was to determine the influence of thermal and enzymatic modification on allergenic
properties of pea proteins.

Allergenicity of pea proteins was decreased about 25-50% after thermal process like cooking. How-
ever, enzymatic hydrolysis decreased allergenicity about 47-70%. In majority cases trypsin hydrolysis
caused more reduction of allergenicity of pea proteins than Alcalase hydrolysis.

Immunoreactivity of major pea proteins (albumins, legumins, vicilins) in obtained hydrolysates were
determined using specific polyclonal rabbit antibodies produced against isolated and purified pea protein
fractions. Pea globulins have more resistance to Alcalase hydrolysis than trypsin one. Particularly it con-
cerns vicilin fraction. It can be the reason of lower allergenicity of pea protein hydrolysates obtained by
trypsin. Especially, the highest level of antibodies in sera patients was against pea vicilins (non modified).
It may provide the highest allergenicity of vicilins among pea proteins.

Key words: allergenicity of pea proteins, enzymatic hydrolysis, thermal modification, ELISA
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