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POROWNANIE WPELYWU ACETYLACJI NA WEASCIWOSCI
FUNKCJONALNE HYDROLIZATOW BIALKOWYCH
OTRZYMANYCH Z NASION ROSLIN STRACZKOWYCH

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie wptywu procesu acetylacji przeprowadzonej podczas izolowania biatek
znasion wybranych roslin straczkowych na wiasciwosci funkcjonalne otrzymanych hydrolizatow
biatkowych.

7 nasion soczewicy, wyki oraz dwéch odmian grochu ekstrahowano biatka z réwnoczesna ich
modyfikacja bezwodnikiem kwasu octowego. Biatka wytracano z ekstraktéow w punkcie najmniejszej
rozpuszczalno$ci (pH = pl), a uzyskane koagulaty odwadniano przez wirowanie i suszenie, otrzymujac
koncentraty. Koncentraty biatek niemodyfikowanych otrzymywano w sposéb analogiczny, z pominigciem
w trakcie ekstrakcji czynnika modyfikujacego. Koncentraty biatkowe poddawano hydrolizie trypsyna i
suszono poprzez liofilizacj¢. W hydrolizatach biatek modyfikowanych i niemodyfikowanych (préba
kontrolna) oznaczano rozpuszczalno$¢ biatka, absorpcje wody i ttuszczu, aktywno$¢ emulgowania,
trwato$¢ emulsji, wydajno$¢ pienienia oraz trwatos¢ piany.

Chemiczna modyfikacja bialek nasion analizowanych ro$lin straczkowych na ogdét polepszyta
wilasciwoscei funkcjonalne otrzymanych hydrolizatéw. Rozpuszczalno$¢ biatka hydrolizatéw uzyskanych z
preparatéw chemicznie modyfikowanych byta wyzsza niz hydrolizatéw kontrolnych w przypadku soczewicy
i grochu odmiany Grapis, natomiast ulegla zmniejszeniu w hydrolizatach z grochu odmiany Piast i wyki.
Badane hydrolizaty mialy wysoka zdolnos¢ absorpcji wody, wynoszaca ~300% oraz zdolnos¢ absorpcji
ttuszczu, ksztattujaca si¢ na poziomie 60-69%. Acylowanie zwigkszylo wodochtonno$¢ wszystkich
hydrolizatéw (w najwigkszym stopniu o 74%) oraz pochtanianie ttuszczu w granicach od 4 do 7%.
Aktywno$¢ emulgowania i trwato$¢ emulsji takze ulegly zwigkszeniu, osiagajac w hydrolizatach biatka wyki
maksymalna warto$¢, odpowiednio, 46 i 50%. Wlasciwosci pianotwoércze hydrolizatéw otrzymanych z
preparatéw zmodyfikowanego biatka réwniez okazaty si¢ wyzsze - najwigkszy wzrost wydajnosci pienienia i
trwatosci piany otrzymano w przypadku grochu odmiany Grapis, odpowiednio o 25 i 22 ml. Tylko w
przypadku hydrolizatéw biatek wyki trwato$¢ piany nie zmienita sig istotnie po ich chemicznej modyfikacji.
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Wprowadzenie

Nasiona ro$lin straczkowych sa najtanszym i jednoczesnie najobfitszym zrédtem
biatka, o stosunkowo wysokiej wartosci odzywczej, co czyni je bardzo dobrym
surowcem do produkcji preparatéw bialkowych. Obecnie $wiatowy rynek
zdominowany jest przez preparaty sojowe.

Niska cena, dostepno$¢ oraz réznorodnos¢ zastosowan sprawity, ze trudno jest
z nimi konkurowa¢ ceng lub jakoscia [23]. Niemniej jednak prowadzone sa badania
nad wykorzystaniem bialek z innych Zrédet botanicznych: tubinu, bobiku, fasoli,
ciecierzycy, grochu, a takze roslin typowych dla danych regionéw geograficznych.
Charakter kazdego z tych surowcéw wywiera specyficzny wptyw na wiasciwosci
zywieniowe i funkcjonalne uzyskiwanych z nich preparatéw. Cechy te maja istotne
znaczenie w procesie wdrazania bialek ro$linnych jako substytutéw biatka
zwierzecego, czy tez jako dodatkéw teksturujacych do zywnosci.

Wiele natywnych biatek ma ograniczona funkcjonalno$¢, ktéra mozna jednak
poprawi¢ przez ich fizyczna, chemiczna lub enzymatyczna modyfikacje.
Enzymatyczna hydroliza stwarza ogromne mozliwosci modelowania wtasciwosci
funkcjonalnych biatek przez dobdér enzymu, czasu i warunkéw jego dziatania.
Hydrolizaty w stosunku do macierzystych biatek charakteryzuja si¢ wyzsza
rozpuszczalnoscia, nizsza lepko$cia, poprawiong stabilnoscia termiczna, a takze
odmiennymi wlasciwo$ciami zelujacymi, emulgujacymi i pianotwérczymi [22].

Skutecznym narzedziem ksztaltowania wlasciwosci funkcjonalnych biatek
zywnosci jest reakcja podstawienia bezwodnikami kwasowymi: octowym (acetylacja)
oraz bursztynowym (sukcynylacja). Zwiazki te najefektywniej reaguja z grupami
€-aminowymi lizyny oraz hydroksylowymi aminokwaséw alifatycznych. W wyniku
wprowadzenia dodatkowych grup w czasteczce biatka zmieniaja si¢ sily
elektrostatycznego przyciagania i odpychania tancuchéw polipeptydowych. Prowadzi
to do zmian konformacji czasteczki biatka [4], w wyniku czego niejednokrotnie
obserwuje si¢ polepszenie wilasciwosci funkcjonalnych ro$linnych preparatow
biatkowych.

Celem badan bylo okreslenie wptywu procesu acetylacji zastosowanej podczas
izolowania biatek z nasion wybranych ro$lin straczkowych na wtasciwosci
funkcjonalne hydrolizatéw biatkowych, otrzymanych poprzez dzialanie trypsyny na
koncentraty wytracone w punkcie izoelektrycznym biatek.

Material i metody badan

Surowcem wyjsciowym do badan byly suche nasiona soczewicy odmiany Anita,
wyki odmiany Kwarta oraz grochu odmiany Piast i Grapis.
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Nasiona mielono, a z otrzymanej maki ekstrahowano biatka w $rodowisku o pH
~9,2 i temp. 20°C, w ciagu 1 godz., przy uzyciu mieszadta mechanicznego. Po
odwirowaniu (4000 x g; 20 min) zawiesiny biatka koagulowano 2M HCI, obnizajac pH
ekstraktow do punktu izoelektrycznego biatek soczewicy, wyki, grochu ‘Piast’, grochu
‘Grapis’ (pH odpowiednio 3.6, 4,0, 4,0, 3,8). Wytracone osady wirowano (4000 x g;
20 min), przemywano dwukrotnie woda destylowana, suszono i mielono. Preparaty
biatek chemicznie modyfikowanych uzyskano acetylujac biatka podczas ich ekstrakc;ji.
Proces prowadzono poprzez wprowadzenie bezwodnika kwasu octowego w ilosci 0,2
cm’ na 1 g biatka zawartego w mace. Modyfikacja trwata 1 godz. w temp. 25°C, przy
pH 7,5-8.0.

Otrzymane preparaty poddawano hydrolizie trypsyna (1240 j./mg, Sigma T-4799;
stosunek enzym/substrat 1: 1000) przez 3 godz., w temp. 37°C i pH = 7,5. Po
odwirowaniu nierozpuszczalnej frakcji od produktéw hydrolizy supernatant
liofilizowano. Stopien hydrolizy biatka okre$lano na podstawie zawarto$ci wolnych
aminokwaséw i peptydow, mierzonych spektrofotometrycznie z TNBS (kwas
trinitrobenzenosulfonowy) [9] wg wzoru:

DH = A349/ 0,01936
gdzie: DH — stopien hydrolizy [%], Ass — absorbancja probki badanego supernatantu
przy dtugosci fali A = 340 nm, 0,01936- molowy wspétczynnik absorbancji leucyny.

W hydrolizatach biatek modyfikowanych chemicznie i niemodyfikowanych
(kontrolnych) oznaczano wybrane wlasciwosci funkcjonalne. Rozpuszczalnos¢ biatka
oznaczano metoda podang przez Betscharta [5]. Do 100 mg preparatu dodawano 50
cm’ buforu o pH w zakresie od 2,5 do 9.5 i wytrzasano przez 1 godz. W przesaczu
okreslano zawarto$¢ biatka. Absorpcj¢ wody, absorpcje tluszczu, aktywnos$é
emulgowania, trwato$¢ emulsji, wydajno$¢ pienienia i trwato§¢ piany oznaczano
zgodnie z procedura podang przez Rutkowskiego i Koztowska [19].

Badania wykonano w trzech powtérzeniach. Wyniki opracowano statystycznie
(jednoczynnikowa analiza wariancji) przy uzyciu programu STAT 1. Oceng istotnos$ci
réznic pomiedzy Srednimi wykonano testem t-Studenta przy p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

Zréznicowany wpltyw acetylacji na badane wiasciwosci funkcjonalne
hydrolizatéw uzalezniony byt od gatunku rosliny w przypadku rozpuszczalnosci
biatka, trwato$ci emulsji 1 trwalo$ci piany. Rozpuszczalno$¢ hydrolizatow biatka po
chemicznej modyfikacji byta wyzsza niz hydrolizatéw bialek niemodyfikowanych w
przypadku soczewicy i grochu ‘Grapis’. Najbardziej zwigkszyta si¢ (o 60%) w
hydrolizatach z soczewicy, w $rodowisku o pH = 9,5, 1 0 30% w hydrolizatach grochu
‘Grapis’ — pH = 5,5 (rys. 1). Natomiast rozpuszczalno$¢ biatek hydrolizatéw z grochu
‘Piast’ 1 wyki ulegta zmniejszeniu (w srodowisku o pH=9,5 odpowiednio o 18 i 34%).
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W dostepnej literaturze brakuje informacji dotyczacych mozliwosci potaczonego
wplywu acetylacji i enzymatycznej hydrolizy biatek na ich wtasciwos$ci funkcjonalne.
Achouri i wsp. [1] analizowali wplyw sukcynylacji na wilasciwosci funkcjonalne
hydrolizatéw biatka soi, jednak w przeciwienstwie do przedstawionej pracy,
modyfikowano biatko hydrolizowane. Niezaleznie od stopnia sukcynylacji, cytowani
autorzy uzyskali wzrost rozpuszczalno$ci biatka oraz przesunigcie punktu
izoelektrycznego (pl) w nizszy zakres pH. Jest to typowy efekt acetylacji, thumaczony
zastapieniem grup €-aminowych lizyny grupami bezwodnika. Niweluje to sily
elektrostatyczne migdzy grupami aminowymi i karboksylowymi biatek, co w
rezultacie zmniejsza reakcje typu biatko-biatko, a utatwia oddzialywania biatko-
woda [13]. W przedstawionych badaniach acetylacja biatka nie wptyne¢ta na zmiang pl
otrzymanych hydrolizatéw, ponadto rozpuszczalnos¢ biatek dwéch badanych
hydrolizatéw ulegta zmniejszeniu w poréwnaniu z prébami kontrolnymi.
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Rys. 1. Rozpuszczalno$¢ biatka niemodyfikowanych i acetylowanych hydrolizatéw biatkowych.
Fig. 1. Protein solubility profile of unmodified and acetylated protein hydrolysates.

Klepacka i Porzucek [12], badajac chemiczne wtasciwosci biatek r6znych odmian
fasoli, tubinu oraz grochu, takze stwierdzity efekt wybidrczego zmniejszenia
rozpuszczalno$ci azotu po przeprowadzeniu chemicznej modyfikacji. Zmniejszenie
rozpuszczalnosci biatka wystapito jedynie w przypadku sukcynylacji biatek fasoli oraz
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tubinu odmiany Wat. Wiadomym jest, ze w miar¢ degradacji biatka na ogét zwigksza
si¢ jego rozpuszczalno$¢. Wigksza rozpuszczalno$¢ biatka, stwierdzona w niniejszej
pracy w hydrolizatach z grochu ‘Grapis’ i soczewicy po modyfikacji, nie znalazta
jednak potwierdzenia w wyzszym stopniu ich proteolizy. Acetylacja w sposéb
statystycznie istotny (p<0,05) ograniczyta hydroliz¢ bialek nasion wszystkich
badanych roslin (tab.1). Stopien hydrolizy nie dostarczyt zatem wystarczajacej
informacji o rozpuszczalno$ci hydrolizatéw, ktéra zalezy zaré6wno od masy
czasteczkowej biatka, jak réwniez od rodzaju i iloSci jego poszczegdlnych frakcji.
Yeom i wsp. [25] hydrolizujac izolat sojowy, w ktérym acetylacja zostala ograniczona
do reszt aminokwasowych lizyny, réwniez uzyskali mniejszy stopien hydrolizy niz
biatka natywnego. Spadek podatnosci na hydrolize wykazywaty takze biatka
sukcynylowane [15, 20, 24]. Z kolei Johnson i Brekke [10] zaobserwowali, ze
acetylacja zwigksza podatno$¢ biatka grochu na hydroliz¢ enzymatyczna. Zmiana
stopnia hydrolizy po przeprowadzeniu procesu acetylacji biatka zwigzana jest m.in. ze
zmiang struktury wtornej, ale moze wynika¢ réwniez z faktu, ze metoda ekstrakcji i
koagulacji zastosowana podczas otrzymywania preparatow biatkowych réznicuje ich
profil aminokwasowy [7, 16, 21]. Zastosowany w przedstawionej pracy sposéb
ekstrakcji z jednoczesna modyfikacja bialek spowodowal zmniejszenie zawartosci
biatka ogétem w koncentratach biatka soczewicy i wyki, w poréwnaniu z prébkami
kontrolnymi (niemodyfikowanymi), podczas gdy warto$¢ ta wzrosta w przypadku
preparatéw obydwu odmian grochu (dane nie zamieszczone w pracy). Baraniak 1 wsp.
[2, 3] wskazuja, ze proces acetylacji zastosowany podczas ekstrakcji ma wplyw nie
tylko na wydajnos¢ izolacji biatek z nasion réznych odmian grochu, ale réwniez na
wybidrcza izolacje niektérych frakcji, przyczyniajac si¢ do wytracenia biatek o
wyzszej masie czasteczkowe;j.

Tabela 1l
Wplyw acetylacji na stopien hydrolizy biatka nasion ro$lin straczkowych.
Effect of acetylation on degree of hydrolysis of legume seeds proteins.
Stopien hydrolizy [%]
Hydrolizat biatka Degree of hydrolysis [%]
Protein hydrolysate Soczewica Wyka Groch ‘Grapis’ Groch ‘Piast’
Lentil Vetch Pea ‘Grapis’ Pea ‘Piast’
Niemodyfikowany 13,10 12,6 14,6° 14,74
Unmodified
Acetylowany 10,6° 10,0° 116" 13,5
Acetylated

Objasnienia:/ Explanatory notes:
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a-d -wartosci $rednie oznaczone r6znymi indeksami, r6znia si¢ migdzy soba statystycznie istotnie
(0=0,05; n=3), a-d -mean values denoted by various superscripts, differ statistically significantly from
each other (a=0,05; n=3).

Obok rozpuszczalnosci do istotnych wilasciwosci technologicznych preparatéw
biatkowych nalezy zdolno$¢ utrzymywania wody. Badania réznych autoréw
jednoznacznie wskazuja, ze acetylacja poprzez wprowadzanie dodatkowych grup
hydrofilowych do biatka polepsza jego wodochtonno$¢. Dodatkowo po chemicznej
modyfikacji wysokoczasteczkowe biatka moga dysocjowaé, co zwigksza powierzchni¢
absorpcji wody [14]. W niniejszej pracy najwigksza absorpcja wody charakteryzowaty
si¢ hydrolizaty preparatow z soczewicy i wyki (321%), a najmniejsza z grochu ‘Piast’
(299%). Acetylowanie statystycznie istotnie (p<0,05) zwigkszylo wodochtonnos¢
wszystkich hydrolizatéw, w najwigkszym stopniu (o 74%) hydrolizatéw z wyki (rys.
2). Modyfikacja chemiczna biatek nasion badanych roslin straczkowych spowodowata
roéwniez wzrost absorpcji tlhuszczu. Podobne zaleznosci obserwowano w przypadku
acetylowanych preparatéw biatka fasoli ztocistej (Phasoleus aureus) [6], fasoli
Canavalia ensiformis [14] i stonecznika [11].
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a-e -wartosci $rednie oznaczone réznymi indeksami w obrgbie tej samej cechy, r6znia si¢ migdzy soba
statystycznie istotnie (¢=0,05; n=3) / mean values denoted by various superscripts, included in the same
characteristics, differ statistically significantly from each other (a=0,05; n=3).

Rys. 2. Absorpcja wody i tluszczu przez niemodyfikowane i acetylowane hydrolizaty biatkowe.
Fig. 2. Water and oil absorption of unmodified and acetylated protein hydrolysates.
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Réwnoczesna dostgpnos¢ w czasteczkach biatek i peptydéw grup hydro- i
lipofilnych stwarza mozliwo$¢ wykazywania przez nie witasciwosci emulgujacych.
Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze hydrolizaty otrzymane z modyfikowanych biatek
tatwiej

0O Aktywnos¢ emulgowania-Niemodyfikowane / Emulsifying activity-Unmodified
@ Aktywno$¢ emulgowania-Acetylowane / Emulsifying activity-Acetylated

O Trwato$¢ emulsji-Niemodyfikowane / Emulsion stability-Unmodified

m Trwato$¢ emulsji-Acetylowane / Emulsion stability-Acetylated
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Objasnienia jak na rys. 2. / Explanatory notes as in Fig. 2.

Rys. 3. Aktywnos$¢ emulgowania i trwato$¢ emulsji niemodyfikowanych i acetylowanych hydrolizatow
biatkowych.
Fig. 3. Emulsifying activity and emulsion stability of unmodified and acetylated protein hydrolysates.

tworza emulsje i sa one jednocze$nie trwalsze. Uzyskane wartosci przyrostow
aktywnos$ci emulgowania wyniosty 4% - w preparatach hydrolizowanych biatek grochu
‘Grapis’ i wyki oraz 3 i 2% odpowiednio w hydrolizatach biatka soczewicy i grochu
‘Piast’. Trwato$¢ emulsji hydrolizatéw preparatéw otrzymanych z wyki byta najwyzsza
(44%), ahydrolizatéw bialek grochu ‘Piast’ (30%) najnizsza. Proces acetylowania
zwigkszyt trwalo$¢ emulsji od 2 do 6,5% (rys. 3). Jednak acetylacja moze wptynac
zar6wno na wzrost jak i spadek tych zdolnosci. Koncowy efekt uzalezniony jest m.in. od
rodzaju bezwodnika, stopnia modyfikacji, koncentracji biatka, pH i sity jonowej [6, 8, 14,
18]. Wzrost aktywnosci emulgowania i stabilno$ci emulsji po acylacji thumaczy si¢ luzna,
i bardziej elastyczna strukturg czasteczek modyfikowanych biatek. Stwarza to mozliwos¢
tatwiejszego rozfalowania molekuly biatka i odstonigcia wielu aktywnych miejsc
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wiazacych w postaci reszt lipo- i hydrofilowych [14]. Dzigki wlasciwosciom
powierzchniowo czynnym biatka maja zdolno$ci pianotwdreze. Wykazano, ze biatko o
idealnych wtasciwo$ciach tworzenia i stabilizowania piany powinno mie¢ dobra
rozpuszczalno$¢ w zakresie pH charakterystycznego dla zywnosci, duza hydrofobowo$é
powierzchniowa, a jego tancuch polipeptydowy powinien ulega¢ tatwo rozwinigciu [17].
Istnieje wigc wiele czynnikéw, ktére moga by¢ odpowiedzialne za polepszenie
wlasciwosci pianotwdrczych hydrolizatow z acetylowanych biatek. Najwigkszy wzrost
wydajnosci pienienia i trwatoSci piany otrzymano w przypadku grochu ‘Grapis’,
odpowiednio o 25 i 22 ml (rys. 4). Jedynie w przypadku hydrolizatéw biatek wyki nie
zaobserwowano istotnej réznicy w trwatosci piany, po ich chemicznej modyfikacji.

0O Wydajnos¢ pienienia-Niemody fikow ane / Foam capacity -Unmodified

O Wydajnos¢ pienienia-Acetylow ane / Foam capacity-Acetylated
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| Trw alo$¢ piany-Acetylow ane / Foam stability-Acetylated
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Objasnienia jak na rys. 2. / Explanatory notes as in Fig. 2.

Rys. 4. Wydajno$¢ pienienia i trwato$¢ piany niemodyfikowanych i acetylowanych hydrolizatéw
biatkowych.
Fig. 4. Foam capacity and foam stability of unmodified and acetylated protein hydrolysates.

Pomimo duzej liczby publikacji podejmujacych problem ulepszania wtasciwosci
funkcjonalnych preparatéw biatkowych, w dalszym ciagu trudno jest znalez¢ uniwersalne
prawidfowoéci w wyjasnieniach mechanizméw ksztaltowania si¢ zaleznoSci miedzy
struktura zmodyfikowanych biatek a ich funkcja. Modyfikacja ro$linnych biatek
bezwodnikiem kwasu octowego na ogét polepsza wtasciwosci funkcjonalne otrzymanych
preparatéw, co rozszerza mozliwosci ich wykorzystania w przemysle spozywczym.
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Whioski

1.

Witasciwos$ci funkcjonalne hydrolizatéw natywnych bialek izolowanych z nasion
réznych roslin straczkowych sa zblizone i w niewielkim zakresie uzaleznione od
gatunku i odmiany rosliny.

Acetylacja réznicuje wtasciwosci funkcjonalne preparatéw hydrolizowanych
biatek, a stopien otrzymanych zmian uzalezniony jest od gatunku i odmiany
rosliny.

Pod wptywem chemicznej modyfikacji bialek najmniejszym zmianom ulega
aktywnos$¢ emulgowania, trwato$¢ emulsji oraz zdolno$¢ absorpcji thuszczu.

Prace wykonano w ramach PBZ/KBN/021/P06/99 finansowanego przez KBN

w latach 2001-2004. Byta ona prezentowana na XI Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTTZ, Warszawa, 24 - 25 maja 2006.
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THE COMPARITION OF EFFECT OF ACETYLATION ON FUNCTIONAL PROPERTIES
OF PROTEIN HYDROLYSATES OBTAINED FROM LEGUME SEEDS

Summary

The purpose of this study was to determine the effect of acetylation process, applied during protein
insulation from the chosen legume seeds, on the functional properties of obtained hydrolysates. From the
lentil, vetch and two varieties of pea, proteins were extracted and chemically modified with acetic
anhydride at the same time. Proteins in the extract were precipitated in point of the smallest solubility
(pH=pI). Received coagel was desiccated by centrifugation and drying to obtain protein concentrates.
Unmodified protein concentrates were prepared analogically, except no acylating agent which was added
during extraction. Protein concentrates were hydrolyzed with tripsin and than desiccated by lyophilisation.
Solubility of the protein, water and oil absorption, emulsifying activity, emulsion stability, foam capacity
and foam stability were determined in hydrolysates modified and native (control) proteins.

Modification of legume seeds proteins with acetic anhydride in general had improved functional
properties in analyzed protein hydrolysates. Solubility of protein hydrolysates from chemically modified
proteins was higher than those obtained from native proteins in case of lentil and pea (Spp. Grapis), however
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the solubility decrease has been noted for pea Piast. Studied protein hydrolysates possessed hight ability to
water absorption, about 300% and oil absorption in range 60-69%. Acetylation increased water absorption
(with the highest percentage of 74%) and oil absorption of 4-7%, for every analyzed hydrolysates.
Emulsifying activity and emulsion stability also increased, achieving maximum value 50% and 46%
respectively, for modified vetch protein hydrolysates. Foam properties for hydrolysates received from
chemically modified proteins also had shown higher figures than native samples. The highest increase foam
capacity about 25 ml and foam stability about 22 ml were characteristic for pea (Spp. Grapis). The foam
capacity was not differ significantly only after chemical modification of hydolyzed vetch protein.

Key words: protein hydrolysates, legume seeds, functional properties, acetylation



