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WEASCIWOSCI BIALEK PREPARATOW CZESCI BIALKOWEJ
JAJA W PROCESIE UTLENIANIA

Streszczenie

W pracy badano wtasciwos$ci przeciwutleniajace podstawowych frakcji biatek czgsci biatkowej jaja
kurzego (owoalbuminy, lizozymu) oraz preparatéw handlowych biatka jaja i albumin (zelujacej i
pienistej). Badano tez modyfikacje biatek spowodowane autooksydacja kwasu linolowego.

Badane preparaty handlowe wykazaly dobra aktywno$¢ przeciwutleniajaca wobec rodnikéw °OH,
natomiast nieco stabiej dziataly jako inhibitory autooksydacji kwasu linolowego. Lizozym wykazal lepsze
wlasciwosci przeciwutleniajace niz owoalbumina.

Zmiany bialek pod wplywem dziatania nadtlenkéw kwasu linolowego badano przez pomiar zmian
zawartosci tryptofanu i powstajacych w wyniku utleniania pochodnych karbonylowych. Wyniki
wskazuja, ze biatka jaja uczestniczace w inhibicji utleniania kwasu linolowego ulegaja zmianom
wynikajacym z modyfikacji oksydacyjnej wchodzacych w ich sktad aminokwaséw (m.in. degradacja
tryptofanu).

Stowa kluczowe: biatka jaja kurzego, przeciwutleniacze, nadtlenki kwasu linolowego, utlenianie biatek

Wprowadzenie

Biatka jaja kurzego maja réznorodne wiasciwosci funkcjonalne, takie jak:
zelowanie, koagulowanie, tworzenie i stabilizowanie piany oraz utrzymywanie wody,
dzigki czemu znalazly szerokie zastosowanie jako dodatki do zywnosci [12]. Sa
wykorzystywane w serowarstwie (sery dojrzewajace), przemysle migsnym (migso i
ryby w stanie surowym, pasztety, pieczenie, kietbasy, konserwy migsne), w
ciastkarstwie, cukiernictwie artykutéw piankowych, przy produkcji piwa, wina,
miodéw pitnych, atakze w przemysle ttuszczowym (oleje). Latwos¢ otrzymywania
preparatéw biatkowych z jaja kurzego stanowi dodatkowa zalet¢ ich zastosowania.
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Wykorzystanie biatek jaja kurzego jako dodatkéw funkcjonalnych wzbogaca
réwnoczesnie wartos¢ odzywcza zywnos$ci. Bialka te charakteryzuja si¢, bowiem
kompleksowym sktadem aminokwasowym, maja bardzo dobra strawno$¢ i sa tatwo
przyswajalne przez organizm cztowieka.

Wyniki ostatnich badan wykazaty, Zze biatka pochodzace z réznych surowcéw
moga petni¢ ponadto rolg naturalnych przeciwutleniaczy. Ich obecno$¢ zabezpiecza
przed niekorzystnymi zmianami i stratami sktadniki Zywnos$ci w procesie utleniania,
szczegOlnie lipidy [15, 16, 17]. Dziatajac jako przeciwutleniacze biatka moga ulegac
jednocze$nie licznym zmianom (modyfikacja reszt aminokwaséw, fragmentacja lub
tworzenie poprzecznych wigzan i agregacja bialek), ktoére skutkuja obnizeniem ich
wartos$ci biologicznej [4, 6, 14].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wlasciwosci przeciwutleniajacych
preparatéw handlowych bialka jaja i albuminy (Zelujacej i pienistej) oraz wybranych
frakcji biatek czesci biatkowej jaja kurzego (owoalbuminy, lizozymu), a takze
okreslenie wptywu procesu utleniania na biatka.

Material i metody badan

Materiat do$wiadczalny stanowily preparaty handlowe biatek czesci biatkowej
jaja - albumina pienista, albumina zelujaca, biatko jaja w proszku (Zaktady Jajczarskie
,Ovopol”) oraz standardy bialek - owoalbumina (Sigma) i lizozym (Fluka).

Charakterystyka bialek preparatéw obejmowata oznaczenie:

— powierzchniowej hydrofobowosci aromatycznej biatek metoda z kwasem
8-anilino-1-naftalenosulfonowym (ANSA, Sigma) przez pomiar intensywnosci
fluorescencji przy Ay, = 390 nm i Ay, = 479 nm,

— zawartosci dostgpnych grup sulfhydrylowych w reakcji z 2,2°-ditiobis(5-nitro-
pirydyna) (DTNP, Sigma) metoda spektrofotometryczna przy A = 386 nm,

— zdolnosci chelatowania jonéw zelaza(Il) metoda spektrofotometryczng z ferrozyna
przy A =562 nm,

— rozdzial elektroforetyczny frakcji na zelach poliakrylamidowych z SDS [8].

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca bialek czgéci biatkowej jaja oznaczano wobec
rodnikéw hydroksylowych, a takze nadlenkéw w emulsji kwasu linolowego. Rodniki
‘OH wytwarzano w mieszaninie zawierajacej Cu(II)/H,O,/benzoesan sodu/DTET [5].
Na podstawie wartosci intensywnosci fluorescencji (Ay, = 308 nm i Agy = 410 nm)
powstajacych w reakcji  hydroksylowych pochodnych benzoesanu obliczano
aktywno$¢ przeciwrodnikowa preparatéw wobec ‘OH [%].

Wiasciwosci przeciwutleniajace biatek wobec nadtlenkéw wytwarzanych w
reakcji katalizowanej hemoglobing w emulsji kwasu linolowego badano metoda
spektrofotometryczng z tiocyjanianem amonu przy A = 480 nm [7], réwniez
przeliczajac uzyskane wyniki absorbancji na aktywnos¢ wyrazona w [%].
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Zmiany bialek w wyniku dziatania nadtlenkéw kwasu linolowego monitorowano
po okreslonym czasie (0, 1, 3, 7, 14 dniach) inkubacji probek w temp. 60°C poprzez
pomiar zmian intensywnosci fluorescencji tryptofanu (Awz = 282 nm i Aem = 331 nm)
oraz pochodnych karbonylowych biatek (Awz = 350 nm i Aem = 450 nm) [13].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu
Statgraphics Plus 3.0, obliczajac wspéiczynniki korelacji liniowej oraz statystyczna
istotno$¢ réznic migdzy warto$ciami srednimi (test LSD).

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie rozdzialéw elektroforetycznych (rys. 1) wykazano, ze w sktad
biatek preparatéw handlowych biatka jaja i albumin (Zelujacej i pienistej) wchodzity
frakcje o m.cz.: 14,3-10° Da (lizozym), 45-10° Da (owoalbumina), oraz kilka frakcji
powyzej 66-10° Da, miedzy innymi owotransferyna o m. cz. 76-10° Da [12], ktéra w
warunkach denaturujacych rozdziela sig¢ elektroforetycznie w nieco nizszym zakresie
masy [11]. W elektroforegramie preparatu wysoko oczyszczonej owoalbuminy
widoczna jest charakterystyczna frakcja tego biatka o m. cz. 45-10° Da, oraz $ladowe
ilosci frakcji powyzej 66-10° Da.

10’ Da 4

66 — -

24 —

18,4

14,3 ] — ---

1 2 3 4 5

Objasnienia: / Explanatory notes:
1 — albumina jaja / egg albumin; 2 — albumina Zelujaca / gelling albumin; 3 — albumina pienista / foaming
albumin; 4 — lizozym / lysozyme; 5 — biatko jaja w proszku / egg white powder

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat preparatéw bialek jaja.
Fig. 1.  Gel electrophoresis patterns of egg white protein preparations.
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W hamowaniu procesu utleniania lipidéw, wedlug Tonga i wsp. [15], wazna role
petnia grupy sulthydrylowe biatek. Wykazuja one zdolno$¢ rozktadania
wodoronadtlenkéw oraz wygaszania wolnych rodnikéw. Zawarto$¢ dostgpnych grup
tiolowych (tab. 1) ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie w badanych preparatach
biatek jaja (22-25 uM -SH/g bialka), z wyjatkiem lizozymu (ok. 10 uM -SH/g biatka).
Lizozym charakteryzowal si¢ réwniez najnizsza (5-krotnie nizsza w poréwnaniu z
oczyszczona frakcja owoalbuminy) powierzchniowa hydrofobowoscia aromatyczna
(tab. 1). Wielko$ci hydrofobowosci preparatéw biatka jaja oraz albuminy Zelujacej
byty zblizone i nieco wyzsze od standardu albuminy. Najwyzsza, sposréd badanych
preparatow handlowych biatek, powierzchniowa hydrofobowos¢ aromatyczna
stwierdzono w przypadku albuminy pienistej. Moglo to by¢ spowodowane dodatkiem
substancji powierzchniowo czynnej (TEC — ester trietylowy kwasu cytrynowego)
podczas produkcji preparatu albuminy pienistej, co poprzez obnizenie polarno$ci
srodowiska wptyngto na rozwinigcie struktury biatka i zwigkszenie dostgpnosci
aminokwas6éw hydrofobowych.

Tabela 1
Charakterystyka biatek preparatéw czg¢sci biatkowej jaja.
The characteristic of egg white protein preparations.
7z t05é dost h Powierzchniowa
awz;‘ilost?ulg\swqg Eyc hydr ofobowos¢ Chelatowanie
Preparat grup Y aromatyczna jonéw zelaza(Il)
[umole -SH/g biatka] . . .
Preparation . . [j.u. Fl/g biatka] [nmole Fe/g biatka]
Available thiol . . .
Aromatic surface Fe(II) ions chelating
groups content -
hydrophobicity
Owoalbumi
WOomDUmInA 21,66 2477,77 n.w
Egg albumin
Albumina zelujaca
. . 22,11 2939,93 36,50
Gelling albumin
Albumina pienista
. . 24,96 3642,12 36,44
Foaming albumin
Lizozym
9,88 477,83 32,33
Lysozyme
Biatko jaj ki
1RO Jaja W proszEl 24,19 286292 47,88
Egg white powder

*n.w. — nie wykazano / not indicated
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Katalizatorem reakcji utleniania sa jony metali przejSciowych m.in. jony Zelaza,
ktére przyspieszaja zardwno proces tworzenia rodnikdéw tlenowych, jak i nadtlenkéw
kwaséw tluszczowych oraz ich dalsze przemiany. Wykazano, ze lepsza zdolnoscia
wigzania jondw zelaza charakteryzowat si¢ preparat biatka jaja (ok. 48 pM Fe/g biatka)
w poréwnaniu z preparatami albumin zelujacej i pienistej (ok. 36 uM Fe/g biatka). Na
podstawie tych wynikéw i uzyskanych w rozdziatach elektroforetycznych mozna
stwierdzi¢, ze zdolno$¢ do wigzania jondw zelaza majq preparaty zawierajace w swoim
sktadzie owotransferyn¢ — biatko wykazujace dobre witasciwosci chelatujace [2],
a takze lizozym. Natomiast wysoko oczyszczona albumina jaja, w preparacie ktérej nie
wystepuja wyzej wymienione frakcje biatek, w zastosowanych warunkach oznaczenia
nie wykazata wtasciwosci chelatujacych.

Preparaty handlowe albumin maja zblizone warto$ci aktywnoS$ci antyrodnikowej
(63-64%), natomiast w przypadku wysoko oczyszczonej albuminy jaja uzyskano
o potowe nizsza zdolno$¢ do inaktywacji rodnikow hydroksylowych (tab. 2). Preparat
biatka jaja wykazat aktywnos$¢ przeciwrodnikowa na poziomie ok. 50%. Najwyzsza
aktywnoscia dezaktywacji rodnikéw hydroksylowych charakteryzowal si¢ preparat
lizozymu (82%).

Tabela 2
Aktywno$¢ przeciwutleniajaca biatek preparatéw czgséci biatkowe;j jaja.
Antioxidant activities of the egg white preparation of white part of an egg.
Preparat Aktywno$¢ wobec rodnikéw *OH [%] | Aktywno$é wobec nadtlenkéw [%]
Preparation Activity against *OH Activity against peroxides
Owoalbumi
WowbUmInA 36,9 +0.8 37.8+0.1
Egg albumin
Albumina zelujaca
. . 64,1 +£0,9 352+0,1
Gelling albumin
Albumina pienista
) . 62,6 +1,5 43,5+0,1
Foaming albumin
Li
Heosym 81,7+ 1,1 87,0 0,0
Lysozyme
Biatko jaj k
1RO Jaja W proszEt 5148 % 0,6 62,9 0,1
Egg white powder

Nie stwierdzono dodatniej korelacji migdzy aktywnos$cia antyrodnikowa
badanych preparatéw biatek wobec rodnikéw hydroksylowych a ich zdolnoscia do
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chelatowania jonéw zelaza. Nie wykazano rowniez zalezno$ci pomiedzy aktywnos$cia a
zawartoscia dostepnych grup tiolowych — chelator6w jonéw miedzi [10].

Preparat handlowy biatka jaja byt efektywniejszym przeciwutleniaczem wobec
nadtlenkéw (63%) niz preparaty albumin (35-45%), z ktérych wyzsza aktywnos$¢
wykazywata albumina pienista (tab. 2). Preparaty albumin sa uszlachetniona odmiana
biatka w proszku, w produkcji ktérych stosuje sig¢ proces odcukrzania metoda
enzymatyczng z dodatkiem H,O,. W wyniku reakcji utleniania pod wptywem H,0,
czg$¢  aminokwaséw,  charakteryzujacych  si¢  dobrymi  wilasciwo$ciami
przeciwutleniajacymi wobec nadtlenkéw, ulegta prawdopodobnie modyfikacji,
zmniejszajac przez to skuteczno$¢ dziatania preparatéw w inhibicji reakcji
autooksydacji kwasu linolowego.

Lizozym, pomimo najmniejszej ws$réod badanych preparatéw bialek jaja
powierzchniowej hydrofobowosci aromatycznej, wykazat najlepsza zdolno$¢ do
hamowania utleniania emulsji kwasu linolowego (87%). Moze to wynika¢ z duzej
zawartosci w jego czasteczce aminokwasow alifatycznych (walina, leucyna, alanina,
glicyna) [1], decydujacych o hydrofobowosci alifatycznej biatka, ktéra réwniez
zapewnia zdolno$¢ do inhibicji procesu utleniania. Chen i wsp. [3] stwierdzili, ze
obecnos¢ hydrofobowych aminokwasow alifatycznych (waliny i leucyny) na N-
koficu tancucha peptydowego ma wplyw na witasciwosci przeciwutleniajace
peptydéw wyizolowanych z biatek soi.

Zmiany w biatkach zachodzace pod wplywem reakcji utleniania kwasu
linolowego przedstawiono na rys. 2A i 2B.

W pierwszej dobie inkubacji preparatow albuminy Zelujacej i albuminy pienistej z
nadtlenkami kwasu linolowego nastgpowal wzrost intensywnosci fluorescencji Trp
(rys. 2A). Mgt on by¢ spowodowany zmianami konformacyjnymi czasteczki biatka i
odstonigciem aminokwaséw (w tym tryptofanu), ktére w stanie natywnym sa ukryte
wewnatrz czasteczki. W standardach owoalbuminy i lizozymu od poczatku inkubacji
nastgpowalo zmniejszanie zawartoSci tryptofanu. Kolejne dni inkubacji powodowaty
istotne zmniejszenie zawartosci tego aminokwasu we wszystkich preparatach do
zblizonego poziomu.

Od pierwszej doby inkubacji, az do ostatniego dnia utleniania stwierdzono
znaczny wzrost zawarto$ci pochodnych karbonylowych pod wptywem dziatania
nadtlenkéw kwasu linolowego w preparatach albuminy zelujacej i albuminy pienistej
oraz w preparatach biatka jaja (rys. 2B). W preparacie lizozymu nastgpowatl mniej
intensywny wzrost poziomu pochodnych karbonylowych w poréwnaniu z pozostatymi
badanymi preparatami. Prébka owoalbuminy charakteryzowata si¢ natomiast
catkowicie  niespecyficznym  przebiegiem zmian zawarto$ci  pochodnych
karbonylowych w czasie inkubacji z nadtlenkami kwasu linolowego. Po poczatkowym
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wzro$cie zawartosci (do 3. dnia przechowywania) nastgpowalo zmniejszenie poziomu
pochodnych karbonylowych (w 7. 1 14. dniu inkubacji).

Intensywno$¢ fluorescencji Trp [j.u.]
Trp fluorescence intensity [c.u.]
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WEASCIWOSCI BIALEK PREPARATOW CZESCI BIALKOWEJ JAJA W PROCESIE UTLENIANIA 143

Rys. 2. Zmiany zawartoéci tryptofanu (A) i pochodnych karbonylowych (B) w preparatach czgsci

biatkowej jaja pod wptywem reakcji utleniania kwasu linolowego.

Fig.2. The changes of tryptophan (A) and carbonyl derivatives (B) content in the egg white

preparations upon linoleic acid oxidation reaction.

Whioski

1.

Preparaty handlowe czg$ci biatkowej jaja wykazaly dobra aktywnos$é
przeciwrodnikowa wobec “OH, nieco stabiej dziataly natomiast wobec nadtlenk6w
w procesie autooksydacji kwasu linolowego.

Najskuteczniejsze dzialanie w zapobieganiu reakcji utleniania kwasu linolowego
sposrdd preparatow handlowych stwierdzono w przypadku preparatu biatka jaja.
Lizozym wykazatl lepsze wlasciwosci przeciwutleniajace w poréwnaniu z gtéwna
frakcja biatek jajka — owoalbumina.

Badanie zmian zachodzacych w biatkach pod wptywem nadtlenkéw kwasu
linolowego wykazato istotng degradacj¢ tryptofanu we wszystkich preparatach,
przy czym najintensywniej proces ten zachodzil w przypadku lizozymu.
Najwigkszy przyrost pochodnych karbonylowych, bedacych produktami
modyfikacji oksydacyjnej aminokwasow, stwierdzono w przypadku preparatow
handlowych albumin.

Praca byta prezentowana na XI Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ,

Warszawa, 24-25 maja 2006.
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THE PROPERTIES OF EGG WHITE PROTEIN PREPARATIONS
IN AN OXIDATION PROCESS

Summary

Antioxidant properties of egg white proteins were investigated in this study: main fractions
(ovalbumin, lysozyme), commercial preparations (gelling and foaming albumin, egg white proteins). The
protein modifications caused by acid autoxidation were also studied.

The commercial preparations investigated exhibited good antioxidant activity against the radicals, but
were worse linoleic acid autoxidation inhibitors. Lysozyme showed better antioxidative properties then
ovalbumin.

The protein change under linoleic acid peroxides were determined by the measurement of tryptophan
and protein carbonyls content changes. The results indicate that an egg proteins participating in the
inhibition of linoleic acid oxidation undergo changes resulting from the oxidative modification of their
amino acid (tryptophan degradation).

Key words: egg white proteins, antioxidants, linoleic acid peroxides, protein oxidation £



