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SKŁAD AM INOKW ASOW Y I FRAKCYJNY ŁUBINOW YCH  
PREPARATÓW  BIAŁKOW YCH

S t r e s z c z e n i e

Celem badań była charakterystyka składu białkowego nasion łubinu odmiany Topaz (Lupinus luteus). 
W grysie, mąkach i łubinowych preparatach białkowych oznaczano zawartość białka, jego skład amino- 
kwasowy i frakcyjny oraz zawartość tłuszczu. Stwierdzono, że pod względem badanych parametrów, 
każda próba jest inna. Uzyskane wyniki świadczą o tym, że procesy zastosowane do otrzymywania białka 
łubinowego pow odująjego modyfikację

Wstęp

W produkcji żywności coraz szersze i bardziej różnorodne zastosowanie znajdują 
roślinne preparaty białkowe [19]. Nowe technologie otrzymywania roślinnych prepa
ratów białkowych pozwalają uzyskać nowe rodzaje i typy preparatów o różnej, pro
gramowanej jakości. Metoda zastosowana do produkcji białka winna zapewniać uzy
skanie produktu bez smaku, zapachu oraz pozbawionego tak zwanych składników 
anty odżywczych. Zawartość białka, jego postać i cechy fizykochemiczne mają istotny 
wpływ na właściwości produktu końcowego.

Różnorodność białek (właściwości biologiczne i cechy funkcjonalne w żywności) 
wynika z ich struktury pierwszorzędowej oraz zdeterminowanej nią konformacji [21]. 
Pod wpływem czynników środowiska, na przykład w trakcie produkowania koncen
tratów i izolatów łubinowych, konformacja i struktura czwartorzędowa białka mogą 
ulegać zmianom. Zmiany te mają zwykle charakter denaturacji i wpływają na wartość 
odżywczą i funkcjonalność białka. Znajomość zależności właściwości białka od jego 
struktury i czynników środowiska obok wartości poznawczej stanowi cenne informa
cje, które mogą być wykorzystane przy produkcji żywności o programowanych wła
ściwościach.
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Koncentraty i izolaty białkowe najczęściej są uzyskiwane z soi, choć potencjalnie 
najbogatsze źródło białka roślinnego stanowią nasiona łubinu [22],

Badania nad strukturą, właściwościami molekularnymi i funkcjonalnością białek 
łubinu przeprowadzono w różnych laboratoriach [2, 4-18], Na przykład według 
Oomaha i Bushuka [17] odtłuszczanie nasion Lupinus albus i L. angustifolius zmienia 
rozpuszczalność albumin i protamin (obniża) oraz globulin (polepsza). Autorzy ci 
stwierdzili różnice również w składzie frakcyjnym albumin i globulin oraz w składzie 
aminokwasowym globulin. Gulewicz [8] wykazał, że podczas odgoryczania nasion 
łubinu etanolem następują zmiany składu frakcyjnego jego białka. W trakcie ekstrakcji 
białka łubinowego możliwa jest jego proteoliza [2, 4] oraz interakcje, z udziałem wią
zań krzyżowych, pomiędzy białkami zapasowymi.

Najkorzystniejsze warunki uzyskiwania białka z polskiej, niskoalkaloidowej od
miany Topaz (Z. luteus) próbowała określić Lampart-Szczapa [14], Badała ona wpływ 
zastosowanych metod preparowania i plasteinowania białka na ilość i właściwości 
uzyskanych preparatów łubinowych [9-15], W celu uzupełnienia tej charakterystyki w 
niniejszej pracy, badano skład aminokwasowy i frakcyjny białka tych preparatów.

Materiał, metody

Surowiec stanowiły nasiona łubinu niskoalkaloidowej odmiany Topaz (L. luteus) 
Analizowano; grys łubinowy -  G, mąkę łubinową nieodtłuszczoną -  Mn i odtłuszczo
ną heksanem (4-krotna ekstrakcja, temp. 20°C) -  Mo oraz cztery izolaty łubinowe (An, 
Ao, C i E).

Preparaty An i Ao izolowano odpowiednio, z mąki nieodtłuszczonej (An) i po jej 
odtłuszczeniu (Ao) zmodyfikowaną metodą wg Ruiz i Hove [18] w środowisku alka
licznym (pH 8,5) z wykorzystaniem wytrącania w punkcie izoelektrycznym, jak opisa
no wcześniej [14].

Preparat C uzyskano w wyniku dyspersji mąki nieodtłuszczonej w 0,5 M NaCl w 
pH obojętnym jak opisano wcześniej [14],

Preparat E otrzymano z grysu, który zmieszano z wodą w stosunku 1:10 (w/o), 
doprowadzono do pH 8,5 przy użyciu 0,1 N NaOH i wytrząsano w ciągu 1 godz. w 
temp. pokojowej (20°C). Po sedymentacji supernatant poddano ultrafiltracji, cząstki 
mniejsze od 30 kDa odrzucano. Do osadu dodano wody w stosunku 1:5 (w/o) dopro
wadzono do pH 8,5 po czym wytrząsano i poddano ultrafiltracji jak wyżej. Połączone 
ultrafiltraty doprowadzono do pH 7,0 przy użyciu 0,1 N HC1, zagęszczono do 20% 
s.m. i suszono rozpyłowo (temp. wlot. 120°C, wylot. 80°C).

W preparatach łubinowych oznaczano zawartość białka [(Νκ̂ ι -6,25) % s.m.] oraz 
tłuszczu metodą Soxhleta.
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Skład aminokwasowy analizowano w automatycznym analizatorze firmy Beck
man po uprzedniej standardowej hydrolizie białek (6 N HC1, 110°C, 24 godz.). Ami
nokwasy siarkowe oznaczano po wstępnym utlenieniu prób kwasem nadmrówkowym 
(wg zmodyfikowanej metody Moore'a 1963).

Skład frakcyjny oznaczano metodą elektroforezy PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis) według Davis [1] bez i z dodatkiem SDS (sodium dodecyl sulfate) 
metodą według Shapiro [20], Próby przygotowywano inkubując przez 30 min. w temp. 
37°C z dodatkiem 4% SDS, 0,2% 2-merkaptoetanolu i 4M mocznika. Do wybarwiania 
rozdzielonych frakcji białkowych stosowano 1% Commasie Brillantblue.

Wyniki i dyskusja

We wcześniejszych badaniach nad preparatami białkowymi z łubinu odmiany 
Topaz stwierdzono, że zastosowane do ich otrzymywania warunki technologiczne są 
przyczyną różnic tak w ilości uzyskiwanego białka jak i w jego jakości [9, 10, 14, 15].

Jak wynika z danych zestawionych w tabeli 1, badane próby różniły się zawarto
ścią białka i tłuszczu. Ilość białka w preparatach łubinowych była o ok. 80% wyższa 
niż w surowcach, z których je otrzymywano, to jest w grysie (G) i mąkach (Mn i Mo). 
Zawartość tłuszczu w preparatach wahała się w granicach 1,8-3,1 % i zależała od tego 
czy surowiec łubinowy był odtłuszczony przed ekstrakcją białka czy też nie.

Tabe l a  1

Zawartość białka i tłuszczu w łubinowych preparatach białkowych

Próba Białko (NKjei -6.25) % Tłuszcz %
G 46,10 5,40

M.n. 47,20 5,70
M.o. 50,70 1,90
An. 79,40 3,1
Ao. 82,40 1,90
C 83,90 2,90
E 76,70 2,80

Oceniane próby stanowią preparaty łubinowe o różnym stopniu przetworzenia. 
Teoretycznie najbardziej zbliżony do natywnego powinien być skład białkowy grysu 
(G), który otrzymywano poddając nasiona łubinu tylko częściowemu rozdrabnianiu. 
Mąkę (Mo) odtłuszczano heksanem, który jako hydrofobowy rozpuszczalnik orga
niczny, w odróżnieniu od mieszającego się z wodą etanolu, nie powinien powodować 
zmian w składzie białkowym. W celu uzyskania izolatów białkowych białko preparo
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wano w środowisku o pH słabo alkalicznym (An, Ao i E) lub wykorzystując rozpusz
czalność białka w roztworze NaCl, w pH obojętnym (C). Preparaty An, Ao i C suszo
no liofilizacyjnie, a ten sposób usuwania wody jest traktowany jako najkorzystniejszy 
dla zachowania natywnej struktury białka.

Należy jednak pamiętać, że niezbędne w tej metodzie, niskie temperatury również 
sprzyjać mogą zmianom konformacji białka. Preparat E suszony był rozpyłowo to 
znaczy z zastosowaniem, powodujących denaturację białka, wysokich temperatur.

We wcześniejszych badaniach stwierdzono, że wymienione wyżej preparaty róż
nią się strawnością białka, jego ultrastrukturą, charakterystycznymi przemianami ter
modynamicznymi i właściwościami funkcjonalnymi [10, 14, 15]. Ponieważ, właściwo
ści białka wynikają z jego sekwencji aminokwasowej i konformacji, spodziewano się, 
że wyniki analizy składu aminokwasowego i frakcyjnego białka łubinowego, stanowić 
będą cenne informacje.

Tabe l a  2

Skład aminokwasowy białka łubinu (g/100g białka)

Amino
kwas G Mn Mo An Ao C E

Asp 8,88 9,33 9,27 9,57 9,73 9,28 8,77
Tre 3,15 3,09 3,03 2,77 2,69 2,56 2,78
Ser 4,56 4,49 4,42 4,58 4,58 4,56 4,48
Glu 24,21 25,34 25,75 26,06 26,64 26,17 27,60
Pro 4,85 5,33 5,38 6,12 5,60 5,80 4,84

1/2 Cys 2,53 1,91 1,97 1,89 1,87 2,50 3,47
Met 0,74 0,59 0,58 0,80 0,71 0,60 0,64
Gli 3,41 3,71 3,68 3,41 3,40 3,25 3,11
Ala 3,05 2,79 2,80 2,55 2,37 2,33 2,70
Wal 3,23 3,04 3,01 3,13 2,96 2,91 2,62
Ile 3,33 3,21 3,21 3,59 3,47 3,21 2,62

Leu 7,64 7.47 7,39 7,63 7,67 7,36 7,67
Tyr 2,90 3,22 3,23 3,25 3,30 2,84 2,66
Fen 3,57 3,77 3,65 3,78 3,75 3,60 3,26
His 3,01 2,64 2,71 2,48 2,53 2,38 2,81
Liz 4,82 4,59 4,52 4,11 4,01 3,95 4,20
Arg 11,18 10,59 10,53 9,46 9,87 9,87 10,64

Cs index 48,9 43,9 44,7 47,2 44,8 43,6 39,7
wal met+cys met+cys met+cys wal wal wal

Eaa index 67,5 67,0 66,8 66,6 65,4 65,2 69,9
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Skład aminokwasowy każdej z badanych prób białka łubinowego był inny (tab. 
2). Zmieniał się on nawet w efekcie tak prostych zabiegów technologicznych jak roz
drabnianie i odtłuszczanie, potwierdzając spostrzeżenia cytowanych wyżej autorów 
[17]. Oceniając wartość odżywczą białka łubinu odmiany Topaz, na podstawie współ
czynnika Eaa widzimy, że w warunkach zastosowanych technologii pogarsza się jego 
jakość. Z punktu widzenia przydatności spożywczej bardzo istotne są zmiany zawarto
ści aminokwasów egzogennych, w tym metioniny i cystyny. Aminokwasy siarkowe są 
dla białka łubinu jak i dla większości roślin strączkowych aminokwasami ograniczają
cymi [22].

Rozdrabnianie i warunki uzyskania preparatów spowodowały obniżenie zawarto
ści aminokwasów siarkowych w Mn, Mo, An i Ao. Natomiast preparowanie białka z 
nieodtłuszczonej mąki łubinowej i z grysu, spowodowało wzrost ilości sumy Met + 
Cys, nawet o ok. 30% w przypadku preparatu E, który podobnie jak preparaty An i 
Ao, izolowano w warunkach pH alkalicznego. Wiadomo, że wpływ środowiska zasa
dowego i wysokiej temperatury może manifestować się denaturacją, hydrolizą amidów 
i części wiązań peptydowych, modyfikacją niektórych wrażliwych reszt aminokwaso- 
wych i sieciowania z niejednakowym efektem w różnych białkach [3, 21].

Przyjmuje się, że wszystkie białka łubinowe są oligomerami [2, 4-7], Różnice w 
składzie frakcji białkowych preparatów, wyodrębnionych w różny sposób z nasion 
odmiany Topaz, zostały udokumentowane na elektroforegramach (rys. 1), z których 
wynika, że białko każdej próby charakteryzowało się innym profilem białkowym.

Największą ilość pasm białkowych stwierdzono w grysie łubinowym (G). Białka 
tej próby, w mniejszym stopniu niż inne, narażone były na działanie czynników ze
wnętrznych, tak więc ich stan winien być najmniej zmieniony. Różnice w układzie 
białkowym grysu (G) i mąk (Mn i Mo) mogą być spowodowane działaniem sił me
chanicznych w czasie rozdrabniania nasion. W wyniku uszkodzenia komórek i znaj
dujących się w nich struktur, w tym sferosomów, uwolnione enzymy mogły zmodyfi
kować białko.

Elektroforegramy mąki nieodtłuszczonej (Mn) i odtłuszczonej (Mo) są do siebie 
bardzo podobne, co z kolei nie potwierdza spostrzeżeń z innych badań [17] na temat 
wpływu odtłuszczania na układ frakcyjny białka łubinu.

W standardowych warunkach elektroforezy w naszych badaniach, taką samą ilość 
frakcji wykazywała próba An jak i Ao i preparaty te w odróżnieniu od mąk, nie były 
zagregowane. Zbliżony skład aminokwasowy i frakcyjny prób Mo i Ao sugeruje, że 
gdy surowcem jest mąka odtłuszczona, ma miejsce tylko niewielka modyfikacja ukła
du białkowego.

Podejmując niniejsze badania sądzono, że wyniki zastosowanych metod anali
tycznych; zwłaszcza elektroforezy, stanowiąc cenne uzupełnienie dotychczasowych



66 Eleonora Lampart-Szczapa, Grażyna Mossor

Rys. 1. Elektroforegramy białka preparatów łubinowych.



SKŁAD AMINOKWASO WY I FRAKCYJNY Ł UBINO WYCH PREPARA TÓ W BIAŁKOWYCH 67

eksperymentów, pozwolą wnioskować o wpływie zastosowanych warunków technolo
gicznych podczas przetwarzania łubinu, na skład białkowy prób. Zaskakujące i trudne 
do wyjaśnienia są wyniki odpowiadające preparatom C i E. Ich profil białkowy jest 
niemal identyczny choć różnią się składem aminokwasowym. Porównując elektrofore
gramy łubinowych surowców (G i Mn) i preparatów (C i E) widzimy, że wbrew przy
puszczeniom, parametry „łagodnej” metody C (pH obojętne, roztwór NaCl, liofiliza
cja) sprzyjają modyfikacji badanych właściwości białka łubinowego w podobnym 
stopniu jak i warunki metody E (pH alkaliczne, ultrafiltracja, suszenie rozpyłowe).

Dla zobiektywizowania wniosków wynikających z badań nad łubinem, których 
kontynuacją jest niniejsza praca, preparaty białkowe uzyskiwano różnymi metodami z 
tej samej odmiany Topaz [14]. Wyniki omawianych badań wskazują na dużą labilność 
składu białkowego łubinu. Uzyskane rezultaty pozwalają wnioskować, że jest on bar
dzo wrażliwy i może ulegać modyfikacji zarówno w wyniku „łagodnego” rozdrabnia
nia jak i na skutek „drastycznego” działania wysokich temperatur. Stwierdzone różnice 
w składzie aminokwasowym i frakcyjnym badanych prób uzasadniają odmienne wła
ściwości białka nasion łubinu odmiany Topaz, co potwierdzają inne badania [9, 10, 14, 
15]. Jednakże, uzyskane dotąd wyniki nie pozwalają na formułowanie jednoznacznych 
wniosków.

W łubinie stwierdzono cztery główne rodzaje białek: albuminy (2-13%), globuli
ny (53-85%), gluteliny (10-35%) i frakcję nierozpuszczalną w NaOH (2-3%) [6, 8, 
17]. Każde z tych białek ma inny skład aminokwasowy a więc i inne właściwości. Jest 
prawdopodobne, że ze względu na różny sposób otrzymywania każdego z badanych 
preparatów łubinowych odmiany Topaz, udział w nich poszczególnych rodzajów bia
łek nie jest taki sam, co obok wpływu warunków uprawy, byłoby przyczyną stwier
dzonych zmian składu aminokwasowego i frakcyjnego. Dla uzyskania brakujących 
informacji niezbędna jest dalsza charakterystyka zidentyfikowanych frakcji białko
wych oraz badania z uwzględnieniem interakcji pomiędzy białkiem i innymi składni
kami preparatów łubinowych.

Podsumowanie

Stwierdzone różnice w składzie aminokwasów i frakcji białkowych otrzymanych 
preparatów białka łubinu wskazują, że zastosowane metody preparowania powodują 
modyfikacje białek. Uzyskane wyniki pogłębiają i uzupełniają charakterystykę wła
ściwości białka łubinowego, jednak relacje pomiędzy wpływem warunków procesów 
technologicznych a jakością białka łubinowego wymagają dalszych badań.
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AMINOACID AND PROTEIN COMPOSITION OF LUPIN SEED PREPARATIONS

Summar y

The protein contents, aminoacid composition as well as fat contents in groat, flour, and protein prepa
rations obtained from seeds o f lupin (Lupinus luteus) variety Topaz were determined. It was found that, 
the methods of seed processing influence the investigated characteristics.^
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