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ZMIANY ZAWARTOSCI ORAZ AKTYWNOSCI
PRZECIWUTLENIAJACEJ POLIFENOLI I ALBUMIN GROCHU
PODCZAS FERMENTACJI W BIOREAKTORZE SSSR

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie zmian zawarto$ci i aktywnosci przeciwrodnikowej polifenoli i albumin
grochu zwyczajnego (Pisum sativum) podczas fermentacji z udziatem szczepu Rhizopus oligosporus,
w bioreaktorze SSSR, z wymuszonym napowietrzaniem i mieszaniem.

Zawarto$¢ polifenoli w grochu fermentowanym w optymalnych warunkach mieszania i napowietrza-
nia, wzrastala w ciagu catego procesu i po 72 h byla ponad 3-krotnie (ekstrakty wodne) i 2-krotnie (eks-
trakty acetonowe) wyzsza od poziomu wyjsciowego. Zastosowany w badaniach szczep R. oligosporus
syntetyzowal z duza wydajnoscia: w 24. h procesu — B-glukozydaze (0,0068 J/mg), o-glukozydazg
(0,77 J/mg) i B-glukuronidazg (0, 021 J/mg), a w 48. h — a-amylazg (8,69 J/mg). W wyniku fermentacji
uzyskano wzrost aktywnos$ci przeciwrodnikowej: ok. 2-krotny polifenoli rozpuszczalnych w wodzie i ok.
4-krotny polifenoli rozpuszczalnych w acetonie, wobec rodnikéow DPPH i ABTS". Otrzymane preparaty
albumin i ich zdegradowanych form, z fermentowanego w bioreaktorze grochu, charakteryzowaty si¢
wyzsza aktywnoscia przeciwrodnikowa: ok. 2-krotnie w stosunku do surowca, 9-krotnie do ovoalbuminy i
3-krotnie do BSA. Rownoczesénie byla to 2-krotnie nizsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa w stosunku do
syntetycznego przeciwutleniacza BHT. Produkt fermentacji grochu okazat si¢ zrédtem dobrej jakosci
bialka, zawierajacego aminokwasy egzogenne w ilosci porownywalnej (lub wyzszej) z zawarto$cia ami-
nokwasow egzogennych w wieprzowinie.

Stowa kluczowe: polifenole, albuminy, wtasciwosci przeciwrodnikowe, rodniki DPPH', ABTS', OH’

Wprowadzenie

Aktywne biologicznie sktadniki pokarmowe, w szczegélnosci naturalne przeci-
wutleniacze, znacznie zmniejszaja ryzyko chorob cywilizacyjnych. Gtownym zrédtem
przeciwutleniaczy sa rosliny np. straczkowe, takie jak: soja, groch i fasola.

Przeciwutleniacze zawarte w surowcach roslinnych w czasie obrobki technolo-
gicznej ulegaja réznym zmianom chemicznym, ktéore moga mie¢ skutek pozytywny
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i powodowa¢ zwigkszenie ich aktywnosci przeciwutleniajacej lub prowadzi¢ do ich
rozktadu. Do zmian korzystnych zalicza si¢ konwersje formy glikozydowej przeciwu-
tleniaczy w formg aglikonowa, zachodzaca przy udziale hydrolaz glikozydowych -
gtéwnie B-glukozydazy. Przemiany te towarzysza procesom fermentacji nasion ro$lin
straczkowych w stalym ztozu przy udziale plesni Rhizopus oligosporus [6].

Dobre wlasciwosci przeciwutleniajace wykazuja rowniez peptydy i bialka roslin
straczkowych [10]. Zdolno$¢ hamowania reakcji wolnorodnikowych zwigzana jest
glownie z obecnoscia w biatkach aminokwaséw siarkowych i hydrofobowych, takich
jak: histydyna, lizyna, cysteina i arginina. Albuminy straczkowych (réznych odmian
grochu i fasoli), bogate w aminokwasy siarkowe oraz lizyne, wykazuja dobre wtasci-
wosci przeciwrodnikowe, poréwnywalne z BHT. Biatka, chroniac przed skutkami
utleniania inne sktadniki zywnos$ci, same ulegaja modyfikacjom. Proces utleniania
wplywa na ich strukturg (fragmentacja, polimeryzacja) i zwigzane z nia wtasciwosci
zywieniowe. Zmienione oksydacyjnie biatka sa zazwyczaj bardziej podatne na dziata-
nie enzymow trawiennych. Zaobserwowano rowniez pogorszenie strawnosci utlenio-
nych biatek [11].

Celem pracy byto okreslenie zmian zawartosci i aktywnos$ci przeciwrodnikowej
polifenoli i albumin grochu zwyczajnego (Pisum sativum) podczas fermentacji z udzia-
lem szczepu Rhizopus oligosporus, w bioreaktorze SSSR, z wymuszonym napowie-
trzaniem i mieszaniem.

Material i metody badan

Materiatem badawczym byly nasiona grochu (P. sativum) odmiany Lens Agra,
zakupione w firmie handlowej UNGERT, moczone w 0,85 % roztworze kwasu mle-
kowego (1:3 m/v, nasiona:roztwor kwasu) przez 12 h w temp. 23 = 2 °C, obtuszczane
recznie, autoklawowane 1 zaszczepiane zawiesing spor, w ilosci 1 % (v/m). Fermenta-
cje nasion prowadzono w fermentorze SSSR (Swing Solid State Reactor), niemieckiej
firmy Tec-Bio w warunkach zoptymalizowanych we wczesniejszych badaniach (wy-
pelnienie bioreaktora - 70 %, napowietrzanie - 5,0 1/minx kg), w temp. 37 °C, w ciagu
72 h [7].

W procesie fermentacji stosowano szczep Rhizopus oligosporus NRRL 2710, po-
chodzacy z kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki L.6dzkiej, przecho-
wywany na skosach dekstrozowo-agarowych w temp. 4 °C i uaktywniany co miesiac.
Inokulum przygotowano przez zmycie skosow agarowych ze szczepem R. oligosporus
4 cm’ 0,1 % roztworu Tween 80. Otrzymana zawiesina spor o gestosci 10° jtk/cm’
(1 cm*/100 g) szczepiono ztoze.

Aktywnos¢ badanych enzymow (J/mg bialka zawartego w ekstrakcie) oznaczano
w ekstraktach wodnych przygotowanych jak ponizej, poddanych 24-godzinnej
(B-glukuronidaza) Iub 48-godzinnej (o-amylaza, a- i B-glukozydaza) dializie wobec
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wody destylowanej w temp. 4 °C (odcigcie 12-10°- 14-10° Da), metodami ogdlnie przy-
jetymi w biochemii, w temp. 50 °C, w srodowisku o pH 4,8. Jako jednostke aktywnos$ci
enzymu przyjeto ilo§¢ mikromoli produktu uwolnionego z substratu w ciagu 1 min.
Uwalnianymi produktami byly: maltoza ze skrobi rozpuszczalnej w wyniku dziatania
amylazy, glukoza z maltozy lub z salicyny przy udziale a-glukozydazy
i B-glukozydazy odpowiednio oraz 4-nitrofenol z 4-nitrofenylo-p-D-glukuronidu pod
wplywem dziatania B-glukuronidazy [6].

Albuminy izolowano z alkalicznych ekstraktow (pH 9,2) liofilizowanych probek
fermentowanego grochu po 0, 24, 48 1 72 h procesu, na drodze dializy wobec wody
dejonizowanej (72 h, temp. ok. 4 °C). Zastosowano woreczki dializacyjne firmy Sigma
o odcieciu 12-10° Da. Powstaty osad globulin oddzielano przez odwirowanie, a uzy-
skany supernatant stanowit roztwor albumin stosowany do badan [11].

Bialko rozpuszczalne oznaczano metoda Bradforda [1], wyniki odczytywano
z krzywej wzorcowej opisujacej zaleznos¢ absorbancji, przy di. fali 595 nm, od stgze-
nia albuminy wotowe;.

Wilasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow albumin badano wobec stabilnych
syntetycznych rodnikéw DPPH/, kationorodnikoéw ABTS" oraz rodnikow OH", wytwo-
rzonych z H,0, pod wpltywem jonéw Cu®", w obecnosci katalizatora ditioerytritolu
[11]. Miara aktywno$ci przeciwutleniajacej albumin byt stopien redukcji rodnikow
[%], obliczony jako [(absorbancja proby kontrolnej - absorbancja proby bada-
nej)/(absorbancja proby kontrolnej)x100].

Zmiany albumin pod wplywem rodnikéw obserwowano na podstawie rozdziatow
elektroforetycznych metoda SDS-PAGE w aparacie Mini-Protean 3, firmy BIO-RAD,
stosujac bufor lizujacy, zawierajacy 5 % (v/v) 2-merkaptoetanolu i 15 % zele poliakry-
lamidowe barwione roztworem zawierajacym metanol, lodowaty kwas octowy i wode¢
(5:1:4) oraz 0,25 % Coomassie Brilliat Blue R [5].

Polifenole zawarte w grochu po 0, 24, 48 1 72 h fermentacji ekstrahowano woda
destylowang lub 80 % acetonem (1g liofilizowanych probek zawieszano w 10 cm? eks-
trahenta, homogenizowano 1 min i odwirowywano w wiréwce Beckmana (15000
rpm/min, temp. 4 °C, 20 min). Zawarto$¢ polifenoli ogotem w ekstraktach probek fer-
mentacyjnych oznaczano metoda zmodyfikowana przez Chandler i wsp. [2]. W tym
celu 1 cm’ odpowiednio rozcienczonego ekstraktu mieszano z 1 cm’ 95 % etanolu,
5 cm’ wody destylowanej i 0,5 cm® 50 % (v/v) odczynnika Folina-Ciocalteau’a, inku-
bowano 5 min w temp. 23 + 2 °C, nastgpnie dodawano 1 cm® Na,CO; i trzymano 60
min w ciemnym miejscu. Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali A = 725 nm, wobec
proby kontrolnej zawierajacej zamiast ekstraktu wode destylowana lub aceton. Zawar-
tos¢ polifenoli ogdélem wyrazano w mg katechiny/g s.m. Krzywa wzorcowa opisujaca
zalezno$¢ absorbancji, przy dt. fali 725 nm, od stezenia katechiny sporzadzono w za-
kresie stezefi 25-200 pg/cm’.
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Wtasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow wodnych i acetonowych badano wo-
bec stabilnych syntetycznych rodnikéw DPPH oraz kationorodnikéw ABTS™ [11].
Wszystkie oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.

Zawarto$¢ aminokwas6w w surowcu 1 w produkcie oznaczano za pomocg anali-
zatora aminokwasow AAA-400 zgodnie z metoda zaproponowana przez Ingos Com-
pany (Republika Czeska). Probki (zawierajace ok. 100 mg biatka oznaczonego metoda
Kjeldahla) poddawano hydrolizie kwasowej (6M HCI, 24 h, 110 °C), nastgpnie dopro-
wadzano ich pH do wartosci 7,0-8,0 za pomoca 6M NaOH i odbialczano, stosujac
kwas 5-sulfosalicylowy, w ilo$ci zapewniajacej jego koncowe stezenie w probkach na
poziomie 3 %. Sporzadzong mieszaning uzupetniano woda dejonizowana do objgtosci
20 ml i saczono przez bibute¢ Whatman nr 3. Filtrat w ilosci 1 ml rozcienczano buforem
cytrynianowym o pH 2,2, tak aby koncowe ste¢zenie biatka w roztworze wynosito
1 mg/ml. Na szczyt kolumny wprowadzano 100 pl rozcienczonej probki. Aminokwasy
zwiazane z jonami sulfonowymi wymieniacza kationowego (OSTION typ ANB wyso-
kos$¢ 36 cm) wymywano buforami cytrynianowymi o réznym pH i molarnosci w temp.
50-70 °C, w ciagu 95 min z predkoscia wyptywu 0,3 ml/min [9]. Oznaczenia wykony-
wano w dwoch powtdrzeniach.

Wyniki i dyskusja

Calkowita zawarto$¢ polifenoli w wodnych i acetonowych ekstraktach grochu (P.
sativum) fermentowanego z udzialem R. oligosporus w bioreaktorze SSSR wzrastata
w ciagu catego procesu, najbardziej dynamicznie w 2. i 3. dobie (rys. 1). W produkcie
(po 72 h procesu) wzrosta ona od 4,6 do 16,5 mg KEW/g s.m.- ekstrakty wodne i od
5,2 do 10,7 mg KEW/g s.m.- acetonowe.

McCue [6] wykazal wzrost zawartosci polifenoli rozpuszczalnych: w wodzie od
2,4 do 5,6 mg KEW/g s.m., a w 95 % etanolu od 1,4 do 3,3 mg KEW/g s.m. po 10
dniach hodowli R. oligosporus w statym ztozu, sktadajacym si¢ z catych nasion soi.

Zastosowany w badaniach szczep syntetyzowal z duza wydajnoscia:

— w 24. h procesu — B-glukozydazg (0,0068 J/mg), a-glukozydaze (0,77 J/mg)
i B-glukuronidazg (0, 021 J/mg),
—  w48. h— a-amylazg (8,69 J/mg).

Na koncu procesu (po 72 h) tylko aktywnos$¢ a-glukozydazy i a-amylazy utrzy-
mywala si¢ na nieznacznie nizszym poziomie, odpowiednio 0,68 i 7,00 J/mg. Wzrost
aktywnosci ww. enzymow w 1. dobie fermentacji poprzedzat 2,7-krotny wzrost zawar-
tosci fenoli rozpuszczalnych w wodzie, natomiast biosyntezg a-amylazy z najwyzsza
wydajnoscia (2. doba) poprzedzal 1,3-krotny wzrost polifenoli rozpuszczalnych
w wodzie 1 1,7-krotny rozpuszczalnych w acetonie. Do§¢ wysoka aktywnos¢ tego en-
zymu w 3. dobie (7,00 J/mg) umozliwiata podtrzymywanie plesniowego katabolizmu
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skrobi P. sativum w celu pozyskania niezbednej energii do biosyntezy enzymow wy-
wotujacych polimeryzacje fenoli, czego wyrazem byla wysoka aktywno$¢ przeciwu-
tleniajaca (rys. 2, 3). Wzrost aktywnosci a- i B-glukozydazy poprzedza wzrost zawar-
tosci rozpuszczalnych polifenoli w 2. dobie procesu i wskazuje na wazna rolg tych
enzymow w uaktywnianiu polifenoli grochu (zwiazanych z weglowodanami) w czasie
fermentacji z udziatem R. oligosporus. Biosynteza B-glukuronidazy dowodzi, ze enzym
ten rowniez moze bra¢ udziat w plesniowej utylizacji weglowodanow grochu.

McCue [6] stwierdzil, ze B-glukuronidaza byla zwiazana z biokonwersja nieroz-
puszczalnych polimeréw fenolowych do tatwiej rozpuszczalnych w wodzie i w aceto-
nie metabolitow, a pigciokrotnie wyzsza aktywno$¢ a-amylazy, w poréwnaniu z glu-
kozydazami, odgrywata wazna role w mobilizacji polimerdéw fenolowych soi w czasie
fermentacji z udziatem R. oligosporus.

C—=Polifenole rozp.w wodzie (Water soluble phenolics)
C—Polifenole rozp. w acetonie (Acetone soluble phenolics)
—&— alfa-Amylaza (alfa-Amylase)

—&— alfa-Glukozydaza*10 (alfa-Glucosidase*10)

—&— beta-Glukuronidaza*100 (beta-Glucuronidase*100)
—@— beta-Glukozydaza*1000 (beta-Glucosidase*1000)
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Rys. 1. Zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach grochu (P. sativum) fermentowanego w bioreaktorze SSSR
i biosynteza hydrolaz glikozydowych R. oligosporus.

Fig. 1.  Content of polyphenolics in extracts of pea (P. sativum) fermented in an SSSR bioreactor, and
biosynthesis of glycoside hydrolases by R. oligosporus.

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca wodnych 1 acetonowych ekstraktow polifenoli
grochu (P. sativum) przed fermentacja, oznaczona wobec stabilnych syntetycznych
rodnikow DPPH,, ksztaltowala si¢ na poziomie, odpowiednio, 33,2 i 22,1 %, a wobec
kationorodnikéw ABTS" na poziomie 67,8 i 19,2 % (rys. 2 i 3). Aktywno$éé przeciwu-
tleniajaca wodnych ekstraktow polifenoli fermentowanego grochu w pierwszej dobie
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procesu obnizyla si¢ o 1,8 % wobec rodnikoéw DPPH oraz o 12,3 % wobec kationo-
rodnikéw ABTS', natomiast acetonowych wobec DPPH wzrosta o 9,4 a wobec
ABTS" zmalata o 1,1 %. W kolejnych dobach procesu obserwowano wyrazny, liniowy
wzrost aktywnos$ci przeciwutleniajacej wszystkich badanych ekstraktow, ktory po 72 h
procesu wynosit od 33 do 59 % (ekstrakty wodne) i od 22 do 84 % (ekstrakty acetono-
we) wobec DPPH' oraz od 68 do 99 % (ekstrakty wodne) i od 19 do 68 % (ekstrakty
acetonowe) wobec ABTS". Powstate w wyniku plesniowj biokonwersji aglikony feno-
lowe wykazywaty wyzsza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca w poréwnaniu z ich koniuga-
tami z weglowodanami.

W czasie fermentacji catych nasion soi metoda konwencjonalng stwierdzono
wzrost aktywnosci przeciwrodnikowej wobec DPPH po dwoéch dniach, nastgpnie li-
niowy jej spadek wraz z wydtuzaniem si¢ czasu hodowli [6].

C—DPPH* C—ABTS —&— Polifenole-ekstrakty wodne (Water phenolics)
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Rys. 2. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca polifenoli grochu, rozpuszczalnych w wodzie, fermentowanego
z udziatem R. oligosporus wobec DPPH i ABTS".

Fig. 2. Antioxidative activity towards DPPH and ABTS" of water soluble polyphenolics from pea
fermented by R. oligosporus.

Zawarto$¢ albumin i ich zdegradowanych form w ekstraktach fermentowanego
grochu wahata si¢ w zakresie od 0,48 mg/cm’ w probce przed fermentacja do 1,42
mg/cm® w probee po 24 h procesu (rys. 4). W produkcie (po 72 h fermentacji) zawar-
to$é tych zwiazkow zmniejszyta sie¢ do 0,61 mg/cm’, ale nadal byla wigksza od zawar-
tosci albumin w surowcu. Wyniki te dowodza, ze zastosowany w badaniach grzyb R.
oligosporus modyfikowal i wykorzystywal badane biatka do swojego wzrostu.
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Aktywno$¢ przeciwutleniajaca polifenoli grochu, rozpuszczalnych w acetonie, fermentowanego
z udziatem R. oligosporus wobec DPPH i ABTS".
Antioxidative activity towards DPPH and ABTS" of acetone-soluble polyphenolics from pea
fermented by R.. oligosporus.
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Zawarto$¢ albumin i ich zdegradowanych form w probkach fermentowanego grochu.
Contents of albumins and their degraded forms in the fermented pea samples.
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Tendencje do zmnigjszania zawarto$ci albumin i prolamin, a zwigkszania zawar-
tosci globulin w nasionach fasoli po moczeniu i 48-godzinnej fermentacji stwierdzita
Flaczyk [4]. Obserwowane zmiany zawartosci badanych frakcji biatkowych po zasto-
sowanych zabiegach technologicznych mogty by¢ wynikiem przemian zachodzacych
w czasie fermentacji. Biatka prolaminowe byly szczegoélnie wykorzystywane przez
grzyb R. oligosporus do budowy wlasnych bialek.

Gibbs [3] opisal, ze biatka tempeh sojowego sa tylko czgsciowo hydrolizowane,
poniewaz wystepuja one w formie glikoprotein i fosfoprotein, a wigkszo$¢ proteaz nie
wykazuje zdolno$ci do degradacji takich zwiazkéw. Ponadto zawieraja one wyzsza,
w stosunku do innych biatek, liczbg mostkow dwusiarczkowych. W czasie fermentacji
tempeh biatka soi ulegaty hydrolizie do wielkoczasteczkowych peptydow i nastgpnie
oligopeptydow przy udziale peptydaz R. oligosporus. Glicynina, jedno z gtéwnych
biatek soi, byta prekursorem wigkszosci izolowanych z tempeh peptydow. W tempeh
sojowym zidentyfikowano dwa peptydy E i I pochodzace z glicyniny, ktére wykazy-
waty aktywno$¢ przeciwutleniajaca.

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa otrzymanych preparatow albumin i ich zdegrado-
wanych form badano w stosunku do trzech rodzajéw wolnych rodnikow: DPPH,
ABTS’, OH i poréwnywano ja z aktywnos$cia albuminy wolowej jaja kurzego oraz
BHT (rys. 5). Fermentacja grochu w SSSR korzystnie modyfikowata badane preparaty
biatkowe surowca, powodujac zwigkszenie ich zdolno$ci wygaszania kationorodnikow
ABTS" - 1,7-krotnie, DPPH - 1,8-krotnie, a OH— 2-krotnie. Otrzymany produkt cha-
rakteryzowal si¢ prawie 9-krotnie wyzsza aktywnoS$cia przeciwutleniajaca w stosunku
do ovoalbuminy i 3-krotnie do BSA, a 2-krotnie nizsza do syntetycznego przeciwutle-
niacza BHT (mierzona wobec DPPH)).

Podobne wyniki w badaniach wlasciwos$ci przeciwutleniajacych albumin suchych
nasion grochu i fasoli w porownaniu z ovoalbuming i BSA otrzymal Wolosiak [11, 12].

Rozdziaty elektroforetyczne w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) prepara-
tow albumin i ich zdegradowanych form wyizolowanych z grochu poddanego dziata-
niu wolnych rodnikow obrazowaly zmiany strukturalne utlenionych biatek (rys. 6). Pod
wplywem oddziatywania rodnikow DPPH i OH na badane preparaty biatkowe zacho-
dzilo zjawisko ich fragmentacji, szczeg6lnie wyraznie w przypadku biatek niskocza-
steczkowych (o masie 14,2:10° Da i 6,5-10° Da) i polimeryzacji bialek wysokocza-
steczkowych (o masie od 20-10° Da do 36:10° Da).

Po 24 h fermentacji obserwowano zanikanie prazkéw bialek o wyzszych masach
czasteczkowych i pojawianie si¢ zdegradowanych (pod wptywem proteinaz R. oligo-
sporus) form o nizszej masie czasteczkowe;j.

Badania Worobiej [10], dotyczace wptywu rodnikéw hydroksylowych na izolaty
biatek fasoli, wykazaly nieznaczna ich fragmentacje, szczegélnie frakcji o m. cz. 45:10°
Da oraz tworzenie si¢ nowych frakcji o wyzszej masie czasteczkowej ok. 80-10° Da.
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Rys. 5.  Aktywno$¢ przeciwrodnikowa preparatow albumin i ich zdegradowanych form fermentowanego
grochu wobec rodnikéow DPPH', ABTS" i OH.

Fig. 5.  Free radical scavenging activity toward in DPPH, ABTS", and OH" of preparations of albumins
and their degraded forms produced from fermented pea.
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Objasnienia: / Explanatory notes: M — proba kontrolna / control sample; proba wyjsciowa / initial sample
(prior to fermentation); 2) proba wyjsciowa + DPPH' / initial sample (prior to fermentation + DPPH-); 3)
proba wyjsciowa + OH / initial sample (prior to fermentation) + OH’; 4) po 24 h fermentacji / sample after
the 24 h fermentation; 5) po 24 h fermentacji + DPPH / sample after the 24 h fermentation + DPPH"; 6) po
24 h fermentacji + OH™ / sample after the 24 h fermentation + OH'.

Rys. 6. Rozdziat elektroforetyczny (SDS-PAGE) preparatow albumin i ich zdegradowanych form wy-
izolowanych z grochu, w warunkach denaturujacych.

Fig. 6.  Electrophoresis-based separation (SDS-PAGE) of albumins and their degraded forms isolated
from pea, under the denaturing conditions.
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Tabela 1
Zawarto$¢ aminokwasow w probkach fermentowanego grochu.
Content of amino acids in samples of the fermented P.sativum pea
Zawarto$¢ aminokwasow [ %]
Content of amino acids [%]
Aml.nokwtas Fermentowany groch / Fermented pea
Amino acid — — Wieprzowina [9]
Czas fementacji [h] / Fermentation time
Pork meat
0 24 48 72
K .
Was asparagiowy | 15 74 12,11 13,98 15,31 13,2
Asparagic acid
T .
reontia 4,16 422 5,62 7,31 53
Threonine
Seryna / Serine 5,58 5,31 7,02 8,04 3,1
K lutami
was giiaminowy 17,85 16,56 17,83 20,48 17,3
Glutamic acid
Prolina / Proline 4,88 4,72 5,79 5,56 4.8
Glicyna /Glycine 4,47 4,47 5,37 5,81 5,9
Alanina / Alanine 4,63 4,88 6,50 6,94 6,4
Walina / Valine 5,13 5,11 6,18 6,78 5,2
Metioni
y 1?ana 0,48 0,67 0,88 1,07 0,69
Methionine
Izol
R 426 431 5,78 6,39 44
Isoleucine
Leucyna / Leucine 7,98 8,21 13,09 16,68 9,0
T
yrozyna 2,65 2.85 442 3,62 32
Tyrosine
Fenyloalanina
. 5,10 5,15 6,04 6,55 4,3
Phenylalanine
i
istydyna 2,64 2,54 3,13 3,31 3,6
Histidine
Lizyna / Lysine 8,18 8,13 8,99 10,75 12,0
1/2 Cys 0,60 0,59 0,41 0,45 0,27

Objasnienia: / Explanatory notes:
SD < 0,100, jedynie w przypadku proliny SD < 0.250 / SD < 0.100 only if proline SD < 0.250.

Bialka roslin straczkowych sa bogate w aminokwasy siarkowe i zawieraja
wszystkie aminokwasy niezbe¢dne. Proces fermentacji grochu w bioreaktorze SSSR
spowodowal wzrost zawarto$ci badanych aminokwasow (tab. 1). Uzyskany produkt
zawieral najwigcej leucyny i lizyny, odpowiednio 16,68 mg/g i 10,75 mg/g, sposrod
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wszystkich badanych aminokwasow egzogennych. Zawartos¢ treoniny, waliny, fenylo-
alaniny i izoleucyny wyniosty, odpowiednio 7,31, 6,78, 6,55 i 6,39 mg/g. Sposrod
aminokwasow endogennych produktu najwigcej bylo w nim kwasu glutaminowego
i asparaginowego (odpowiednio 20,48 i 15,31 mg/g).

Zastosowane warunki fermentacji grochu spowodowaty znaczacy przyrost zawar-
tosci leucyny (109 %), treoniny (75 %) i izoleucyny (50 %). Otrzymane wyniki dowo-
dza, ze produkt fermentacji grochu okazat si¢ zrodtem dobrej jakosci biatka oraz ami-
nokwasow egzogennych w ilosci wyzszej lub porownywalnej z zawarto$cia amino-
kwasow egzogennych w wieprzowinie [9]. Produkt ten moze by¢ stosowany jako sub-
stytut migsa, gdyz uzupetni diet¢ we wszystkie niezbgdne aminokwasy.

Wzrost zawarto$ci aminokwasoéw: metioniny, kwasu asparaginowego i izoleucy-
ny powyzej 13,5 %, w ciagu 25-godzinnej fermentacji czarnej fasoli z ryzem, odnoto-
wat Rodrigez-Burger [8]. Z kolei Gibbs [3] stwierdzit, ze w ciagu 30-godzinnej fer-
mentacji soi zawarto$¢ niektorych aminokwaséw zmieniata si¢ znaczaco, (obserwowat
on wzrost zawartosci treoniny o 129 %, proliny o 55 %, leucyny o 40 %), podczas gdy
innych pozostawata niezmieniona (alaniny, argininy, waliny, tryptofanu i metioniny)
lub ulegata zmniejszeniu (kwasu asparaginowego, glutaminowego, lizyny i tyrozyny).

Whioski

1. Fermentacja grochu zwyczajnego (P. sativum) z udzialem R. oligosporus, w biore-
aktorze SSSR, jest innowacyjna metoda wzbogacania zywno$ci w naturalne prze-
ciwutleniacze fenolowe, pochodzace z nasion roslin straczkowych.

2. Podczas procesu fermentacji grochu w bioreaktorze SSSR nastapil ok. 3-krotny
wzrost zawarto$ci polifenoli i 2-krotny wzrost aktywno$ci przeciwrodnikowej poli-
fenoli w ekstraktach rozpuszczalnych w wodzie oraz, odpowiednio, ok. 2-krotny
i 4-krotny w ekstraktach rozpuszczalnych w acetonie.

3. Otrzymane preparaty albumin i ich zdegradowanych form z fermentowanego gro-
chu (P. sativum) charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia przeciwrodnikowa: ok.
2-krotnie w stosunku do surowca, 9-krotnie do ovoalbuminy i 3-krotnie do BSA,
a 2-krotnie nizsza do syntetycznego przeciwutleniacza BHT.

4. Produkt fermentacji grochu w bioreaktorze SSSR jest zrodtem dobrej jakosci biat-
ka, zawiera aminokwasy egzogenne w ilo§ci poréwnywalnej lub nieco wyzszej
w stosunku do zawarto$ci aminokwasow egzogennych w wieprzowinie i moze by¢
stosowany jako substytut migsa lub uzupetnia¢ diet¢ we wszystkie niezbgdne ami-
nokwasy.

Prace  zrealizowano w  ramach projektu  badawczego  zamawianego
PBZ-KBN /021/P06/99/25
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CHANGES IN THE CONTENT AND ANTI-OXIDATIVE ACTIVITY OF POLYPHENOLS
AND ALBUMINS IN PEA DURING ITS FERMENTATION IN AN SSSR BIOREACTOR

Summary

The objective of the work was to determine changes in the contents of polyphenols and albumins
contained in Pisum sativum pea, and of their free radical scavenging activity while fermenting in the pres-
ence of a Rhizopus oligosporus strain in an SSSR bioreactor with forced aeration and mixing.

The total content of polyphenolics in pea fermented under the optimal mixing and aeration condi-
tions continued to increase throughout the whole process, and, after a period of 72 hrs, it was three times
higher (in water extracts) and two times higher (in acetone extracts) compared with the initial amount. The
Rhizopus oligosporus strain used in the study effectively synthesized B-glukosidase (0.0068 J/mg),
a-glukosidase (0.77 J/mg), and B-glucuronidase (0. 021 J/mg) during 24 hrs, and o-amylase (8.69 J/mg)
during 48 hrs. As the result of fermentation process, the following rise in the antioxidative activity of
polyphenols towards the DPPH" and ABTS" radicals was achieved: as for water-soluble polyphenols, their
anti-oxidative activity was 2 times higher, and as for acetone-soluble polyphenols - 4 times higher. The
preparations of albumins and their degraded forms, produced from the pea fermented in a bio-reactor,
were characterized by a higher free radical scavenging activity; their activity was twice as high as the
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activity of the raw material, nine times as high as the activity of ovo-albumin, and three times as high as
the activity of BSA. At the same time, the free radical scavenging activity obtained was two times lower if
compared with the activity of the BHT synthetic antioxidant. The pea fermentation product appeared to be
a source of a good quality albumin containing exogenic amino acids; the quantity of those amino acids
was the same or higher if compared with the content of exogenic amino acids contained in pork meat.

Key words: polyphenols, albumins, free radical scavenging properties, DPPH’, ABTS", OH radicals
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