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Wplyw kwasowosci roztworu na proces wspélstragcania si¢ zwigzkéw fenolowych
i pigmentéw z bialkami cytoplazmatycznymi soku z lucerny

The Influence of Brown Juice Acidity on the Process of Co-Precipitation of Phenolic Compounds
and Pigments with Cytoplasmatic Proteins of the Alfalfa Juice

Proces frakcjonowania sokow wytloczonych z wegetatywnych czgsci zielo-
nych roSlin prowadzony jest w celt otrzymania dwoch frakcji biatkowych
— chloroplastowej majgcej zastosowanie w Zywieniu zwierzat monogastrycz-
nych i cytoplazmatycznej, ktora moze by¢ wykorzystana w zywieniu cziowieka.
Z przesagczu uzyskanego po usunieciu frakcji chloroplastow koncentraty cyto-
plazmatyczne otrzymywane s3a najczgsciej poprzez wytracanie termiczne lub
kwasowe. Bialka uzyskane ta druga metoda maja korzystniejszy skiad amino-
kwasowy (1, 5) i wyzszg rozpuszczalnos¢ azotu biatkowego (2, 5), jak rowniez
charakteryzuja si¢ jasniejsza barwa. Barwa otrzymywanych koncentratow ze
wzgledu na walory estetyczne odgrywa niebagatelng rol¢ w procesie ich
wdrazania w zZywieniu ludzi. Przypuszcza si¢, ze szarozielony kolor preparatow
spowodowany jest wspoistracaniem si¢ wraz z bialkami zwigzkow fenolowych
4).

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie zaleznosci pomigedzy kwasowoscia
przesaczu a iloscig zwiazkow fenolowych i pigmentow wspolstraconych wraz
z koncentratami cytoplazmatycznymi.

MATERIAL I METODY

Sok z zielonki lucerny (odmiana Kleszczewska) otrzymano poprzez wstepne rozdrobnienie
rodliny na prasie $rubowej i nastgpne tloczenie uzyskanej pulpy na prasie $limakowej. Material
widknisty usunigto z soku przy uzyciu sita o §rednicy 0,15 - 1073 = 100 mesh. Z tak otrzymanego soku
wytracono w temperaturze otoczenia przy pH = 7,5 frakcje chloroplastéw anionowym flokulantem
Magnafloc LT-25 wiloéci 3+ 10~ kg/dm?® soku. Po odwirowaniu koagulatu, z uzyskanego przesgczu
o barwie zielono-brgzowej wytrgcono koncentraty cytoplazmatyczne termicznie (358°K), oraz
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kwasowo w zakresie pH=4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0. Tak otrzymane koncentraty cytoplazmatyczne
odwirowano, a nastgpnie wysuszono w temperaturze 333°K, natomiast w odciekach oznaczono
ogllng zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych metodg Folina (7), zawarto$¢ pigmentéw mierzac
absorbancj¢ A, ,, probek w ilosci 1-10* dm? (rozpuszczonych w 1102 dm? 0,2 M buforu Tris
o pH=17,5) (8), zawartos¢ cukrow redukujacych przy pomocy DNS (9), a ogdlng zawartoéé biatka
metoda Kjeldahla na automatycznym aparacie Kjel-Foss. Wszystkie powyzsze oznaczenia przep-
rowadzono réwniez dla odcieku pozostalego po usunigciu bialek chloroplastowych, z ktorego
wytracano biatka cytoplazmatyczne.

WYNIKI I DYSKUSJA G

Prowadzenie procesu frakcjonowania soku z lucerny w temperaturze otocze-
nia poprzez zastosowanie do koagulacji frakcji chloroplastow polielektrolitow
pozwala pa uzyskanie w otrzymanym przesaczu bialek o niezmienionych
wlasnosciach funkcjonalnych.

Tab. 1. Zawartos¢ biatka w koncentratach cytoplazmatycznych i odciekach otrzymanych
po wytraceniu bialek chloro- i cytoplazmatycznych z soku lucerny
oraz zawartos¢ cukrow redukujgcych w tych odciekach
The content of protein in cytoplasmatic concentrations and effluents obtained after coagulation
of chloro- and cytoplasmatic proteins from alfalfa juice, and the content
of reducing sugars in these effluents

Przesgcz
Koncentrat cytoplazmatyczny Bialko ogoblne : , F
wytracony: Sk 2 Bialke ogdlne Cukry redukujace
w % s.m. w % s.m.
1. termicznie 49,5 2222 S
2. kwasowo pH =40 50,0 273 78 |
3. kwasowo pH =3,5 499 27,0 6,6 “
4. kwasowo pH=3,0 455 25,2 5,9 |
5. kwasowo pH=2,§ 349 244 4,1
6. kwasowo pH=2,0 33,6 230 3,1

Roéznice w skladzie chemicznym wytraconych koncentratéw powodowane sa
glownie metoda ich otrzymywania (1, 3, 4, 6). Wyniki niniejszej pracy dowodza,
ze nawet stosujac ten sam czynnik koagulujacy uzyskuje si¢ preparaty, w ktorych
poziom poszczegblnych skladnikow jest zmienny. Ogolna zawarto$é bialka
w koncentratach cytoplazmatycznych maleje w miar¢ wzrostu kwasowosci
roztworu (tab. 1). Zmniejszanie pH o dwie jednostki powoduje zmniejszenie |
zawartosci bialka o 17%. Mniejsze roznice daja si¢ zauwazyé przy nieco
wyzszym pH odcieku (w zakresie od 3,0 do 4,0), a wigc w poblizu punktu
izoelektrycznego wigkszosci bialek. Podobng zalezno$é ustalil w swoich bada- l
niach Fiorentini (3), usuwajac chloroplasty z soku lucerny anionowym
flokulantem Superfloc A-150. Preparat otrzymany termicznie posiadal taka
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samg zawarto$¢ bialka (49,5%), jak preparaty uzyskane w pH=4,0 i 3,5.
Koncentraty cytoplazmatyczne wytracone w pigciu roznych zakresach pH
wizualnie niewiele roznily si¢ barwg. Znacznie natomiast byla zréznicowana
barwa przesaczy uzyskanych po wytraceniu tych koncentratow — od ciemno-
brazowego w pH =4,0 do zlocistego w pH =2,0. Ta zmiana barwy spowodowa-
na byla obniZeniem zawartosci pigmentow i zwiazkow fenolowych. Jak przed-
stawiono na ryc. 1 udzial zwigzkow fenolowych, ktore ulegly wspolistraceniu
wraz z bialkami rosnie w miar¢ wzrostu kwasowosci przesgczu. W koncentracie
Cytoplazmatycznym otrzymanym w pH =4,0 wspolstraceniu uleglo 21% zwiaz-
kow fenolowych obecnych w wyjSciowym przesaczu, za§ w koncentracie
wytraconym w pH=2,0 — 43%, podczas gdy w koncentracie termicznym
tylko 3,3%.
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Ryc. 1. Procentowy udzial zwiazkow fenolowych w przesaczach uzyskanych po wytraceniu bialek

Cytoplazmatycznych z soku lucerny frakcjonowanym flokulantem anionowym Magnafloc LT-25

The proportion of phenolic compounds in brown juice obtained after coagulation of cytoplasmatic
proteins from alfalfa juice fractionated by means of polyelectrolyte Magnafloc LT-25

Zmiana barwy przesaczu spowodowana byla rOwniez wspolstracaniem si¢
Z koncentratami pigmentow, obecnych w przesaczu (ryc. 2). I tak wraz
z koncentratem otrzymanym w pH =4,0 wytracone zostalo 58,7% pigmentow,
a z koncentratem otrzymanym w pH=2,0 — 98,2%. Knuckles i in. (8)
oddzielajac biatka cytoplazmatyczne na zelu Sephadex G-50 i Bio-Gel P-10 (po
uprzednim termicznym oddzieleniu frakcji chloroplastow) znalezli w nich
15-20% pigment6éw. Traktowanie lucerny przed procesem tloczenia siarczynem
sodu zmniejszylo do 1% ilos¢ pigmentéw obecnych w koncentratach cytoplaz-
matycznych. Nalezy przypuszczaé, ze obok naturalnych barwnikow roslinnych
rozpuszczalnych w wodzie, takich jak flawonoidy, ktore w procesie otrzymywa-
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Ryc. 2. Procentowy udzial pigmentoéw w przesgczach uzyskanych po wytrgceniu bialek cytoplaz-
matycznych z soku lucerny frakcjonowanym flokulantem anionowym Magnafloc LT-25
The proportion of pigments in brown juice obtained after coagulation of cytoplasmatic proteins from
alfalfa juice fractionated by means of polyelectrolyte Magnafloc LT-25

nia koncentratéw przechodza do przesaczu, zmiang jego barwy mogg powodo-
wac tworzgce si¢ w Srodowisku kwasnym zwigzki Maillarda. Te¢ hipotezg
potwierdza spadek zawartosci biatka i cukrow redukujgcych w miare wzrostu
kwasowosci odciekow pozostatych po oddzieleniu frakcji cytoplazmatycznych
(tab. 1). Polifenole rowniez moga tworzy¢ kompleksy z bialkami i z amino-
kwasami (10). Produkty reakcji utlenionych kwaséw chlorogenowych z biatkami
bogatymi w cysteing nie posiadaja koloru, natomiast lizyna powoduje zabar-
wienie powstajacych komplekséw na czerwono. Obecno$¢ zwigzkow fenolo-
wych w koncentratach cytoplazmatycznych zmniejsza ich warto$¢ odzywcza,
natomiast ich barwa ma raczej znaczenie estetyczne. Porownujgc dwie metody
wytracania koncentratéw — termiczng i kwasowy stwierdza si¢ zazwyczaj, iZ
jasniejsza barwa koncentratow otrzymywanych tym drugim sposobem jest
prawdopodobnie spowodowana mniejszg w nich zawartoscig zwigzkow fenolo-
wych. Wyniki przedstawionej pracy wskazywalyby na konieczno$¢ poszukiwa-
nia innej tego przyczyny — by¢ moze jest nia powstawanie kompleksow
(réznigcych si¢ barwa) pomiedzy polifenolami a biatkami i aminokwasami
w zaleznosci od dzialajacego czynnika — temperatury czy zmiany kwasowosci.

A}

WNIOSKI

1. Przesgcz uzyskany po termicznym wydzieleniu bialek cytoplazmatycznych
byl najzasobniejszy w zwiazki fenolowe i pigmenty.
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2. Wzrost kwasowosci roztworu powodowal zubozenie przesaczu otrzymane-
go po odwirowaniu bialek cytoplazmatycznych w zwigzki fenolowe i pigmenty.

3. Barwa odciekéw otrzymanych po usunig¢ciu z soku lucerny frakcji
biatkowych chloro- i cytoplazmatycznych uzalezniona jest od zawartosci w nich
zwiagzkow fenolowych i pigmentow.

4. Zawartos¢ bialka w koncentratach otrzymanych poprzez wytracenie
kwasem maleje wraz ze wzrostem pH roztworu.
Praca wplynela 21 IIT 1989
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SUMMARY

Co-precipitation of phenolic compounds and pigments during fractionation of alfalfa juice for
chloro- and cytoplasmatic leaf protein concentrates was investigated. Chloroplasmatic concentrate
was coagulated by means of polyelectrolyte Magnafloc LT-25 and from brown juice the
cytoplasmatic protein fraction was coagulated by its acidification to pH 2,0-4,0 or by heating to
358°K. With the increase of brown juice acidity the high co-precipitation was observed. In the Jowest
acidity (pH =2,0) the 43% of phenolic compounds and 89% of pigments were co-precipitated with
protein fraction comparing to only 3,3% of phenols and 2,2% pigments, when protein fraction was
coagulated by heating.



