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MA	 GORZATA PIECYK, MIROS	 AWA KLEPACKA   

W	 A� CIWO� CI  FUNKCJONALNE PREPARATÓW BIA	 KOWYCH 
OTRZYMANYCH Z NASION FASOLI  (PHASEOLUS VULGARIS) 

METOD�  KRYSTALIZACJI  I  IZOLACJI  KLASYCZNEJ 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy porównano w
a� ciwo� ci funkcjonalne – rozpuszczalno� �  bia
ek w funkcji pH, 

powierzchniow�  hydrofobowo� �  aromatyczn�  w pH 2,8 i 8,0 oraz indeks aktywno� ci emulgowania (IAE) 
– preparatów bia
kowych otrzymanych z nasion fasoli dwoma metodami: izolacji klasycznej i 
krystalizacji w � rodowisku kwa�nym. Podczas izolacji klasycznej bia
ka odzyskiwano z ekstraktów 
alkalicznych w punkcie najmniejszej rozpuszczalno� ci, w postaci amorficznej (PBA). W drugiej metodzie 
wykorzystano w
a� ciwo� ci bia
ek fasoli do tworzenia struktur krystalicznych w � rodowisku kwa�nym 
(PBK). Otrzymane preparaty bia
ek krystalicznych mia
y mniejsz�  powierzchniow�  hydrofobowo� �  
aromatyczn�  zarówno w pH 2,8, jak i 8,0; mniejsz�  zdolno� �  absorpcji wody i ni� szy indeks aktywno� ci 
emulgowania (IAE) w porównaniu z PBA. Du� a hydrofobowo� �  w � rodowisku kwa�nym zarówno bia
ek 
krystalicznych, jak i amorficznych wskazuje, � e mog�  mie�  one lepsze w
a� ciwo� ci funkcjonalne w tym 
� rodowisku. Stwierdzono, � e w trakcie podgrzewania preparatów w t=100oC przez 30 min, 
hydrofobowo� � , wodoch
onno� �  i IAE wzros
y bardziej w PBK ni�  w PBA. Preparaty bia
ek 
krystalicznych mia
y gorsze w
a� ciwo� ci funkcjonalne w porównaniu z amorficznymi, co wynika
o z 
odmiennego sk
adu i struktury tych bia
ek. 

 
S
owa kluczowe: fasola, bia
ka krystaliczne (PBK), bia
ka amorficzne (PBA), rozpuszczalno� � , 
hydrofobowo� � , wodoch
onno� � , indeks aktywno� ci emulgowania (IAE). 
 

Wprowadzenie 

Izolacja bia
ek jest procesem technologicznym, w wyniku którego otrzymuje si�  
preparaty wysokobia
kowe. Opracowano wiele technologii, dzi� ki którym uzyskano 
preparaty bia
kowe z obni� on�  zawarto� ci�  oligosacharydów i fitynianów [20]. 

W zale� no� ci od zastosowanej metody izolacji uzyskuje si�  bia
ka o ró� nej 
strukturze, amorficznej lub krystalicznej i o ró� nych w
a� ciwo� ciach funkcjonalnych 
[1, 21]. 
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Powszechnie stosowana jest metoda otrzymywania preparatów bia
kowych przez 
wytr� cenie bia
ek w punkcie izoelektrycznym (pH 4,4–4,6) z alkalicznych ekstraktów 
m� ki [20]. Metod�  t�  otrzymuje si�  bia
ka bezpostaciowe, tzw. amorficzne. Inn�  
metod�  stosowan�  do otrzymywania preparatów bia
kowych jest krystalizacja w 
� rodowisku kwa�nym, pozwalaj� ca na otrzymanie ró� nych form kryszta
ów [2, 8, 17]. 

W� ród bia
ek nasion ro� lin str� czkowych naj
atwiej krystalizuje faseolina 
(g
ówna frakcja bia
ek fasoli) przy zastosowaniu prostych technik krystalizacji. 
Glicynina, g
ówna frakcja bia
ek soi, nie krystalizuje ze wzgl� du na jej 
heterogeniczno� �  oraz polimorfizm struktury pierwszorz� dowej [22, 23]. 

O zastosowaniu preparatów bia
kowych jako dodatków do � ywno� ci, obok 
warto� ci od� ywczej i jako� ci mikrobiologicznej, decyduj�  równie�  w
a� ciwo� ci 
funkcjonalne. Parametry zastosowanego procesu technologicznego do otrzymywania 
preparatów bia
kowych, takie jak rodzaj ekstrahenta, kwasowo� �  � rodowiska, 
temperatura czy si
a jonowa maj�  wp
yw na zmiany konformacyjne bia
ka, a tym 
samym zmieniaj�  jego w
a� ciwo� ci funkcjonalne, np. DiLollo i wsp. [8] wykazali 
ró� nice w powierzchniowej hydrofobowo�ci alifatycznej mi� dzy bia
kami 
amorficznymi a krystalicznymi. 

Zdolno� �  emulgowania i w
a� ciwo� ci pianotwórcze s�  rezultatem zachowania si�  
bia
ek na powierzchni faz t
uszcz–woda czy powietrze-woda. Interakcje bia
ko-woda 
s�  uwarunkowane nie tylko obecno� ci�  aminokwasów polarnych, ale tak� e ich 
dost� pno� ci�  na powierzchni cz� steczki bia
ka. Dlatego uwa� a si� , � e powierzchniowa 
hydrofobowo� �  bia
ek jest jedn�  z najlepszych metod ich charakterystyki i 
przewidywania ich rozpuszczalno� ci oraz zachowania podczas tworzenia emulsji i pian 
[9]. 

Celem pracy by
o wyznaczenie w
a� ciwo� ci funkcjonalnych: wodoch
onno� ci, 
zdolno� ci emulgowania, rozpuszczalno� ci i zwi� zanej z nimi powierzchniowej 
hydrofobowo�ci aromatycznej w preparatach bia
kowych otrzymanych w dwojaki 
sposób: metod�  izolacji klasycznej tj. odzyskania bia
ek z ekstraktów alkalicznych w 
punkcie ich najmniejszej rozpuszczalno� ci oraz poprzez krystalizacj�  w � rodowisku 
kwa�nym. Ponadto porównywano wp
yw ciep
a (temp. 100oC) na te w
a� ciwo� ci. 

Mater ia
 i metody bada�  

Materia
 do�wiadczalny stanowi
y nasiona fasoli bia
ej (Phaseolus vulgaris) 
trzech odmian (Mela, Prosna, Wenta), które poddano ob
uszczeniu, przemia
owi i 
przesianiu przez sita o � rednicy oczek 0,15 mm.  

Do bada�  u� yto preparatów bia
ek amorficznych (PBA), otrzymanych przez 
wytr� cenie bia
ek w punkcie najmniejszej rozpuszczalno� ci (pH 4,3) z ekstraktów 
wodnych m� ki po doprowadzeniu pH do 9,0. Preparaty bia
ek krystalicznych (PBK) 
otrzymywano przez ekstrahowanie bia
ek z m� ki kwasem cytrynowym i odzyskiwanie 
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ich z ekstraktów przez ozi� bianie w temp. 5°C w ci� gu 18 godz. [1, 14]. Do ekstrakcji 
stosowano roztwór kwasu cytrynowego o st� � eniu 0,03 mol/l i warto� ci pH 5,5 [17]. 

W celu przeprowadzenia charakterystyki chemicznej w preparatach bia
kowych 
oznaczano zawarto� �  popio
u, bia
ka oraz suchej masy znormalizowanymi metodami 
wed
ug AOAC [4]. 

W celu zbadania wp
ywu ciep
a na w
a� ciwo� ci funkcjonalne badanych bia
ek, 
uzyskane preparaty, po zamkni� ciu w fiolkach w atmosferze azotu, ogrzewano w 
a� ni 
wodnej w temp. 100oC przez 30 min, po czym natychmiast ch
odzono. Do pomiaru 
zmian powierzchniowej hydrofobowo�ci aromatycznej wskutek ogrzewania, 0,1% 
roztwory bia
ek poddawano dzia
aniu identycznych warunków. 

Rozpuszczalno� �  bia
ek oznaczano przez doprowadzenie pH 0,1% wodnych 
roztworów preparatów bia
ek amorficznych i krystalicznych do � � danej warto�ci, a 
nast� pnie prowadzono ekstrakcj�  przez godzin�  w wytrz� sarce laboratoryjnej. Po 
odwirowaniu (10 min; 8000 x g) w otrzymanym ekstrakcie oznaczano zawarto� �  bia
ka 
rozpuszczalnego metod�  Lowry’ego [14]. Badania prowadzono do osi� gni� cia takiego pH 
(w � rodowisku alkalicznym i kwa�nym), w którym bia
ka wykazywa
y rozpuszczalno� �  
powy� ej 90%. 

Wodoch
onno� �  oznaczano na podstawie ilo� ci zaabsorbowanej wody dodanej 
w kilkunastokrotnym nadmiarze do preparatu bia
kowego [19]. 

Powierzchniow�  hydrofobowo� �  aromatyczn�  bia
ek oznaczano w m� ce, 
preparatach bia
ek amorficznych i krystalicznych metod�  fluorescencyjn�  z ANSA (kwas 
8-anilino-1-naftaleno-sulfonowy) [10]. Do oznacze�  przygotowywano oko
o 0,1% 
ekstrakty bia
ek w 0,01 M buforze fosforanowym (pH 8,0) oraz w buforze McIlvaine’a 
(pH 2,8). Po 45 min od dodania ANSA (10 ml roztworu 0,1 M do 5 ml próbki) 
dokonywano pomiarów intensywno�ci fluorescencji (FI) w spektrofluorymetrze 
Shimadzu RF-1501 przy d
ugo�ci fali wzbudzenia 390 nm i emisji 470 nm. Naturaln�  
fluorescencj�  bia
ek eliminowano przez pomiar FI prób � lepych bez dodatku ANSA. 
Powierzchni�  hydrofobow�  wyra� ano w jednostkach umownych jako stosunek 
intensywno�ci fluorescencji b� d� cej wynikiem po
� czenia ANSA z hydrofobowymi 
aminokwasami aromatycznymi do st� � enia bia
ka w roztworze oznaczonego metod�  
Kjeldahla [FI/% bia
ka]. 

Indeks aktywno� ci emulgowania (IAE) oznaczano metod�  Pearce’a i Kinselli 
[16], przygotowuj� c emulsje przez zhomogenizowanie (Ultra Turrax T 25 przy 
20500 obr./min przez 30 s), 15 g oleju rzepakowego i 45 g wodnego roztworu 
preparatu zawieraj� cego 0,5% bia
ka. W otrzymanej emulsji mierzono zm� tnienie 
poprzez pomiar absorbancji przy 500 nm rozcie� czonej emulsji w stosunku 1:100 0,1% 
SDS (sodowy siarczan dodecylu) oraz zawarto� �  oleju metod�  suszarkow� . 

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, w której badano istotno� �  ró� nic 
mi� dzy � rednimi warto� ciami w próbach stosuj� c test Duncana (p �  0,05) oraz 
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okre� lono korelacj�  mi� dzy hydrofobowo�ci�  bia
ek a IAE. Analizy te wykonano przy 
u� yciu programu komputerowego Statgraphics Plus 2.1.  

Wyniki i dyskusja 

Analiza podstawowego sk
adu chemicznego wykaza
a, � e procesy izolacji 
przyczyni
y si�  do uzyskania preparatów o wysokiej zawarto� ci bia
ka w stosunku do 
surowca wyj� ciowego (tab. 1). Preparaty bia
ek krystalicznych otrzymane ze 
wszystkich badanych odmian charakteryzowa
y si�  wy� sz�  zawarto� ci�  bia
ka (75–
82%) w porównaniu z preparatami bia
ek amorficznych (75–77%).  
 

T a b e l a  1 
 
Podstawowy sk
ad chemiczny m� ki i preparatów bia
kowych z nasion fasoli Mela, Prosna i Wenta. 
Basic chemical composition of flours and protein preparations from bean (variety Mela, Prosna and 
Wenta).  
 

Odmiana 
fasoli 

Variety 

Rodzaj próbki 
Kind of sample 

Zawarto� �  wody [%] 
Water content [%] 

Zawarto� �  bia
ka 
g/100g s.m. 

Protein content 
g/100g d.m. 

Zawarto� �  popio
u 
g/100g s.m. 
Ash content 
g/100g d.m. 

M� ka 8,4 (± 0,005) a 21,9 (± 0,303) 4,29 (± 0,089) 
PBA 7,3 (± 0,012) 76,9 (± 0,424) 5,43 (± 0,069) Mela 

PBK 7,0 (± 0,012) 82,4 (± 0,292) 5,68 (± 0,012) 
M� ka 8,0 (± 0,017) 18,5 (± 0,335) 4,19 (± 0,038) 
PBA 4,3 (± 0,005) 68,0 (± 0,391) 7,03 (± 0,027) Prosna 

PBK 4,3 (± 0,018) 74,9 (± 0,267) 3,99 (± 0,079) 
M� ka 9,4 (± 0,028) 25,0 (± 0,399) 5,43 (± 0,011) 
PBA 8,1 (± 0,022) 76,7 (± 0,197) 4,98 (± 0,033) Wenta 

PBK 1,6 (± 0,037) 81,5 (± 0,200) 4,17 (± 0,054) 

a – Warto� ci � rednie ± odchylenie standardowe; 
a – Mean values ± standard deviation. 
 

Wy� sz�  zawarto� �  bia
ka w preparatach bia
ek krystalicznych ni�  amorficznych 
uzyskali Alli i Baker [1], która zale� a
a od st� � enia kwasu cytrynowego i jego pH, 
uzyskanych form krystalicznych oraz gatunku i odmiany badanych nasion, przy czym 
ró� nice mi� dzyodmianowe by
y znacznie mniejsze. 

Przyk
adowe profile rozpuszczalno� ci bia
ek amorficznych i krystalicznych w 
funkcji pH preparatów z fasoli odmiany Prosna*  przedstawiono na rys. 1. Na 
podstawie uzyskanych wyników mo� na stwierdzi� , � e bia
ka krystaliczne 

                                                           
*W dalszym tek� cie, w celu uproszczenia analizy, preparaty z fasoli b� d�  okre� lane nazw�  danej odmiany. 
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i amorficzne ró� ni
y si�  zakresem pH, w którym wykazywa
y nisk�  rozpuszczalno� � . 
Najmniejsz�  rozpuszczalno� �  bia
ek krystalicznych (maksymalnie do 2,5%) 
stwierdzono w � rodowisku o pH mi� dzy 5,0 a 5,5. Natomiast bia
ka amorficzne 
wykazywa
y najmniejsz�  rozpuszczalno� �  (maksymalnie do 7%) w pH 4,0–4,5. 
Obserwowane ró� nice zarówno w zakresie pH, w którym badane bia
ka wykazuj�  
najmniejsz�  rozpuszczalno� � , jak i wielko� ci tej rozpuszczalno� ci wynikaj�  
z odmiennej ich budowy. Bia
ko krystaliczne zbudowane jest z globuliny 7S (78%), 
której pI wynosi 5,5 i 11S (11%), natomiast bia
ko amorficzne zbudowane jest równie�  
z faseoliny i leguminy, ale ich udzia
 jest mniejszy (64%), natomiast wi� cej jest frakcji 
o niskich masach cz� steczkowych [18]. 
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Rys.1. Rozpuszczalno� �  bia
ek amorficznych (PBA) i krystalicznych (PBK) z nasion fasoli odmiany 

Prosna w funkcji pH.  
Fig. 1. The solubility of amorphous (PBA) and crystalline (PBK) proteins obtained from bean (the 

‘Prosna’  variety) seeds as a function of pH. 
 

Porównuj� c rozpuszczalno� �  bia
ek amorficznych i krystalicznych poza 
odmiennym zakresem najmniejszej rozpuszczalno� ci mo� na równie�  stwierdzi� , � e 
bia
ka krystaliczne by
y bardziej rozpuszczalne w � rodowisku kwa�nym (pH= 3,0) ni�  
amorficzne. Natomiast w � rodowisku alkalicznym (powy� ej pH 8,0) rozpuszczalno� �  
bia
ek krystalicznych i amorficznych by
a podobna. Ilo� �  bia
ek rozpuszczalnych 
uzyskana w tym zakresie pH nie odbiega
a od danych podawanych przez innych 
autorów [5]. 
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Izolacja bia
ek przez ich wytr� cenie z ekstraktów alkalicznych w punkcie 
najmniejszej rozpuszczalno� ci przyczynia
a si�  do poprawy wodoch
onno� ci w 
porównaniu z m� k�  i wynosi
a 2,4–3,0 g H2O/ g s.m. próbki (rys. 2). Natomiast 
pozyskanie bia
ek przez ich krystalizacj�  z kwasowych ekstraktów nie wp
yn� 
o na 
popraw�  zdolno� ci absorpcji wody w porównaniu z m� k�  (wyj� tek Prosna). Wp
yw 
ciep
a na wodoch
onno� �  preparatów bia
ek amorficznych zale� a
 od odmiany nasion, 
z których zosta
y otrzymane. Ogrzewanie (w temp. 100oC) wp
yn� 
o na popraw�  
wodoch
onno� ci tylko w preparacie bia
ek amorficznych z odmiany Prosna (58%), 
natomiast w pozosta
ych preparatach z odmian Mela i Wenta nast� powa
o jej 
obni� enie, odpowiednio o 12 i 21% (ró� nice istotne statystycznie). Porównuj� c wyniki 
wodoch
onno� ci bia
ek krystalicznych nieogrzewanych i ogrzewanych stwierdzono, � e 
ogrzewanie przyczyni
o si�  do poprawy wodoch
onno� ci we wszystkich badanych 
odmianach.  
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Rys. 2. Wodoch
onno� �  m� ki i preparatów bia
ek amorficznych i krystalicznych otrzymanych z nasion 

fasoli odmiany Mela, Prosna i Wenta. 
Fig. 2. The water absorbability of a flour and amorphous & crystalline protein preparations obtained 

from bean seeds (the Mela, Prosna, and Wenta varieties). 
 

We wszystkich badanych próbkach bia
ek nieogrzewanych i ogrzewanych 
oznaczono indeks aktywno� ci emulgowania IAE (rys. 3). Bia
ka amorficzne 
charakteryzowa
y si�  podobn�  lub nieco ni� sz�  warto� ci�  IAE w porównaniu z m� k� . 
W wyniku krystalizacji otrzymano bia
ka o ni� szej warto� ci IAE w porównaniu z m� ka 
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i PBA (ró� nice statystycznie istotne). Otrzymane warto� ci IAE m� ki i preparatów 
bia
kowych s�  podobne do wyników izolatów sojowych (42–65 m2/g) i izolatów z 
grochu (42–54 m2/g) [11, 24]. Poddanie dzia
aniu ciep
a (w temp. 100oC) powodowa
o 
istotne zwi� kszenie wska� nika aktywno� ci emulgowania we wszystkich badanych 
preparatach, który w przypadku m� ki by
 niewielki. Uzyskane wyniki s�  podobne do 
prezentowanych przez innych autorów dotycz� cych poprawy w
a� ciwo� ci 
emulguj� cych bia
ek na skutek zmian denaturacyjnych [12, 24]. Uzyskane w niniejszej 
pracy wyniki IAE preparatów bia
ek fasoli wskazuj�  na s
abe w
a� ciwo� ci emulguj� ce 
w � rodowisku oboj� tnym. Dlatego w dalszych badaniach okre� lano powierzchniow�  
hydrofobowo� �  aromatyczn�  bia
ek badanych preparatów oraz m� ki w pH, w których 
ustalono ich du� �  rozpuszczalno� �  tj. w pH 8,0 i 2,8.  
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Rys. 3. Indeks aktywno�ci emulgowania (IAE) m� ki i preparatów bia
ek amorficznych i krystalicznych 

otrzymanych z nasion fasoli odmian Mela, Prosna i Wenta. 
Fig. 3. The emulsifying activity index (EAI) of a flour and amorphous & crystalline protein 

preparations obtained from bean seeds (the Mela, Prosna, and Wenta varieties). 
 

Na podstawie wyników uzyskanych w � rodowisku o pH 8,0 (rys. 4A) 
stwierdzono, � e bia
ka krystaliczne mia
y znacznie ni� sz�  hydrofobowo� �  ni�  bia
ka 
m� ki czy bia
ka amorficzne. W bia
kach krystalicznych powierzchniowa 
hydrofobowo� �  by
a ni� sza oko
o 3–7 razy ni�  w bia
kach amorficznych. Wyniki 
uzyskane w pH 2,8 (rys. 4B) wskaza
y na znacznie wy� sz�  hydrofobowo� �  
powierzchniow�  wszystkich badanych bia
ek w porównaniu z wynikami otrzymanymi 
w pH 8,0. Otrzymane wyniki �wiadcz�  o znacznie wi� kszych zmianach w strukturze 
bia
ek w � rodowisku kwa�nym. Porównuj� c hydrofobowo� �  badanych bia
ek 
krystalicznych z bia
kami m� ki i bia
kami amorficznymi stwierdzono podobne 
zale� no� ci jak w pH 8,0. Bia
ka krystaliczne charakteryzowa
y si�  ni� sz�  
hydrofobowo�ci� , 1,5–4,5 razy mniejsz�  ni�  bia
ka amorficzne.  
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Ogrzewanie bia
ek (w temp. 100oC) wp
yn� 
o na znaczny wzrost ich 
hydrofobowo�ci w stosunku do prób niepoddanych dzia
aniu ciep
a zarówno w pH 2,8, 
jak i 8,0. Jednak wi� ksze zmiany w strukturze badanych bia
ek pod wp
ywem obróbki 
termicznej obserwowano w � rodowisku kwa�nym. 
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Rys. 4. Hydrofobowo� �  w pH 8,0 (A) i pH 2,8 (B) bia
ek m� ki i preparatów amorficznych i 

krystalicznych nieogrzewanych i ogrzewanych, otrzymanych z nasion fasoli odmian Mela, 
Prosna i Wenta.  

Fig. 4. The protein hydrophobicity of flour proteins and preparations of amorphous & crystalline 
proteins, non heated and heated, obtained from bean seeds (the Mela, Prosna, and Wenta 
varieties), at pH equaling 8.0 (A) and 2.8 (B). 

 

W tym � rodowisku, pod wp
ywem ciep
a, szczególnie du� e zmiany zachodzi
y 
w bia
kach krystalicznych, w których powierzchniowa hydrofobowo� �  w pH 8,0 
zwi� ksza
a si�  od 6 razy (Prosna) do 17 razy (Wenta), natomiast w � rodowisku o pH 2,8 
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zaobserwowano wzrost od 13 (Mela) do 18 razy (Prosna). W bia
kach amorficznych 
oddzia
ywanie ciep
a wywo
a
o zmian�  ekspozycji aminokwasów hydrofobowych na 
powierzchni cz� steczki, ale w mniejszym stopniu ni�  w bia
kach krystalicznym. W 
bia
kach amorficznych preparatów Prosna i Wenta (pH 8,0) obserwowano oko
o 
dwukrotne zwi� kszenie si�  hydrofobowo�ci pod wp
ywem ciep
a, natomiast w bia
ku z 
Meli by
o ono oko
o czterokrotne. Natomiast w pH 2,8 wzrost ten by
 znacznie wi� kszy i 
równie�  zale� a
 od odmiany fasoli. W bia
ku amorficznym z Meli i Prosny 
hydrofobowo� �  zwi� kszy
a si�  po ogrzaniu odpowiednio 4 i 5 razy natomiast z Wenty 9-
krotnie. Otrzymane wyniki wskaza
y na wi� ksz�  ekspozycj�  aminokwasów 
aromatycznych w wyniku rozwini� cia 
a� cucha polipeptydowego w � rodowisku 
kwa�nym. 

Kato i wsp. [13] oraz Voutsinas i wsp. [24] podaj� , � e powierzchniowa 
hydrofobowo� �  bia
ek skorelowana jest z w
a� ciwo� ciami emulguj� cymi. Poniewa�  
w zakresie pH 7,0–10,0 nie zmienia si�  znacz� co ekspozycja aminokwasów 
hydrofobowych na powierzchni globulin 7S i 11S, dlatego sprawdzono czy istnieje 
zale� no� �  mi� dzy IAE a hydrofobowo�ci�  bia
ek w pH = 8,0 niepoddanych dzia
aniu 
ciep
a. Analiza regresji potwierdzi
a istnienie zale� no� ci (IAE = 38,137+0,04298×FI/% 
bia
ka) o wspó
czynniku korelacji r = 0,70 (poziom istotno� ci p = 0,034). Uzyskano 
dobr�  korelacj� , ale dotyczy ona tylko hydrofobowo�ci aromatycznej, poniewa�  
badania nie obejmowa
y oznacze�  hydrofobowo�ci spowodowanej obecno� ci�  
aminokwasów alifatycznych. Jednak w badaniach hydrofobowo�ci alifatycznej, 
prowadzonych przez DiLollo i wsp. [8], wykazano, � e bia
ka krystaliczne maj�  
mniejsz�  powierzchni�  hydrofobow�  ni�  bia
ka amorficzne. Ponadto oznaczenia 
hydrofobowo�ci prowadzono tylko na bia
kach rozpuszczalnych, a w badaniach 
w
a� ciwo� ci emulguj� cych izolatów bia
kowych oraz frakcji bia
ek rozpuszczalnych 
dowiedziono, � e lepsze w
a� ciwo� ci emulguj� ce maj�  frakcje rozpuszczalne [7]. 
Badaj� c, czy wyst� puje korelacja mi� dzy hydrofobowo�ci�  a IAE, nie uwzgl� dniano 
próbek poddanych dzia
aniu ciep
a ze wzgl� du na ró� ne warunki obróbki termicznej 
(na sucho i w roztworze). 

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki bada�  wskazuj� , � e zastosowana metoda 
izolacji mia
a istotny wp
yw na w
a� ciwo� ci funkcjonalne badanych bia
ek. Warunki 
procesu technologicznego, takie jak pH czy rodzaj ekstrahenta, mog�  wp
ywa�  na 
zmiany w bia
ku. Izolowanie bia
ek powoduje, � e zachodz�  w nim oddzia
ywania typu 
jonowego, prowadz� ce do nieodwracalnych zmian w 
adunku cz� steczki bia
ka [3], co 
mo� e mie�  wp
yw na jego rozpuszczalno� � . Ponadto izolacja bia
ek w punkcie 
najmniejszej rozpuszczalno� ci mo� e powodowa�  cz� � ciowe rozfa
dowanie 
a� cuchów 
polipeptydowych, dzi� ki czemu zwi� ksza si�  ekspozycja aminokwasów na 
powierzchni bia
ka. Wzrost ekspozycji aminokwasów polarnych (cystyny i treoniny) 
wp
ywa na popraw�  wodoch
onno� ci, natomiast niepolarnych na popraw�  zdolno� ci 
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emulgowania. Drugim czynnikiem wp
ywaj� cym na w
a� ciwo� ci funkcjonalne bia
ek 
jest ich budowa. Rozdzia
y elektroforetyczne i filtracja � elowa wykaza
y, � e bia
ka 
krystaliczne zbudowane s�  g
ównie z globuliny 7S, natomiast w bia
ku amorficznym 
udzia
 globuliny 7S jest mniejszy [18]. 

Alli i wsp. [9] stwierdzili, � e bia
ka globulinowe (zarówno 7S, jak i 11S) nasion 
ro� lin str� czkowych charakteryzuj�  si�  nisk�  powierzchni�  hydrofobow� . Jednak 
globulina 7S ma mniejsz�  powierzchniow�  hydrofobowo� �  ni�  11S, co zwi� zane jest z 
jej kompaktow�  struktur�  [6]. Ponadto struktura globulin 7S i 11S zale� y od pH 
� rodowiska. W zakresie pH 7,0–10 nie ulegaj�  one znacznym zmianom i nie obserwuje 
si�  zmian ich powierzchniowej hydrofobowo�ci. Natomiast w � rodowisku kwa�nym 
(zw
aszcza w pH 2,4) bia
ka te ulegaj�  dysocjacji do podjednostek czemu towarzyszy 
rozwini� cie 
a� cuchów polipeptydowych. Wynikiem tych zmian jest wzrost 
powierzchniowej hydrofobowo�ci bia
ek. Jednak wi� ksza ekspozycja aminokwasów 
hydrofobowych na powierzchni cz� steczki w pH 2,4 wyst� puje w globulinie 11S ni�  
7S. Zwi� zane jest to z jej dysocjacj�  do sze� ciu podjednostek, podczas gdy globulina 
7S dysocjuje do trzech podjednostek. Otrzymane w tej pracy ró� nice mi� dzy bia
kami 
amorficznymi i krystalicznymi wskazuj� , � e na powierzchni�  hydrofobow�  mia
a 
wp
yw obecno� �  frakcji leguminopodobnej (11S) w bia
kach amorficznych.  

Uzyskane wyniki w przypadku próbek PBK poddanych dzia
aniu ciep
a (temp. 
100oC) �wiadcz�  o zmianach zachodz� cych w bia
kach, które prowadz�  do 
zwi� kszenia ekspozycji aminokwasów polarnych i niepolarnych (wzrost 
hydrofobowo�ci aromatycznej) na powierzchni cz� steczki bia
ka, w wyniku czego 
wzrasta wodoch
onno� �  i zdolno� �  emulgowania. 

Wnioski 

1. Preparaty bia
kowe z nasion fasoli, otrzymane w procesie krystalizacji, wykazuj�  
ni� sz�  powierzchniow�  hydrofobowo� �  aromatycz� , s
absz�  zdolno� �  
emulgowania oraz mniejsz�  zdolno� �  absorpcji wody w porównaniu z preparatami 
uzyskanymi w wyniku izolacji klasycznej. 

2. Wy� sza hydrofobowo� �  w � rodowisku kwa�nym ni�  alkalicznym bia
ek 
krystalicznych i amorficznych wskazuje, � e mog�  mie�  lepsze w
a� ciwo� ci 
funkcjonalne w tym � rodowisku. 

3. Obróbka termiczna w wi� kszym stopniu wp
yn� 
a na popraw�  w
a� ciwo� ci 
funkcjonalnych bia
ek krystalicznych w porównaniu z preparatami otrzymanymi 
metod�  izolacji klasycznej. 
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF THE BEAN (PHASEOLUS VULGARIS) SEED 
PREPARATIONS OBTAINED USING THE CRYSTALLIZATION AND CLASSICAL 

ISOLATION METHODS 
 

S u m m a r y 
 

In this paper, there were compared some functional properties of the protein preparations obtained 
from bean seeds using two methods: a classical isolation and crystallization under the acidic conditions. 
The compared functional properties were: the protein solubility as a function of pH, the surface aromatic 
hydrophobicity at pH 2.8 and 8.0, and the emulsifying activity index (EAI)]. During the classical isolation 
process, the proteins were recovered from an alkaline extract at a minimum solubility pH, and their form 
was amorphous (PBA). While using the second method, the ability of bean proteins to create crystalline 
structures under the acidic conditions (PBK) was utilized. The crystalline proteins obtained had a lower 
surface aromatic hydrophobicity at both pH values: 2.8 and 8.0, a lower water absorbability and EAI 
comparing to PBA. The high hydrophobicity of the crystalline and amorphous proteins under the acidic 
conditions implies that they might have better functional properties in this environment. It was stated that 
while heating the preparations at 100oC for 30 minutes, their hydrophobicity, water absorbability, and EAI 
values rose higher in PBK than in PBA. Crystalline proteins preparations had worse functional properties 
if compared to the amorphous ones, and this fact results from their different composition and structure.  

 
Key words: bean, amorphous and crystalline proteins, solubility, hydrophobicity, water absorbability, 
EAI �  

 


