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Investigation of the Quality of Protein Concentrates from Unselected
and Low Saponin Alfalfa

Koncentraty bialtkowe z roslin (PC — protein concentrate) to alter-
natywne zrodlo biatka w paszach dla zwierzat jednozotadkowych. Z po-
wodu gwaltownego wzrostu cen oraz trudnosci importowych wiele kra-
Jow podjelo przemystowg lub péttechniczng produkcje PC.

W krajach o klimacie umiarkowanym lucerna (Medicago media L.)
Jest rosling, ktora zapewnia najwyzszy plon biatka z hektara. Zawiera
ona jednak saponiny — naturalne glikozydy roslinne obnizajace przy-
rosty wagowe zwierzat jednozolgdkowych. Dodatek do paszy maczki lu-
cernianej (1, 3, 14) i PC z lucerny (6) obniza przyrosty i produkcyjnosc¢
tych zwierzat. Wykazano, ze dodatek cholesterolu w diecie znosi antyzy-
wieniowe dzialanie saponin (1, 4). Inng wadg PC z lucerny jest niedobér
aminokwasow siarkowych, a zwlaszcza egzogennej metioniny w biatku (6).

Celem obecnej pracy jest porownanie jakosci PC uzyskanych z lucer-
ny nieselekcjonowanej i lucerny niskosaponinowej. Jako$¢ PC badano
przy pomocy analiz chemicznych oraz doSwiadczen zywieniowych. Bada-

no rowniez wptyw dodatku metioniny i cholesterolu do paszy na jako$e
zywieniowg PC.
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MATERIAL I METODY

IZOLACJA KONCENTRATOW BIALKOWYCH

Koncentraty bialtkowe otrzymano z lucerny mieszancowej (Medicago media L.)
odm. Kideszczewskiej oraz z populacji lucerny niskosaponinawej, wyselekcjonowanej
z tej odmiany (8). Lucerne w fazie pakowania $cinano i roazdrabniano. Sok uzyski-
wano za pomocg mechanicznej wyciskarki do sok6éw firmy Banknecht prod. NRD.
Sok z lucerny sjczono na piétnie celem oddzielenia od resztek czesci statych. Bialko
wytracano termicznie w temp. 85°C przez ogrzanie. Koagulat bialkowy odsjczomo
na saczku szklanym G-1 pod préinig przy uzyciu pompy wodnej. Czesé koagulatu
biatkowego z lucerny nieselekcjonowanej przemywano dodatkowo na saczku wodg
w ilodci ok. 10 ml HyO na 1 g s.n. koagulatu. Uzyskano 3 PC o r6znej zawartosci
saponin (schemat).

ALFALFA
LUCERNA

Kleszczewska (W): 10 % saponin w s.m.
Niskosaponinowa (N): 0.3 % sap. w . m.

ey eIReral sok rielony
W 0.8 % sop. green juice

N 0.2 % sap.

koagulal biatkowy
profein wagu‘alc

S0k
brgzow.
brown Jjuice

Sok
brqrowy
brown yuice

profein concentrate woshed protein concentrofa
koncentrat b:'alvllodwy koncentrat biathowy
W 07%sap wsm e przemywany
N 0.4 %s0p. wom. W przem.06 % sap. w s.m.

5Qp. in dry mass In washed Q8% sop in dry mass

Schemat izolacji koncentratow biatkowych (PC) z lucerny
Scheme of protein concentrate (PC) isolation from alfalfa
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ANALIZY CHEMICZNE

Ogoblng zawartosé azotu w PC oznaczano metoda Kjeldahla. Bialko ogdlne obli-
czano jako N X6,25. Sklad i zawartos¢ aminokwasé6w w PC amalizowano przy po-
mocy automatycznego analizatora aminokwaséw Beckman 119. Zawarto$é metioni-
ny i cysteiny okreslano po uprzednim utlenieniu biatka kwasem mréwkowym:
30% H,0,199,9% HCOOH (13). Zawartos¢ saponin oznaczano przy pomocy biotestu
z grzybem Trichoderma viride (8).

DOSWIADCZENIA 2YWIENIOWE

Do badan uzyto 21-dniowych bialych myszy hodowli wsobnej. Myszy o masie
13 10,1 g podzielono losowo na 7 grup do$wiadczalnych po 3 samce i 3 samice
w kazdej grupie. Myszy przebywaly pojedynczo w klatkach, otrzymywaly pasze
i wode ad libitum. Do$wiadczenie trwalo 13 dni. Myszy codziennie wazono, noto-
wano réwniez ilosci zjadanej paszy i odchodow. Wspélczynnik warto$ci wznostowej
biatka — PER (Protein Efficiency Ratio) obliczono dzielac przyrost masy myszy (g)
przez ilo$é¢ zjedzonego biatka (g). Jako biatka kontrolnego uzyto kazeiny. Wszystkie
diety zawieraly 10% biatka oraz wystarczajace ilo§ci witamin i mikroelementéw.
Sklad diet podano w tab. 1. Wyniki doSwiadczefi oceniano przy uzyciu analizy wa-
riancji i testu t Studenta.

WYNIKI I DYSKUSJA
CHARAKTERYSTYKA CHEMICZNA

Koncentraty biatkowe izolowano z lucerny nieselekcjonowanej, za-
wierajagcej 1% biologicznie czynnych saponin w suchej masie czesci nad-
ziemnych oraz z lucerny niskosaponinowej o zawartoéci 0,3% tych sapo-
nin w suchej masie. Wedlug schematu przedstawionego mna ryc. 1 otrzy-
mano koncentrat bialkowy z lucerny niskosaponinowej (NPC) o niskiej
zawartosci saponin, z lucerny nieselekcjonowanej (WPC) o wysokiej za-
wartosci saponin. Z lucerny nieselekcjonowanej po przemyciu koagulatu
biatkowego woda uzyskano koncentrat biatkowy (WPC przem.) o obni-
zonej zawartosci saponin. Dane dotyczace zawartosci N, biatka oraz sa-
ponin w PC zestawiono w tab. 2, a skladu aminokwasowego PC —
w tab. 3.

Stwierdzono jedynie nieznaczne réznice w zawartosci bialka i skladzie
aminokwasowym biatka PC z lucerny niskosaponinowej i nieselekcjono-
wanej. Natomiast zawartos¢ saponin w NPC byla prawie dwukrotnie
nizsza niz w WPC. Roznice w zawartosci saponin w PC z lucerny nisko-
saponinowej i nieselekcjonowanej byly mniejsze niz w samej lucernie,
a roznica w zawartosci saponin ponad 3-krotna. Obserwowano wiec ste-
zenie saponin w PC z lucerny niskosaponinowej (0,3% w lucernie i 0,4%
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Tab. 2. Skiad chemiczny koncentratow biatkowych (PC)
Chemical composition of protein concentrates (PC)
r Zawal;;oéé sapo-
Biatko nin (% w s.m.)
Kong::mrat 2 Proteins Content
% of saponins
(% in dry mass)
WPC
High sap. PC 7.47 46,7 0,7
WPC przemywany
High sap. PC eluted 9,04 56,4 0,6
NPC
Low sap. PC 1,33 46,0 0,4
Obja$nienia patrz tab. 1.
Explanation see Table 1.
Tab. 3. Sktad aminokwasowy koncentratow biatkowych (g/100 g biatka)
Amino acid composition of protein concentrates (g/100 g protein)
Zapotrzebo-
Tl WPC wanie dla
Amin wgs WPC przemywany NPC 6ZCZUTOW
Amino aci washed out Demand
for rats
Treonina
Threonine 5,42 5,13 5,38 5,0
Cystyna 2
Cysteine 1,14 1,08 0,99 3,4
Metionina
Methionine 0,92 0,92 0,84 1,6
Walina
Valine 5,72 5,80 5,54 5,5
Izoleucyna
Isoleucine 5,13 5,44 5,48 5,5
Leucyna
Leucine 9,70 10,46 9,76 7,0
Tyrozyna
Tyrasine 5,86 4,38 5,36 3,0
Fenyloalanina
Phenyloalanine 8,14 8,15 7,90 4,2
Lizyna
Lysine 4,83 6,66 4,74 9,0
Histydyna
Histidine 2,27 2,21 2,18 2,5
Kwas asparaginowy
Aspartic acid 12,93 11,67 13,35
Seryna
Serine 4,45 4,26 4,41
Kwas glutaminowy
Glutamic acid 12,67 12,97 12,54
Prolina
Prolamine 3,09 4,07 4,05
Glicyna
Glycine 6,01 5,85 5,63
Alanina
Alanine 5,17 5,55 5,08
Arginina
__ﬁA‘rg inine 8,17

5,82
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w NPC) i rozcienczenie w PC z lucerny nieselekcjonowanej (1,0% w lu-
cernie i 0,7% w WPC). Zjawisko to moze byé¢ spowodowane powinowac-
twem saponin do bialek i wigzaniem sie tych zwigzkow w trudno roz-
puszczalne kompleksy (5).

Przemywanie koagulatéow WPC wodg zmniejszylo tylko w nieznacz-
nym stopniu zawarto$¢ saponin w tym koncentracie, co wskazuje na to,
ze rozbicie kompleksu biatkowo-saponinowego wodg na zimno jest dosé
trudne. Przemywanie wodg koagulatu WPC wptynelo natomiast zdecy-
dowanie dodatnio, zwiekszajgc zawarto§¢ biatka w tym koncentracie i nie
zniieniajgc wyraznie jego skladu aminokwasowego (tab. 2 i 3).

Jak wynika z por6wnania skladu aminokwasowego PC z lucerny oraz
zapotrzebowania na aminokwasy egzogenne szczurow (brak danych dla
myszy), w uzyskanych PC wystepuje szczegélnie wyrazny brak metio-
niny.

EFEKTY 2YWIENIOWE

W doswiadczeniach z myszami poréwnywano efekty zywieniowe NPC,
WPC i WPC przemytego oraz tych koncentratow z dodatkiem L-metio-
niny i cholesterolu (tab. 1). Z powodu niewielkich ilosci PC nie sporza-
dzono wszystkich diet z dodatkiem metioniny i cholesterolu. Metionine
dodawano w celu poprawienia bilansu aminokwasowego biatka PC, cho-
lesterol za$ w celu zmniejszenia antyzywieniowego dzialania saponin.
Wszystkie diety zawieraly 10% biatka. Przy tej zawartosci biatka w paszy
réznice jakosciowe wystepujg najwyrazniej (15).

Wymniki doswiadczen zywieniowych przedstawiono na ryc. 1 i 2.
Stwierdzono, ze dieta zawierajgca 10% biatka w postaci WPC wplywata
wysoce szkodliwie na myszy dodwiadczalne. W 12 dniu doswiadczenia
nastapilo padniecie 2 myszy. Pozostale myszy byly krancowo wyniszczo-
ne. Pasza zawierajaca 10% NPC okazala sie nietoksyczna, jednak nie
powodowala przyrostow wagowych karmionych nig zwierzat. Dodatek
metioniny do NPC spowodowatl bardzo wyrazng poprawe jakosci tej pa-
szy. Podobnie dodatek metioniny i cholesterolu poprawit jakos¢ WPC.
Wydaje sig, ze dzialanie cholesterolu odgrywa tez drugorzedng role, co
sugeruje brak znamiennych réznic w przyrostach myszy zywionych WPC
i WPC+cholesterol. Deli¢ i inni (4) stwierdzili bardzo silne zmniej-
szenie antyzywieniowego dzialania saponin na myszy po dodaniu do pa-
szy cholesterolu. Brak wyraznych réznic w przyrostach masy myszy zy-
wionych paszg z dodatkiem i bez dodatku cholesterolu moze by¢ spowo-
dowany w naszym doswiadczeniu tym, 2ze saponiny w PC moga wystepo-
wa¢ w formie kompleksu saponinowo-biatkowego (12).



Badania jakosci koncentratéw biatkowych... 157

® S50
b\l
Ef\
N
E* 3
o
T8
G‘g 10
M
gs v
»-10
33
3o
NL=30
Q¥
5 10 dni
days

Ryc. 1. Przyrost masy ciala myszy zy-
wionych pasza: 1 — kontrola (10% ka-
zeiny), 2 — PC z lucerny niskosaponi-

nowej+metionina, 3 — PC z lucerny
niskosaponinowej, 4 — PC z lucerny
nieselekcjonowanej

Body gain increase of mice fed on: 1 —
control diet (10% casein), 2 — PC from
low saponin alfalfa+methionine, 3 —
PC from low sapomnin alfalfa, 4 — PC

n
o
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Prayrost masy ciato myszy %

Mice body weight gain in %
o

~-30 5
5 10 dni
days
Ryc. 2. Przyrosty masy ciata myszy zy-
wionych paszami: 1 — kontrola, 2 —

PC z lucerny nieselekcjonowanej+me-
tionina+ cholesterol, 3 — PC z lucerny
nieselekcjonowanej przemywany wodg,
4 — PC z lucerny nieselekcjonowa-
nej+cholesterol, 5 — PC z lucerny nie-
selekcjonowanej
Body gain increase of mice fed on: 1 —
control diet, 2 — PC from unselected
alfalfa + methionine + cholesterol, 3 —
PC washed with water from unselected
alfalfa, 4 — PC from umselected alf-
alfatcholesterol, 5§ — PC from un-

from unselected alfalfa selected alfalfa

Przemywanie WPC wodg wplynelo dodatnio na przyrosty masy ciala
myszy zywionych tym koncentratem. Wynika to mie tylko ze zmniejszenia
zawartosci saponin w koncentracie, lecz réwniez i ze zwiekszenia zawar-
toSci biatka w WPC przemytym. .

Zawartos¢ saponin w PC i dodatek metioniny wplywaly w wyrainy
sposob na ilo$¢ spozywanej paszy, przyrosty masy ciala myszy i wspol-
czynnik wartosci wzrostowej biatka — PER (tab. 4). Wczesniejsze badania
wykazaly, ze maczka lucerniana (zmielone czesci nadziemne lucerny), za-
wierajaca saponiny, nie powoduje tak silnego zahamowania wzrostu my-
szy (9). W obecnym doswiadczeniu wykazano, ze antyzywieniowe dzia-
lanie saponin zawartych w PC jest znacznie silniejsze niz saponin zawar-
tych w maczee lucernianej (ryc. 3). Wydaje sig, ze tak duze réznice w
dzialaniu saponin moga wynikaé¢ z wyzszej zawartosci (ponad 20%) biatka
w diecie zawierajgcej maczke lucerniang. Jest rowniez mozliwe, ze za-
wartos¢ saponin w PC z lucerny jest wyzsza niz oznaczona przy pomocy
biotestu z Trichoderma viride. Hamowanie wzrostu grzyba T. viride moze
by¢ mniejsze, poniewaz saponiny wystepuja w PC w postaci kompleksu
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Tab 4, Zawarto$é saponin w diecie, dobowe spozycie paszy, dobowy przyrost oraz
wspolczynnik wartosci wzrostowej bialka PER
Saponin concentration in the diet, feed consumption, body weight increase and PER
of mice

Srednie dobo- Sredni dobn-

Zawartos¢ we spozycie wy przyrost
Dieta saponin gg/mysz) gg/mysz)
Diet Content Daily average Daily average PER
of saponins diet con- of body gain
(%) sumption increase
(g/mouse) (g/mouse)
Komntrola (kazeina)
Control (kazein) 0 4,95 0,88 1,78
NPC+metionina
Low sap. PC+methio-
nine 0,08 3,76° 0,32¢ 0,85°
WPC +metionina +cho-
lesterol
High sap. PC+me-
thionime+ cholestemll 0,14 3,27* 0,14* 0,42°
NPC
Low sap. PC 0,08 3,20° —0,07°
WPC przemywany
High sap. PC eluted 0,11 2,85° —0,14°
WPC+cholesterol
High sap. PC+cho-
lesterol 0,14 2,81° —0,28°
WPC
High sap. PC 0,14 2,42° —0,32¢
* p<0,001.

saponinowo-bialkowego. W tej formie mogg one slabiej dziala¢ na wzrost
grzyba. Zagadnienie to bedzie przedmiotem naszych dalszych badan.

Mechanizm antyzywieniowego dzialania saponin lucerny nie jest zna-
ny. Zmniejszenie pobierania paszy i przyrostow masy zwierzgt (brojlerow,
myszy, szczuroéw), zywionych dietami zawierajgcymi saponiny lucerny, ttu-
maczone jest zltym smakiem paszy (3, 10) oraz zaburzeniami w procesie
trawienia (5, 7). We krwi zwierzat do$wiadczalnych nie wykryto saponin
ani sapogenin (2), z czego wynika, ze zwigzki te nie s3 wchlaniane przez
organizm.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen wysunieto hipoteze, ze
antyzywieniowe dzialanie saponin lucerny polega w pierwszym rzedzie
na wywolaniu u zwierzet glodu biatkowego ilosciowego i jakosSciowego.
Saponiny wigzgc sie z enzymami trawiennymi oraz bezposrednio z bial-
kami paszy utrudniajg rozklad bialek i zmniejszaja wchlanianie amino-
kwasow. Inaktywacja enzymoéw trawiennych (trypsyny, chymotrypsyny)
wywoluje jednoczesnie wzrost sekrecji tych enzymow (11), co dodatkowo
pogarsza bilans bialtkowy i aminokwasowy zwierzat. Moze to prowadzi¢
do zachwiania rownowagi aminokwasowej w organizmie, a to z kolei wy-
woluje silne zahamowanie laknienia u zwierzat (15). Bardzo niskie spozy-
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cie paszy zawierajacej saponiny byloby wiec nie reakcjg na zlty smak
paszy (3, 10), lecz posrednig reakcjg obronng, wynikajaca z zachwiania
rownowagi aminokwasowej (1, 15). Dodatek metioniny przywraca roéwno-
wage aminokwasowa, zmniejszajac, jak wykazano, toksyczne dzialanie
saponin.

Prowadzone obecnie badania nad zmianami w narzgdach wewnetrz-
nych i krwi obwodowej myszy karmionych WPC i NPC pozwolily doklad-
niej zbada¢ patomechanizm antyzywieniowego dzialania saponin na zwie-
rzeta jednozolgdkowe. Jak wynika z przedstawionych danych, na jako$c
PC z lucerny wplywajg dwa czynniki: 1) niedobor aminokwaséw siarko-
wych oraz 2) obeonos¢ saponin. Czynniki te dzialajg synergicznie, pogar-
szajac jakos¢ PC z lucerny. Niedobor aminokwasow siarkowych lub in-
nych moze byé¢ uzupelniony przez dodatek czystych aminokwaséw do
paszy badz przez odpowiednie preparowanie pasz. Dodatek cholesterolu
do pasz zawierajagcych PC z lucerny nie eliminuje jednak antyzywienio-
wego dzialania tych koncentratow. Nalezaloby wiec uzyska¢ odmiany
o obnizonej zawartosci saponin badz opracowaé¢ takie technologie wy-
twarzania PC z lucerny, ktére eliminowalyby saponiny z koncentratow.

WNIOSKI

1. Koncentrat biatkowy z lucerny nieselekcjonowanej zawiera dwu-
krotnie wiecej saponin niz koncentrat bialkowy z lucery niskosaponino-
wej. W koncentratach biatkowych o duzej zawartosci saponin nastepuje
Zmniejszenie zawarto$ci saponin w stosunku do ich zawartosci w czeSciach
nadziemnych. W koncentratach biatkowych o malej zawartosci saponin
nastepuje stezenie saponin w stosunku do ich zawartosci w czesciach
nadziemnych.
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2. Przemywanie wodg nieznacznie obniza zawartos¢ saponin w koncen-
tratach bialtkowych o duzej zawartosci saponin, podnosi natomiast zawar-
tos¢ biatka.

3. W biatku koncentratéw, zarowno o duzej, jak i malej zawartosci
saponin, wystepuje wyrazny niedobor metioniny i cysteiny.

4. Myszy zywione paszami zawierajgcymi koncentraty biatkowe o wie-
kszej zawartosci saponin wykazujg wyraznie nizsze przyrosty wagowe.
Dodatek metioniny do paszy znamiennie poprawia przyrosty wagowe
oraz wspolczynnik wartosci wzrostowej biatka.

5. Antyzywieniowe dzialanie saponin polega prawdopodobnie na za-
burzeniu trawienia bialek i pobieraniu aminokwasow. Zaburzenie to wy-
nika z inaktywacji enzyméw trawiennych przez saponiny wskutek lgcze-
nia sie saponin z czynnym bialtkiem enzymatycznym w nieaktywne kom-
pleksy. Dodatek metioniny przywraca rownowage aminokwasowa i zwie-
ksza wydzielanie trypsyny, co podnosi laknienie zwierzat oraz poprawia
trawienie bialka i wchlanianie aminokwaséow.
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PE3IOME

U3 rubpuaHoi, HeceneKTUPOBAHHO¥ JlouepHbl (Medicago media Pers.), copep-
xawess 1,0% canoHMHOB B CyXO MacCe Han3eMHOM 4acTH, BbiaeJeH 6GeJKOBBIt KOH-
ueuTpaT, cogepxaupm 0,7% canouuHOB. VI3 BLICEJEKTMPOBaHHOM, copepxameyn 0,3%
CallOHMHOB B CYXO¥f Macce, JOOLEPHbI BbIZeAUJIM GelIKOBBIA KOHOEHTPAT COREPAKA-
HueM 0,4% camnoOHMHOB. AMMHOKMCJOTHBIA cocTaB 0b6OMX KOHLEHTPATOB ObII CXOAEH.
B stux kouneHTpatax obHapyKeHa HE€XBaTKa CepPHbIX aMMHOKMCJIOT — METUOHHHA
U 1pMeTenHa. Mepluy, KOpMJIeHHble KODMOM, conepaluuMm O6elKOBble KOHUEHTPAThb!
¢ GONLUIMM COAEpEaHMeM CaNOHMHOB, OTAMYAJIMUChL NaJIeHMEM Beca TejJa IO CpaBHE-
HUIO C MLIllIaMy, KOPMJIEHHbIMU GEeJIKOBbIMM KOHLIEHTPaTaMu ¢ HEDONbIIMM COAEpIRa-
HuUeM camoHuHOB. JlobaBKa MeTMOHMHAa K KOpMaM cnocobcTBoBaja 3HAYMTENIBHOMY
pocty Beca Mbiulert. CymecTBYIOT N0 KpaiiHel Mepe IBe NPMYMHB! HM3KOM MUTATENb-
HOM mneHHocTH 6eJKOBBIX KOHIEHTPATOB M3 JIOLEPHBLI: HEXBAaTKa CEPHBIX aMMHO-

KUCJIOT M INPUCYTCTBUE CANOHMHOB. OTH (DAaKTOPbI NENCTBYIOT CHMHEPrUMCTHMHHO, YXYA-
1asg KayecTBO KODMOB.

SUMMARY

High saponin protein concentrate containing 0.7% of saponins was isolated from
hybrid unselected alfalfa (Medicago media Pers.) with 1.0% of saponins in dry
tops. Alfalfa selected from low-saponin content contained 0.3% of saponins in dry
tops. From that lucerne protein concentrate containing 0.4% of saponins was isolated.
The aminoacid composition of both concentrates was similar. In these protein con-
centrates the deficit of sulfur aminoacids (methionine and cysteine) was found. Mice
fed on high saponin protein concentrate decreased in body weight more than mice
fed on low-saponin protein concentrate. The supplement of methionine to the diet
distinctly increased body weight gains of mice. At least two reasons of low feeding
value of protein concentrate from alfalfa were found i.e. the deficit of sulfur
aminoacids and the presence of saponins. These two factors synergistically decreased
feeding value of protein concentrate from alfalfa.

11 Annales UMCS, sectio C, vol. XId
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