Tom XXVI ROSLINY OLEISTE — OILSEED CROPS 2005

Anna Jedrusek-Golinska, Jozef Korczak, Wojciech Bialas*, Marzanna Hes$, Anna Gramza
Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego w Poznaniu, Katedra Technologii Zywienia Cziowieka
* Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Wiasciwosci przeciwutleniajace hydrolizatow
bialkowych sruty rzepakowej otrzymanych
w roznych warunkach hydrolizy

Antioxidant activity of protein hydrolysates from defatted rapeseed
meal obtained in various conditions of hydrolysis

Stowa kluczowe: hydrolizaty biatkowe, $ruta rzepakowa, hydroliza kwasowa, warunki hydrolizy
kwasowej, aktywnos¢ przeciwutleniajaca hydrolizatow

Celem pracy bylo poddanie $ruty rzepakowej hydrolizie z uzyciem kwasu solnego w réznych
warunkach oraz poréwnanie wlasciwosci przeciwutleniajacych uzyskanych hydrolizatéw. Zmienne
warunki hydrolizy obejmowaly rézne st¢zenia kwasu solnego oraz czas procesu przy statej tempe-
raturze podczas hydrolizy oraz stalym stopniu neutralizacji uzyskanych hydrolizatow.

Hydrolizaty scharakteryzowano pod wzglgdem zawartosci azotu ogoélnego, azotu a-aminowego,
soli, polifenoli, popiotu, suchej masy, cukréw prostych oraz barwy. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca
oszacowano w oparciu o metody zmiatania rodnika DPPH’, zdolnoé¢ chelatowania jonéw metali i site
redukujaca. Obliczono korelacje migdzy aktywno$cia przeciwutleniajaca wykazywana przez hydro-
lizaty w przedstawionych metodach oraz ich sktadem chemicznym.

Key words: protein hydrolysates, rapeseed meal, acid hydrolysis, conditions of acid hydrolysis,
antioxidant activity of hydrolysates

The aim of the study was to produce the protein hydrolysates from defatted rapeseed meal
by hydrochloric acid hydrolysis in various conditions and to compare the antioxidant activity of the
obtained hydrolysates. Various conditions of hydrolysis concern concentration of the used hydrochloric
acid (4.5 and 6 M) and the time of the process (6 and 12 h). The temperature of the hydrolysis
(105°C) and the degree of neutralization (pH 5.5) were constant.

The contents of total nitrogen, amino nitrogen, salt, polyphenols, ash, dry matter, monosacharides,
and color were determined in the hydrolysates. The antioxidant activity was evaluated by using
scavenging effect of DPPH’, chelating activity and reducing power methods. The correlations
between scavenging effect of DPPH’, chelating activity, reducing power and the composition of the
hydrolysates were calculated.

The obtained results indicate that the protein hydrolysates from defatted rapeseed meal showed
good antioxidant activity in used methods, depending first of all on the time of hydrolysis. Higher
antioxidant activity show the products hydrolysed in shorter time (6 h). The antioxidant activities
of the protein hydrolysates are correlated with the level of Maillard reactions products (r = 0.9237,
p < 0.001 for scavenging effect of DPPH" and r = 0.8774, p < 0.05 for reducing power) and poly-
phenols included in them (r = 0.9842, p < 0.05 for reducing power). The protein hydrolysates from
defatted rapeseed meal could be taken into consideration as natural antioxidants in food production
to limit fat oxidation.
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Wstep

Wiasciwosci przeciwutleniajace hydrolizatéw biatkowych zwiazane sa z wy-
stgpowaniem w nich aminokwasoéw 1 peptydow, produktow reakcji Maillarda,
a takze zwiazkow fenolowych odpornych na hydroliz¢ oraz bedacych produktami
degradacji ligniny. Sumaryczny efekt przeciwutleniajacy takiej mieszaniny zalezy
od sktadu ilosciowego 1 jakosciowego zwiazkéw powstalych w wyniku fragmen-
tacji surowca biatkowego, ilosci 1 rodzaju polifenoli oraz wtérnych reakcji zacho-
dzacych podczas hydrolizy w $rodowisku kwasnym (Bishov i Henick 1972,
Korczak i in. 1998, Moon i in. 2002, Pham i Rosario 1983a, b).

Aminokwasy 1 peptydy wykazuja zréznicowany wptyw na kinetyke utleniania
thuszczow. Na ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca wplywa wiele czynnikow. W lite-
raturze opisuje si¢ kilka mechanizméw dziatania tych zwiazkéw jako przeciw-
utleniaczy. Moga one rozktada¢ nadtlenki na drodze nierodnikowej dzigki obecnosci
bardzo reaktywnej grupy aminowej (lizyna) albo przeksztatca¢ je do nieaktywnych
pochodnych hydroksylowych (metionina, cysteina, cystyna). Zachodzace przy
pomocy aminokwasdéw regenerowanie przeciwutleniaczy pierwszorzedowych wiaze
si¢ z odtwarzaniem z rodnikdéw przeciwutleniaczy aktywnych, zredukowanych
form wyjsciowych. Osiaga si¢ w ten sposob nasilenie lub znaczace wydhuzenie
dziatania przeciwutleniaczy pierwszorzedowych. Aminokwasy i peptydy wykazuja
ponadto zdolno$¢ chelatowania metali oraz wygaszania tlenu singletowego
(Ahmad i in. 1983, Seher i Loscher 1986, Taylor i Richardson 1980).

Ztozony przebieg reakcji Maillarda oraz jej zalezno$¢ od wielu czynnikow
sprawiaja, ze niemozliwe jest jednoznaczne wskazanie sktadnikow charakteryzu-
jacych si¢ wlasciwosciami przeciwutleniajacymi. Na podstawie przeprowadzonych
rozdziatéw mieszaniny PRM wykazano, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca wykazuja
zwiazki o réznej masie czasteczkowej oraz budowie chemicznej, w tym nawet
sktadniki lotne (Elizalde 1 in. 1992). PRM moga hamowaé procesy utleniania
poprzez zmiatanie wolnych rodnikéw lipidowych, np. hydroksylowych, chelato-
wanie metali, regenerowanie przeciwutleniaczy pierwszorzedowych, wygaszanie
tlenu singletowego do stanu tripletowego czy inaktywacj¢ enzymow utleniajacych,
np. oksydazy polifenolowej i oksydazy ksantanowej (Brun-Merimee i in. 2004,
Korczak 1998, Yen i Hsieh 1995, Wijewickreme i in. 1997, Wijewickreme i in. 1999).

Wiasciwosci przeciwutleniajace polifenoli warunkuje ich budowa, tj. wyste-
powanie w ich czasteczkach grup fenolowych powiazanych z weglami pierscienia
aromatycznego. Po oddaniu wodoru, zwiazki polifenolowe tatwo przechodza
w bardzo reaktywne rodniki fenoksylowe, ktore sa stabilizowane przez przemiesz-
czanie si¢ niesparowanych elektronéw w pierscieniu aromatycznym (Sokot-kegtowska
i Oszmianski 1998, Wilska-Jeszka 1999). Grupy alkilowe i hydroksylowe zwigk-
szaja reaktywno$¢ polifenoli w stosunku do rodnikéw lipidowych i przyczyniaja
si¢ do wzrostu stabilnosci rodnikéw fenolowych (Decker 1998). Polifenole moga
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oddzialywa¢ jako przeciwutleniacze na jednej lub kilku z mozliwych drog: jako
substancje redukujace, jako zwiazki zmiatajace wolne rodniki, poprzez tworzenie
kompleksow z metalami katalizujacymi reakcje utleniania, poprzez unieczynnianie
tlenu singletowego i tym samym ograniczanie jego zdolnosci do zapoczatkowania
wolnorodnikowych reakcji tancuchowych czy tez poprzez hamowanie aktywnosci
enzymow utleniajacych, np. lipooksygenaz (Shahidi i Naczk 2004, Sokot-Letowska
1 Oszmianski 1998).

Przeciwutleniajace dziatanie hydrolizatéw biatkowych zwigzane jest z obec-
noscia w nich zwiazkéw polifenolowych, wolnych aminokwaséw i peptydow oraz
produktow reakcji Maillarda. Zmienne warunki hydrolizy warunkuja stopien
rozpadu biatka na peptydy i aminokwasy, powstanie produktow reakcji Maillarda
oraz zawarto$¢ polifenoli, ktére moga by¢ cze¢sciowo uwalniane z potaczen z biat-
kami, jak rowniez degradowane. Stad celowe wydawato si¢ podjecie proby takiego
doboru warunkéw hydrolizy kwasowej Sruty rzepakowej, by otrzymane z niej
hydrolizaty posiadaly jak najlepsze wiasciwosci przeciwutleniajace.

Material i metody

Do badan wykorzystano ciemnonasienna odmiang rzepaku Kana, pochodzaca
z Hodowli Roélin ,,Strzelce” Oddziat Borowo. Nasiona rozdrobniono, a nastgpnie
odtluszczono w aparacie Soxhleta przy uzyciu eteru naftowego, uzyskujac w ten
sposob odtluszczona $rute rzepakowa. Srute poddano hydrolizie kwasowej,
ogrzewajac ja z dodatkiem kwasu solnego pod chtodnica zwrotng w temperaturze
105°C. Zastosowano cztery warianty hydrolizy obejmujace zmienny czas procesu,
tj. 6 1 12 godzin, oraz stgzenie katalizatora — 4,5 1 6 M HCI. Ilos¢ kwasu solnego
dobierano zgodnie z praktyka przemyslowa na podstawie zawartosci azotu
ogo6lnego w surowcu wyjsciowym (Pazota i in. 1958, Pazota 1970). Nastepnie
hydrolizaty zobojgtniono przy pomocy bezwodnego weglanu sodu do pH 5,5.
Wszystkie hydrolizaty filtrowano i odbarwiano 2% dodatkiem wegla ,,Carbopol”
CWO-3 i poddawano tzw. procesowi dojrzewania w temperaturze pokojowej
w ciagu dwoch tygodni. W tym czasie nabieraty one odpowiednich cech smakowych
i zapachowych. Po etapie dojrzewania hydrolizaty filtrowano i suszono rozpytowo.
Proces hydrolizy przeprowadzono w trzech powtorzeniach dla kazdego surowca.

Hydrolizaty scharakteryzowano pod wzgledem zawarto$ci azotu ogolnego,
azotu o-aminowego, soli, popiotu, suchej masy, cukrow prostych, polifenoli oraz
barwy. Zawarto$¢ azotu aminowego oznaczono metoda Spiesa i Chambersa (Spies
1957), ktora polega na kompleksowaniu wolnych aminokwasow i niskoczasteczko-
wych peptydow zwiazkami miedzi. Powstate kompleksy o réznym zabarwieniu
przeprowadza si¢ w kompleksy alaniny i mierzy ekstynkcj¢ zwiazkow barwnych
przy dhugosci fali A = 620 nm. Pomiaréw dokonano na spektrofotometrze ,,Spekol 117
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firmy Carl Zeiss Jena. Zawarto$¢ polifenoli ogdtem oznaczono kolorymetrycznie
przy dlugosci fali 750 nm metoda Folina-Ciocalteu (Horwitz 1970). Wyniki analiz
przedstawiono jako ekwiwalent stezenia kwasu sinapowego w mg/g hydrolizatu.
Chlorki w hydrolizatach oznaczono metoda Mohra (Pluszynski i Bagdach 1967),
ekstrahujac so6l woda, a nastgpnie miareczkujac chlorki mianowanym roztworem
azotanu srebra w obecno$ci nasyconego chromianu potasu. Zawarto$¢ cukrow
prostych (glukozy, ksylozy, galaktozy, mannozy i arabinozy) oznaczono technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) przy uzyciu aparatu Merck-
Hitachi. Barwe okre§lono poprzez pomiar ekstynkcji roztworéow hydrolizatow
o zawarto$ci 0,05% azotu ogolnego przy dtugosci fali 420 nm. Obliczono stopien
hydrolizy biatka jako proporcje azotu aminowego do ogélnego.

Wiasciwosci przeciwutleniajace hydrolizatow oszacowano na podstawie zdol-
nosci hydrolizatow do zmiatania rodnika DPPH" (1,1 — diphenylo — 2 picryl-
hydrazyl), aktywnosci chelatujacej i sity redukujacej. Zdolno$¢ zmiatania rodnika
DPPH’ okres$lono na podstawie oznaczonych kolorymetrycznie (A = 517 nm) zmian
stezenia stabilnego rodnika DPPH™ wobec proby zerowej (Sanchez-Moreno i in.
1998, Mensor i in. 2001). Wyniki przedstawiono jako aktywno$¢ przeciw-
utleniajaca (AA) wyrazona rOwnaniem:

AA [%] =100 — {[(Abspréby wiasciwej Abspr(’)by zerowej) X 100] /Abspr(')by kontrolnej}

Oznaczenie zdolnosci chelatowania metali (Tang i in. 2002) polegato na
kolorymetrycznym pomiarze stopnia odbarwienia przez roztwory hydrolizatow
biatkowych kompleksow chlorku zelaza (II) (Merck) z ferrozyna (Sigma).
Zastosowano dlugos¢ fali rowna 562 nm. Aktywno$¢ chelatujaca metali (Ach)
wyznaczono z réwnania:

Ach [%] = {1 - Abspr()by wladciwej / Abspréby kontrolnej} x 100

Oznaczenie sity redukujacej (RP) roztworéw hydrolizatéw bialkowych polegato
na kolorymetrycznym pomiarze stopnia odbarwienia przez hydrolizaty biatkowe
roztworéw zelaza (III). Absorpcje¢ mierzono przy dhugosci fali 700 nm (Oyaizu
1986). Wyniki przedstawiono w przeliczeniu na kwas sinapowy na gram proby.
Wartosci te odczytano z krzywej wzorcowej, przygotowanej dla kwasu sinapowego.

Wyniki

Sktad chemiczny otrzymanych hydrolizatow bialkowych $ruty rzepakowe;j
przedstawiono w tabelach 1-3. Wptyw warunkoéw hydrolizy na zmiany zachodzace
w biatku oceniano na podstawie r6znic w zawartosci azotu ogoélnego, azotu a-ami-
nowego, jak roéwniez stopnia hydrolizy (tab. 1). Badano takze wptyw wydtuzania
czasu hydrolizy i zwigkszania st¢zenia kwasu solnego na zawartos¢ soli, popiotu,
suchej masy, cukrow prostych, jak rowniez polifenoli i barwy (tab. 2 i 3). Wzrost
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stezenia katalizatora nie spowodowal wigkszej defragmentacji biatka, wskazuje to,
ze 4,5 M stezenie kwasu solnego jest wystarczajace do zhydrolizowania S$ruty
rzepakowej. Zbedne jest zwigkszanie jego ilosci, bowiem pociaga to za soba
wigksze zuzycie neutralizatora i przez to niekorzystnie wzrasta zawarto$¢ soli
(Jedrusek-Golinska i in. 2002). Réwniez przedtuzenie czasu hydrolizy do 12 godz.
nie przyczynito si¢ do zwigkszenia rozpadu biatka na aminokwasy okreslane
zawarto$cia azotu aminowego.

Tabela 1
Zawartos¢ azotu og6lnego, azotu a-aminowego i stopien hydrolizy biatka w hydrolizatach
biatkowych otrzymanych ze $ruty rzepakowej w r6znych warunkach — The content of total
nitrogen, amino nitrogen and degree of hydrolysis in protein hydrolysates obtained from
defatted rapeseed meal in various conditions of hydrolysis

Warunki hydrolizy Stopich hvdroli
The conditions of hydrolysis Azot ogdlny Azot o-aminowy OpleDI:eg?'/eem 1Zy
stezenic HCI czas Total nitrogen Amino nitrogen of hydrolysis
concentration of HCI time [e/100 g] [¢/100 ¢] (%]
(M] (h]
4,5 6 0,88 + 0,005* 0,68 £ 0,007* 77,27
12 0,88 +0,009° 0,68 + 0,002 77,27
6,0 6 0,83 +£0,027* 0,65 £ 0,025 78,31
12 0,88 + 0,009 0,68 + 0,014 77,27

*  Dane przedstawiaja warto$ci $rednie z trzech powtdrzen oraz odchylenie standardowe; wartosci
oznakowane innymi literami w tej samej kolumnie rdznig sig statystycznie istotnie przy p < 0,05
Data presents mean value from three replicates and standard deviation; data marked by different
letter within the same column are significantly different at p < 0.05

Tabela 2
Zawartos$¢ soli, popiotu i suchej masy oraz barwa hydrolizatow biatkowych otrzymanych
ze $ruty rzepakowej w roéznych warunkach — The content of sodium chloride, ash, dry weight
and the colour of protein hydrolysates obtained from defatted rapeseed meal in various
conditions of hydrolysis

Warunki hydrolizy
The conditions of hydrolysis NaCl Popiot Sucha masa Barwa
stezenie HCI czas Sualt A:)sh Soullds Colour
concentration time (%] (%] (%] [Eaz0]
of HCI [M] [h]
4,5 6 20,63 £ 0,792% | 21,34 + 1,072% | 29,23 + 0,734* | 0,437 £ 0,2665°
12 19,94 +0,161° | 20,83 +0,176* | 28,70 +£0,192* | 0,193 + 0,0024
6,0 6 22,86 +0,489° | 23,57 +0,278* | 31,26 + 0,698" | 0,505 + 0,0020°
12 23,05 +0,737° | 23,95+ 0,042¢ | 31,83 +£0,087° | 0,208 + 0,0053?

* Objasnienia jak w tabeli 1 — Explanations as in Table 1
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Tabela 3
Zawartos¢ cukrow prostych i polifenoli w hydrolizatach otrzymanych ze $ruty rzepakowe;j
w roznych warunkach — The content of monosacharides and polyphenols in the protein
hydrolysates obtained from defatted rapeseed meal in various conditions of hydrolysis

Warunki hydrolizy Ksyloza,
The conditions of hydrolysis i
ydroly Glukoza Arabinoza gri laﬁﬁo;a, Pohf?n;le
stez. HCI czas Glucose Arabinose Xl a (I) at p (I)gohe |
concentration ; (/1] (/1] ylose, galactose, olyphenols
of HCI ime mannose [mg/g]
[M] [ [/l
4,5 6 426 +0,382% | 0,96+ 0,107° 1,28+0,187* |0,870 £ 0,0398°
12 1,35+0,312% 0,58 + 0,095* 0,82 +0,160° |0,452 +0,0560"
6,0 6 5,84 +0,337¢ 1,24 +0,171° 1,24 +0,193* | 1,031 +0,1104°
12 2,05+0,101° 0,64 +0,081° 1,08 £0,095* |0,383 +0,0318"

* Objasnienia jak w tabeli 1 — Explanations as in Table 1

Zawarto$¢ polifenoli w hydrolizatach $ruty rzepakowej byta suma ilosci tych
zwiazkow, ktore nie ulegly degradacji podczas hydrolizy, a na ktéra sktadaty sig¢
wolne kwasy fenolowe, kwasy fenolowe uwolnione z polaczen estrowych i gliko-
zydowych, taniny i flawonoidy (Shahidi i Naczk 2004, Zadernowski 1987,
Zadernowski i in. 1991). Takze ligniny, a przynajmniej ich czg$¢ rozpuszczalna
w kwasach, moga ulec w badanych warunkach degradacji do zwiazkéw o charakterze
polifenoli (Barclay i in. 1997). Najwigksze zawartosci polifenoli uzyskano dla
hydrolizy przez 6 godzin przy 6 M stezeniu katalizatora.

Barwa hydrolizatow biatkowych powinna zaleze¢ w duzej mierze od zawar-
tosci produktéw reakcji Maillarda (PRM). Morales i Jimenez-Perez (2001) wyka-
zali, ze w miar¢ uplywu czasu zwigksza si¢ nat¢zenie barwy ogrzewanych mieszanin
cukrow i aminokwaséw. W niniejszych badaniach najciemniejszy kolor miaty
proby hydrolizowane przez 6 godzin, zaréwno 4,5-, jak i 6-molowym kwasem
solnym. Analiza statystyczna wykazata silnga dodatnia korelacj¢ migdzy barwa
i zawartoscia polifenoli (r=0,9239, p <0,001). Mozna wigc sadzi¢, ze barwa
hydrolizatow biatkowych $ruty rzepakowej nie byta pochodna jedynie ilosci PRM,
ale takze zawartosci polifenoli. Powstajace PRM w pierwszym stadium reakcji sa
bezbarwne, chociaz moga charakteryzowac si¢ dobrymi wtasciwos$ciami przeciw-
utleniajacymi (Korczak 1998). Znaczny ubytek cukrow i utworzenie poczatkowych
produktow reakcji Maillarda, zwtaszcza w przypadku glukozy, przy wydhuzeniu
czasu hydrolizy mogt by¢ z tym zwiazany.
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Wlasciwosci przeciwutleniajace hydrolizatow bialkowych
Sruty rzepakowej

Istnieje wiele mechanizmow, zgodnie z ktorymi przeciwutleniacze zapobiegaja
czy spowalniaja utlenianie. Moga np. hamowaé powstawanie wolnych rodnikow
poprzez chelatowanie metali, zmiata¢ wolne rodniki i w ten sposdb zapobiegac
inicjacji tancucha autooksydacji albo przerywac ten tancuch na etapie propagacji
(Frankel 1998, Shi i in. 2001). Aby to ocenié, zastosowano rézne metody pomiaru
aktywnosci przeciwutleniajacej badanych prob.

a) zdolno$¢ hydrolizatow do zmiatania rodnika DPPH’

Zmiatanie rodnikéw polega na przerywaniu tancucha reakcji w wyniku two-
rzenia stabilnych komplekséw z rodnikami, gléwnie ponadtlenkowymi, powstaja-
cymi w czasie utleniania w fazie propagacji. Efektywnos$¢ zmiataczy rodnikéw
zalezy od ich cech chemicznych i fizycznych. Zmiatacz jest tym lepszy, im nizsza
jest w jego czasteczce energia wigzania atomu wodoru, dzigki czemu jon ten moze
by¢ tatwo przylaczany do rodnika. Wazne jest takze, aby po odlaczeniu wodoru
zmiatacz mial energi¢ na tyle niska, by sam nie stat si¢ efektywnym katalizatorem
reakcji utleniania i nie wchodzit w gwattowne reakcje z tlenem (Shahidi i Wa-
nasundara 1992). Aktywno$¢ przeciwrodnikowa wykazuja grupy hydroksylowe
(np. polifenoli), sulthydrylowe (np. cysteiny) i aminowe (Decker 1998).

Na rysunku 1 przedstawiono zdolno$¢ zmiatania rodnikow DPPH’, wyrazona
w procentach, obliczona dla poszczegdlnych rodzajow hydrolizatow biatkowych.
W kazdej probee analizowano wptyw 2 mg hydrolizatu (0,1 ml roztworu o stezeniu
2%) na zdolno$¢ zmiatania DPPH'.
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Rys. 1. Wplyw warunkéw hydrolizy na zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH' przez 2% roztwory
hydrolizatow biatkowych $ruty rzepakowej [%] — The influence of the conditions of hydrolysis on the
DPPH" scavenging effect of 2% solutions of protein hydrolysates from defatted rapeseed meal [%]
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Najwyzsza aktywno$¢ w zmiataniu rodnikow DPPH™ wykazaty hydrolizaty
otrzymane przez traktowanie $ruty rzepakowej 4,5 M i 6 M kwasem solnym przez
6 godzin. Uzyskane wartos$ci, tj. odpowiednio 51,5 1 47,9% oznaczaja, ze podczas
30-minutowej inkubacji w ciemno$ci w temperaturze pokojowej, 2% roztwory tych
hydrolizatow spowodowaty unieczynnienie (zmiecenie) ponad potowy wolnych
rodnikéw DPPH'. Istotnie nizsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca wykazaty 0,02%
BHT oraz hydrolizaty biatkowe poddane dziataniu 4,5 lub 6 M kwasu solnego
przez 12 godzin.

Uzyskane wyniki §wiadcza o wysokiej aktywnos$ci przeciwutleniajacej hydro-
lizatow biatkowych $ruty rzepakowej, zwlaszcza tych otrzymanych w wyniku
6-godzinnej hydrolizy, poréwnywalnej np. z aktywno$cia ekstraktow herbaty
zielonej, oolong i czarnej, ktérych 2 mg dawki zmiataty odpowiednio 59,4, 54,6
i 49,0% rodnikéw DPPH’ (Yen i Chen 1995). Z kolei frakcje tanin skondenso-
wanych, wyekstrahowane z okrywy owocowo-nasiennej nasion rzepaku canola
przez Amarowicza i in. (2000c), w dawce 1 mg dawaty efekt zmiatania na pozio-
mie ok. 35%, podczas gdy w przypadku réznych frakcji polifenoli nietaninowych
wplyw ten zaznaczat si¢ na poziomie od 6% do 80,7%. Poréwnanie aktywnos$ci
przeciwutleniajacej rzepaku i canoli, rowniez w dawce 1 mg, wykazato, ze nizsza
zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikow DPPH’ posiadaly frakcje surowych tanin
réznych odmian rzepaku — ksztattowata si¢ ona w granicach 35,2-40,7% wobec
44,5-50,5% obliczonych dla wysokotaninowych odmian canoli (Amarowicz i in.
2000a). Wskazuje to na dobre wtasciwosci hydrolizatéw biatkowych $ruty rzepa-
kowej w zakresie zmiatania wolnych rodnikow DPPH'.

Analiza statystyczna wykazala dodatnig korelacj¢ migedzy aktywnoscia przeciw-
utleniajaca, mierzona przy pomocy tego testu, a barwa hydrolizatow (r = 0,9237,
p <0,001). Wskazuje to, ze duzy udzial w zmiataniu wolnych rodnikéw mialy
PRM, ktore prawdopodobnie powstaty w wyniku reakcji aminokwasow i peptydow
z cukrami prostymi, a takze z produktami rozpadu widkna pokarmowego. Dodatnia
korelacje barwy i wlasciwosci przeciwutleniajacych, szacowanych zdolnoscia zmia-
tania wolnych rodnikow, dla produktéw reakcji Maillarda zanotowali Alaiz i in.
(1999), a w sosach sojowych takze Moon i in. (2002).

Nie wykazano zalezno$ci miedzy zdolno$cia zmiatania rodnika DPPH’
a zawarto$cig polifenoli oraz azotu ogoélnego i aminowego. Przyczyny tego nalezy
upatrywa¢ albo w blokowaniu aminokwasow przez polifenole, albo w niewystar-
czajacym stezeniu aminokwasow. Wg Deckera (1998) aminokwasy, by wykazywac
aktywnos$¢ przeciwrodnikowa musza wystepowaé w duzo wyzszych stezeniach niz
inne zmiatacze, co sugeruje, ze nie tyle przerywaja one tancuch reakcji utleniania,
co wspotzawodnicza z lipidami we wchodzeniu w reakcje z rodnikami o duzej
energii.
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b) zdolnos$¢ hydrolizatéow do chelatowania jonow zelaza

Zdolnos$¢ chelatowania metali moze w znaczacy sposob wptywaé na przebieg
reakcji o charakterze oksydacyjnym, dlatego zwiazki wiazace metale zalicza si¢ do
inhibitoréw utleniania (Wilska-Jeszka 1999). Naleza do nich polifenole, PRM oraz
niektére aminokwasy i biatka. Te ostatnie z reguty wiaza zelazo w formie utle-
nionej (Fe’).

Szczegdlowe wyniki przedstawiajace zdolnos¢ badanych hydrolizatow do che-
latowania jonoéw zelaza, zestawiono na rysunku 2. W kazdej probce analizowano
aktywno$¢ chelatujaca 20 mg hydrolizatu (1 ml roztworu o st¢zeniu 2%)).
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Rys. 2. Wplyw warunkéw hydrolizy na aktywnos¢ chelatujaca 2% roztworéw hydrolizatow biatko-
wych $ruty rzepakowej [%] — The influence of the conditions of hydrolysis on the chelating activity
of 2% solutions of protein hydrolysates from defatted rapeseed meal [%]

Analiza zaleznosci wykazata istotny wptyw warunkow hydrolizy na zdolno$¢
kompleksowania jondw zelaza przez hydrolizaty biatkowe czarnonasiennej $ruty
rzepakowej. Aktywnos$¢ chelatujaca trzech hydrolizatow byta bardzo wysoka
i ksztatltowata sig na poziomie 90,6-92,8%. Tylko hydrolizat, otrzymany w wyniku
dziatania na $rutg¢ rzepakowa 6 M kwasem solnym przez 6 godzin, ujawnit nizsza
zdolno$¢ chelatowania, utrzymujaca si¢ na poziomie 37,1%. Hydrolizat ten charak-
teryzowat si¢ jednoczesnie ciemna barwa (tab. 2) i wysoka zawartoscia glukozy
(tab. 3). Sugeruje to, ze na efekt przeciwutleniajacy produktéw brazowienia nie-
enzymatycznego wptywat rodzaj cukrow wchodzacych w reakcje Maillarda. Jak
podaja Davidek i wspotpracownicy (1990), produkty interakcji glukozy z amino-
kwasami wykazuja niska aktywnos$¢ przeciwutleniajaca.

Analiza statystyczna nie wykazata korelacji miedzy aktywnos$cia chelatujaca
a barwa oraz zawartoscia azotu ogolnego i aminowego w hydrolizatach. Zaobser-
wowano natomiast wptyw polifenoli, w tym kwasow fenolowych, na ksztaltowanie
wlasciwosci chelatujacych hydrolizatow.
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Substancja, ktéra uchodzi za wzorcowy chelator metali, jest EDTA. Juz
w stezeniach bardzo niskich 0,15-0,2 mg kompleksowata ona jony zelaza prawie
w 100% (Singh i1 Rajini 2004, Tang i in. 2002). Z kolei galusan epigalokatechiny
w dawce 0,4 mg wykazal aktywno$¢ chelatujaca na poziomie 38%, a galusan
katechiny — na poziomie 19% (Tang i in. 2002). Wodne ekstrakty z tupin
ziemniakow w ilosci 5 mg chelatowatly jony zelaza w 50% (Singh i Rajini 2004).
Na tym tle hydrolizaty biatkowe $ruty rzepakowej wypadaja dos¢ dobrze. Wysoka
aktywno$¢ chelatujaca uzyskano dla nich co prawda w wyzszych dawkach
W porOéwnaniu z wyzej przytoczonymi badaniami, pamigta¢ jednak nalezy, ze
hydrolizaty dodaje si¢ do produktow spozywczych w znacznie wyzszych stgze-
niach i w takich nalezy rozpatrywac ich wptyw na utlenianie lipidow. Z reguty jest
to dodatek na poziomie 2%. Wydaje sie, ze zastosowanie w produktach zywnos-
ciowych takich dodatkéw hydrolizatow biatkowych $ruty rzepakowej dawatoby
dobry efekt w zapobieganiu procesom utleniania, katalizowanym przez jony zelaza.

¢) sila redukujaca hydrolizatéw

Redukcja polega na przylaczaniu elektronow, jest wigc zwiazana ze zwigksza-
niem si¢ tadunku ujemnego, czyli z obnizaniem stopnia utlenienia. Z wykorzystaniem
tej zasady badano w pracy zdolno$¢ hydrolizatow do redukcji jondw zelaza Fe’™.

Stezenia hydrolizatow dobrano tak, by odczyt pochlanianej przez proby fali
swiatla miescit si¢ w granicach 0,1-0,9 (Szmal i Lipiec 1988). Wyniki, przedsta-
wione w ekwiwalentach kwasu sinapowego, uj¢to na rysunku 3. Wydaje sig, ze
zaproponowany sposob podawania danych posiada pewne zalety. Daje np. mozli-
wos¢ porownywania ze soba wynikow uzyskanych dla réznych koncentracji zwiaz-
kow o charakterze redukujacym w najbardziej wiarygodnym zakresie pomiaru
absorpcji. Tym niemniej, dodatkowo, by moc odnies¢ otrzymane wartosci do
danych literaturowych, podano takze wartosci absorpcji dla poszczegdlnych prob
(tab. 4). Pomiaru sily redukujacej dokonano dla 10 Iub 5 mg prob hydrolizatow
(w przypadku roztworéw odpowiednio 11 0,5%).

Najwyzsza warto$¢ sity redukujacej zanotowano dla hydrolizatow otrzyma-
nych w wyniku dziatania na $rute 4,5 i 6 M kwasem solnym przez 6 godzin,
a najnizsza — dla prob hydrolizowanych przez 12 godzin (rys. 3).

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykazata dodatnig korelacjg
migdzy sita redukujaca a barwa hydrolizatow (r =0,8774, p <0,05) oraz iloscia
zawartych w nich polifenoli ogotem (r = 0,9842, p < 0,05). Na tej podstawie mozna
przyjac, ze za wlasciwosci redukujace hydrolizatow biatkowych $ruty rzepakowej
odpowiadaja PRM oraz polifenole. Zaobserwowana silna dodatnia korelacja barwy
z iloscia polifenoli (r=10,9239, p<0,001) sktania jednak do przypisania poli-
fenolom duzo wigkszej roli w ksztattowaniu aktywnosci redukujacej hydrolizatow.
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Tabela 4
Wptyw warunkéw hydrolizy na sitg redukujaca 1% roztworéw hydrolizatow biatkowych
$ruty rzepakowej — poréwnanie dwoch sposoboéw przedstawiania wynikow — The influence
of the conditions of hydrolysis on the reducing power of 1% solutions of protein hydrolysates
from defatted rapeseed meal — the comparison of two methods of data presentating

Warunki hydrolizy
The conditions of hydrolysis Sita redukujaca Absorpcja
stezenie HCI czas _Reducing power Absorption
concentration of HCI time [mEq sinapic acid/g hydrolysate] [E700]
(M] [h]
45 6 14,7 +1,13% 0,361
12 3,5+0,59" 0,216
6,0 6 17,9 £1,72¢ 0,456%*
12 3,9+0,71* 0,228
BHT 0,01% 10,9 £ 0,49° 0,551

* Objasnienia jak w tabeli 1 — Explanations as in Table 1
**  Stezenie 0,5%
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Rys. 3. Wplyw warunkéw hydrolizy na sit¢ redukujaca 1% roztworéw hydrolizatow biatkowych $ruty
rzepakowej [mEq kwas sinapowy / g hydrolizatu] — The influence of the conditions of hydrolysis on
the reducing power of 1% solutions of protein hydrolysates from defatted rapeseed meal [mEq
sinapic acid. / g hydrolysate]

Szczegotowe badania, dotyczace okreslenia sity redukujacej polifenoli rzepaku
i canoli, wykonali Amarowicz i wspolpracownicy. Okazato sig, ze poszczegdlne
frakcje polifenoli rzepaku wykazaly zdolno$¢ redukcji rosnaca w miare zwick-
szania stezenia i w dawce 1 mg dajaca absorpcje rzedu 0,6-0,75 (Amarowicz i in.
2003). Sita redukujaca ekstraktow surowych tanin z okrywy owocowo-nasiennej
rzepaku byta nizsza (0,3-0,4) niz otrzymanych z canoli (0,7-1,1) (Amarowicz i in.
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2000a). Z kolei frakcje oczyszczonych tanin skondensowanych, ekstrahowanych
z canoli, wykazaty wyzsza zdolno$¢ redukcji, ktora juz przy dawce 0,5 mg ksztatto-
wala si¢ na poziomie 0,8—1,6 (Amarowicz i in. 2000c). Sita redukujaca nietanino-
wych polifenoli wyekstrahowanych z okrywy canoli byta réwniez funkcja st¢zenia.
Absorpcja surowego ekstraktu w dawce 1 mg, podobnie jak kwasu sinapowego
i ferulowego, wyniosta ok. 0,6, a poszczego6lnych frakcji — od 0,1 do 0,9 (Amarowicz
iin. 2000Db).

Wydaje sig, ze na tym tle sita redukujaca hydrolizatow biatkowych s$ruty
rzepakowej wypada dobrze. Oszacowana aktywno$¢ $§wiadczy o tym, ze hydro-
lizaty sa dobrymi donorami elektronéw i atomoéw wodoru. Moga przerywac tan-
cuch reakcji rodnikowych poprzez konwersje¢ wolnych rodnikow do produktow
bardziej stabilnych lub reagowac z niektérymi prekursorami nadtlenkéw i w ten spo-
sob zapobiega¢ powstawaniu nadtlenkow (Amarowicz 2000a, b, ¢, Singh i Rajini
2004, Yen i Chen 1995).

Whioski

1. Otrzymane hydrolizaty bialkowe S$ruty rzepakowej wykazuja dobre wias-
ciwosci przeciwutleniajace.

2. Wiasciwosci przeciwutleniajace tych hydrolizatow sa skorelowane z poziomem
zawartych w nich produktow reakcji Maillarda oraz polifenoli.

3. Warunki hydrolizy kwasowej maja wplyw na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
hydrolizatow, lepsze wilasciwosci przeciwutleniajace wykazuja hydrolizaty
otrzymane w wyniku krétszego czasu hydrolizy.
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