BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLIII, 2010, 2, str. 170-175

Urszula Skolimowska, Janusz Skolimowski”, Anna Wedzisz

BADANIE WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACYCH
N-TERT-BUTYLO-a-FENYLONITRONU (PBN)*

Zaktad Bromatologii Katedry Toksykologii i Bromatologii Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
Kierownik: prof. dr hab. 4. Wedzisz

! Katedra Chemii Organicznej Uniwersytetu L.odzkiego w Lodzi
Kierownik: prof. dr hab. J. Zakrzewski

Przesledzono wplyw N-tert-butylo-a-fenylonitronu (PBN) na proces utlenia-
nia oleju wiesiotkowego. Stwierdzono, zZe jest on skutecznym przeciwutleniaczem
Jjuz w stez. 0,01%.
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Przeciwutleniacze sa zwiazkami, ktére zwalczaja wolne rodniki bedace bardzo
aktywnymi czasteczkami, uszkadzajacymi komorki i tkanki. Powstaja one w orga-
nizmie, jako uboczne produkty przemiany materii. Komorki sa zaopatrzone w natu-
ralne systemy neutralizacji wolnych rodnikow, ale zdarza si¢, ze nie nadazajq z ich
dezaktywacja. Woweczas, tkanki zaczynaja si¢ szybciej starze¢ i moze doj$¢ do roz-
woju wielu powaznych schorzen.

Wolne rodniki atakuja w organizmie cztowicka gldwnie zwiazki posiadajace
w czasteczkach wigzania podwdjne, jak: biatka, DNA lub nienasycone kwasy ttusz-
czowe wchodzace w sktad blon komdrkowych, polisacharydy, lipidy w tym takze
cholesterol znajdujacy si¢ we krwi.

Wolne rodniki powstaja w organizmie w wyniku reakcji metabolicznych, a zwtasz-
cza w procesach spalania wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Wolne rodni-
ki twarza sie w wielu produktach spozywczych. Dotyczy to szczegolnie thuszczoéw
zawierajacych wielonienasycone kwasy tluszczowe, ktére bardzo tatwo ulegaja
utlenieniu.

Do czynnikdéw zewngtrznych, ktére zwigkszaja wytwarzanie wolnych rodnikow
naleza: skazone powietrze, dym, zywnos$¢, alkohol, niewlasciwa dieta, zakazenia
bakteryjne i wirusowe, stres, a takze niektore leki.

*) Praca finansowana przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi (statuty 503-3045-2). W badaniach
uczestniczyta K. Andrzejczak.
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Wolne rodniki powstaja réwniez w wyniku dziatania promieniowania nadfiole-
towego i jonizujacego (rentgenowskiego i pierwiastkdw promieniotworczych) oraz
podczas spalania substancji organicznych. Waznym zroédtem rodnikow jest tez wiele
toksyn, np. dym papierosowy czy herbicydy stosowane powszechnie w rolnictwie.
Ponadto, moga one wystgpowac jako zwiazki zanieczyszczajace srodowisko, po-
wstate w wyniku wielu procesow chemicznych, np. wskutek reakcji tlenu z paliwem
napedowym podczas pracy silnikow samochodowych, w czasie tworzenia si¢ smo-
gdw, przy wytwarzaniu wielu powszechnie stosowanych mas plastycznych, a takze
wskutek jetczenia thuszczu (1).

W organizmie zywym, utlenianie ttuszczéw zwigzane jest z faktem, ze wolne rod-
niki powstaja gtownie w miejscach wystgpowania w wigkszej ilosci fosfolipidow
i wielonienasyconych kwasow thuszczowych, czyli w blonach komorkowych, gtow-
nie lizosomalnych i mitochondrialnych. Proces ten przebiega jak reakcja tancucho-
wa — rozpoczety w jednym miejscu, rozprzestrzenia si¢ obejmujac coraz wieksze
fragmenty blony. Powstate w ten sposdb nadtlenki lipidowe w toku dalszych prze-
mian sa rozktadane do aldehyddw. Te po polaczeniu z biatkami, kwasami nukleino-
wymi i lipidami wywotuja uszkodzenia komorek i tkanek ustroju (2).

Nagromadzenie wolnych rodnikdw moze doprowadzi¢ do powaznych uszkodzen.
Moze nastapi¢ wymiana zasad lub nawet peknigcie chromosoméw, czego odzwier-
ciedleniem jest zmiana ekspresji genow, czy w konsekwencji rearanzacja materiatu
genetycznego. W odpowiednich warunkach moze to by¢ sygnal do patologicznego
rozrostu komdrek i rozpoczgcia procesu nowotworzenia.

Z oksydacja thuszczéw zwiazana jest takze zmiana struktury blonowej. Dotyczy
to przepuszczalnosci, spojnosci i ptynnosci. Zakldcona zostaje praca réznych biatek,
ktére zlokalizowane sa w btonie komdrkowej, np. enzymow biatek transportowych,
przez co uposledzona zostaje wymiana substancji odzywczych w komorkach. Moze
tez doj$¢ do zakldcenia dziatania biatek antygenowych. Komorki wiasnego organi-
zmu sg wtedy przez uktad odpornosciowy rozpoznawane jako niepozadane, obce
1 83 niszczone.

Utlenianie lipidéw nalezy rozpatrywac¢ jako dwa procesy przebiegajace wg roz-
nych mechanizmdw, czyli autooksydacje (samoutlenianie) i utlenianie fotosensybi-
lizowane, zachodzace pod wptywem $wiatta (3).

Fotooksydacja (utlenianie fotosensybilizowane) moze tez zachodzi¢ rdéwnoczes-
nie z autooksydacja. Polega ona na przytaczeniu tlenu singletowego do wegla, ktory
znajduje si¢ przy wiazaniu podwojnym przy udziale $wiatla i sensybilizatora (uczu-
lacza). Nastgpuje przemieszczenie podwojnego wiazania i dochodzi do zmiany jego
konformacji z cis na trans.

Rola sensybilizatoréw (ryboflawina, chlorofil, pochodne porfirynowe) polega na
przeksztatcaniu tlenu czasteczkowego w tlen singletowy, ktory jest bardziej reak-
tywny (3, 4, 5).

Fotooksydacja moze zapoczatkowa¢ autooksydacje, gdyz wytworzone w czasie
fotooksydacji wodoronadtlenki rozpadaja si¢ tworzac rodniki, a te moga zainicjo-
waé autooksydacyjna reakcj¢ tancuchowa. Fotooksydacja kwasow tluszczowych
zachodzi szybciej niz autooksydacja.

W warunkach fizjologicznych powstawanie wolnych rodnikéw jest kontrolowane
1 rownowazone przez mechanizmy obronne. Jednak w stanach chorobowych (in-
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fekcja, stan zapalny, niedotlenienie, spadek liczby naturalnych antyoksydantow)
homeostaza moze zosta¢ zburzona, co wynika ze zwigkszonej produkcji wolnych
rodnikéw. Zjawisko takie okreslamy mianem ,,stresu oksydacyjnego” (6).

Oprocz przeciwutleniaczy, ktore hamujg procesy oksydacyjne zachodzace w or-
ganizmie istnieje jeszcze grupa zwiazkow chemicznych, ktore dodawane sg do pro-
duktéw zywnosciowych, zwlaszcza tluszczowych by zahamowac ich psucie. Pod-
stawg ich stosowania jest ogdlnie przyjeta teoria przerywania rodnikowych reakcji
tancuchowych podczas fazy indukcyjnej jetczenia thuszczow, ktora prowadzi do
zmiany barwy, zapachu i smaku psujacego si¢ thuszczu (7).

W pracy postanowiono zbada¢ wlasciwosci przeciwutleniajace N-tert-butylo-a-
-fenylonitronu (PBN).

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity:

e Swiezo tloczony olej z nasion wiesiotka (Agropharm);

e zwiazek: N-tert-butylo-a-fenylonitron (PBN) zsyntetyzowany w Katedrze Che-
mii Organicznej Uniwersytetu L.odzkiego.

Zakres badan analitycznych obejmowat oznaczanie:
— liczby jodowej (L.J.) wg PN-70/A-86914;
— liczby nadtlenkowej (L. Lea) wg PN-84/A-86918;
— liczby kwasowej (L.K.) wg PN-60/A-86921;
— liczby anizydynowej (L.A.) wg PN-93/A-86926;
— wspdlczynnika Totox, jako 4 - L. Lea + L.A;
— obecnos$¢ aldehydu epihydrynowego (proba Kreisa) wg PN-60/A-86924.

Badano olej $wiezy oraz olej do ktorego dodano PBN w ilosci 0,1 1 0,01%. Proces
peroksydacji lipidow przyspieszano za pomoca promieni UV o dt. ~ 250 nm. Ozna-
czano parametry wskaznikowe po 0, 3, 6, 9, 48, 72 godz. naswietlania.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na szybko$¢ procesu jelczenia thuszczu, oprocz czynnikow fizykochemicznych
i biologicznych, wplywa takze obecno$¢ zwiazkow o dziataniu proutleniajacym
(karoteny, chlorofile) oraz substancji przeciwutleniajacych, czyli antyoksydantow.
Dzialtaja one przez reakcje z pierwotnymi produktami utleniania i wytwarzaja mato
reaktywne rodniki, hamujac w ten sposdb powstawanie toksycznych alkoholi, ke-
tonow, aldehydow i kwasdéw. W pracy zbadano wtasciwosci przeciwutleniajace no-
wego, zwiazku N-tert-butylo-a-fenylonitronu (PBN) w fatwo utleniajacym si¢ oleju
wiesiotkowym.

PBN jest zwiazkiem, ktory w ostatnich latach znalazl zastosowanie w badaniach
biologicznych, jako putapka spinowa wolnych rodnikéw (8, 9, 10, 11, 12). Dlatego
tez postanowiono sprawdzi¢ czy PBN i w jakim stopniu moze zabezpieczy¢ olej
przed procesem peroksydacji. W badaniach zastosowano olej wiesiotkowy, ktdry
jest nosnikiem kwasow wielonienasyconych i szybko ulega procesowi jetczenia.
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W celu przyspieszenia procesu peroksydacji olej naswietlano promieniami UV o dt.
250 nm. Badano olej bez dodatkéw i olej, do ktérego dodano 0,01 i 0,1% PBN.
Parametry wskaznikowe oznaczano przed naswietlaniem oraz po 3, 6, 9, 24, 48
172 godz. naswietlania. Oznaczano liczbe jodowa (L.J.), nadtlenkowa (jako L. Lea),
kwasowa (L.K.), anizydynowa (L.A.), wskaznik Totox oraz zawartos$¢ aldehydu epi-
hydrynowego (jako proba Kreisay).

Czysty swiezy olej odznaczat si¢ nastepujacymi parametrami: L.J. — 162, L.K.
—1,2; L. Lea — 3,7; L.A. — 1,4; Totox — 16; bez §ladu aldehydu epihydrynowego.
Parametry jakosci thuszczu zmienialy si¢ na niekorzystne wraz z uptywem czasu
naswietlania (tab. I). Wartos¢ liczby jodowej ulegla zmniejszeniu i po 72 godz. dla
oleju czystego wynosita 146, dla oleju z 0,01% dodatkiem PBN — 149, a dla 0,1%
PBN — 153 (tab. II, III). Liczba kwasowa najwigkszym zmianom ulegta dla oleju
czystego 1 po 72 godz. wynosita 1,8 a dla oleju z 0,011 0,1% PBN — 1,4

Tabela I. Parametry wskaznikowe dla oleju wiesiotkowego bez dodatku antyoksydanta
Table I. Indices for UV-irradiated Oenothera oil

Czas Liczba Obecnos¢
naswietlania Liczba Liczba Liczba . Wskaznik | aldehydu
Lp. RN anizydy- .
promieniami | jodowa kwasowa Lea Totox epihydry-
nowa
uv (h) nowego
1. 0 162+1,2 1,2+0,0 3,7+x0,4 1,4+0,5 16 -
2. 3 158+1,5 1,3+0,0 6,6+0,3 3,9+0,6 30 +/-
3. 6 154+1,5 1,3+0,0 12,0+£0,2 5,2+0,4 53 +
4. 9 153+0,8 1,3+0,0 17,2+0,5 8,3+0,5 77 2+
5. 24 152+1,1 1,4+0,0 46,1+0,6 | 24,905 210 3+
6. 48 149+1,0 1,56+0,0 96,8+0,6 | 62,5+1,0 450 5+
7. 72 146+0,6 1,8+£0,0 | 214,7+x1,2 | 127,712 986 7+

Tabela Il. Parametry wskaznikowe dla oleju wiesiotkowego z 0,1% dodatkiem PBN
Table Il. Indices for Oenothera oil with 0,1% PBN added

Czas Liczba Obecnos¢
naswietlania Liczba Liczba Liczba ) Wskaznik | aldehydu
L.p. PR anizydy- .
promieniami | jodowa kwasowa Lea Totox epihydry-
nowa
UV (h) nowego
1. 0 157 0,4 | 1,3%x0,0 3,56+0,2 1,8+0,2 16 -
2. 3 156 0,1 1,3+0,0 4,0+£0,2 3,1+0,4 19 -
3. 6 156+0,1 1,3%£0,0 6,0 +0,1 3,2+0,4 27 -
4. 9 156+1,2 1,3%+0,0 6,9 =0,1 3,5+0,3 32 +/-
5. 24 155+1,1 1,4+0,0 | 10,5+0,1 3,6+0,3 46 +
6. 48 155+0,6 1,4+0,0 28,6+0,4 10,8+0,2 133 2+
7. 72 153 +0,5 1,4+0,0 31,6+0,4 17,7+0,5 144 4+
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Tabela lll. Parametry wskaznikowe dla oleju wiesiotkowego z 0,01% dodatkiem PBN
Table lll. Indices for Oenothera oil with 0,01% PBN added

Czas Liczba Obecnos¢
naswietlania Liczba Liczba Liczba ) Wskaznik | aldehydu
L.p. I anizydy- )
promieniami | jodowa kwasowa Lea Totox epihydry-
nowa
UV [h] nowego
1. 0 156+0,5 1,3+0,0 4,4+0,2 1,5+0,2 19 -
2. 3 156=1,5 1,3+0,0 54+0,4 2,7+0,3 24 -
3. 6 156+1,5 1,3+0,0 6,2+0,6 2,9+0,6 28 +/-
4. 9 155+1,3 1,3+0,0 7,6+0,2 3,56+0,8 34 +
5. 24 154+1,5 1,4+0,0 | 10,0+0,8 9,0+0,9 49 2+
6. 48 152+1,3 1,4+0,0 41,4+0,1 17,5+0,4 183 3+
7. 72 149+1,1 1,4+0,0 | 50,8x0,9 | 18,3+x0,4 222 5+

Wraz z uptywem czasu wzrastata liczba nadtlenkéw. Po 72 godz. najwigcej ich
bylo w oleju czystym — L. Lea — 215. W oleju z 0,01% PBN — L. Lea — 51, a w ole-
juz 0,1% PBN — L. Lea — 38. Rowniez liczba anizydynowa, ktdra okresla wtdrne
produkty utleniania, wzrastata w badanych olejach podobnie jak L. Lea. Dla oleju
czystego po 72 godz. L.A. wynosita 128, dla oleju z 0,01 i 0,1% PBN L.A. wy-
nosita 18.

Wartos¢ wskaznika Totox po 72 godz. dla oleju czystego 986, dla 0,01% PBN
— 222, a dla 0,1% zawartosci PBN — 144 $wiadczy o tym, iz PBN jest bardzo ak-
tywnym przeciwutleniaczem juz w stezeniu 0,01%. Aldehyd epihydrynowy w oleju
czystym stwierdzono juz po 3 godz., w oleju z 0,01% PBN po 6 godz., a w oleju
z 0,1% PBN po 9 godz. naswietlania.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze PBN, ktory jako putapka spinowa coraz
czg$ciej stosowany jest w badaniach nad wychwytywaniem rodnikow w komor-
kach, moze znalez¢ zastosowanie jako przeciwutleniacz w zywnosci. Musi to by¢
jednak potwierdzone wieloma badaniami w kierunku toksycznosci i teratogennosci
tego zwiazku.

U. Skolimowska, J. Skolimowski, A. We¢dzisz

DETERMINATION OF THE ANTIOXIDATIVE CHARACTERISTCS
OF a-PHENYL-N-TERT-BUTYL-NITRON (PBN)

Summary

During recent few years, a-phenyl-N-tert-butyl-nitron (PBN) has been extensively used in biological
research as free-radical spin trap. In this work, PBN has been shown to protect Oenothera paradoxa oil
from oxidation at concentrations as low as 0.01%. However, extensive testing of PBN for its possible toxic
and teratogenic effects is necessary to confirm the feasibility of using it as an antioxidant in food.
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