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W pracy oznaczano zawarto$¢ wybranych skladnikow przeciwutleniajqcych
(zwiqzki fenolowe, aminowe, sterole i tokoferole) w najpopularniejszych orze-
chach (ziemnych, wloskich, laskowych i pistacjowych), a takze aktywnos¢ zawie-
rajqcych je ekstraktow wobec rodnikow DPPH oraz nadtlenkow kwasu linolo-
wego. Stwierdzono, ze najwiekszq aktywnos¢ przeciwrodnikowq mialy ekstrakty
zwiqzkow fenolowych (ze szczegdlnym znaczeniem tanin). W efekcie najwickszq
aktywnos$¢ wobec nadltlenkéw kwasu linolowego mialy orzechy wloskie o wyraz-
nie najwiekszej zawartosci tanin.
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przeciwutleniajaca.
Keywords: nuts, tannins, catechins, tocopherols, sterols, proteins, antioxidant activity.

Organizmy wyzsze, wykorzystujac tlen w procesach oddychania komérkowego,
zyskuja bogate zrodlo energii. Niesie to jednak skutki uboczne w postaci wystepo-
wania reaktywnych form tlenu, niebezpiecznych dla sktadnikoéw komoérek niezbed-
nych do ich przezycia i prawidlowego funkcjonowania (kwaséow nukleinowych,
enzymoéw itd.), moze tez inicjowac reakcje oksydacyjne innych substancji, np. nie-
nasyconych kwasow tluszczowych. Organizm zapewnia sobie przetrwanie poprzez
utrzymywanie odpowiedniej rownowagi oksydoredukcyjnej dzigki zarowno mecha-
nizmom enzymatycznym, jak i obecnosci drobnoczasteczkowych przeciwutleniaczy
(1). Wazne jest zatem dostarczanie odpowiedniej ilosci tych zwiazkow z pozywie-
niem. Do bardzo interesujacych z zywieniowego punktu widzenia sktadnikow diety
naleza orzechy, zawierajace wiele substancji aktywnych biologicznie, odzywczych
i nieodzywczych. Dlatego celem niniejszej pracy byto oznaczenie zawartosci tych
zwiazkdw w orzechach, ktore potencjalnie moga wykazywac dziatanie przeciwutle-
niajace oraz okreslenie ich aktywnosci w modelowych uktadach oksydacyjnych.

MATERIAL I METODY

Przeciwutleniacze rozpuszczalne w thuszczach ekstrahowano n-heksanem, zwiaz-
ki fenolowe — 70% acetonem, zas rozpuszczalne w wodzie — 0,05 M buforem fosfo-
ranowym o pH 6,0, wytrzasajac mieszaning zmielonych orzechow i odpowiedniego
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rozpuszczalnika (1:10 m/v) przez 1 h. Ekstrakty uzyskane przy uzyciu acetonu i bu-
foru fosforanowego odttuszczano przy pomocy odpowiednio n-heksanu i chlorofor-
mu, po czym wirowano.

Zawarto$¢ steroli i tokoferoli oznaczano za pomoca chromatografii gazowej sprzg-
zonej ze spektrometrig mas po zmydleniu ekstraktu 2 M KOH w metanolu. Prébke
upochodniano w mieszaninie odczynnika silylujacego i pirydyny, dodawano 1 ml
heksanu i nastrzykiwano na kolumn¢ (ZB-5ms) 1 pl mieszaniny (2). Rozdzielone
substancje identyfikowano przy pomocy bibliotek widm masowych i okreslano ich
zawartos¢ przy pomocy wzorcow (o-tokoferolu i standardu wewnetrznego).

W ekstrakcie acetonowym oznaczono spektrofotometrycznie zawarto$¢ tanin
skondensowanych ogdtem metoda wanilinowa (3) i katechin ogotem (4).

Zawartos$¢ biatka ogdtem w orzechach oraz biatka rozpuszczalnego w buforze fo-
sforanowym oznaczano metodq Kjeldahla stosujac przelicznik azotu na biatko wy-
noszacy 6,25. Masy czasteczkowe i udziat poszczegdlnych frakcji biatek rozpusz-
czalnych oznaczano przy pomocy chromatografii wykluczania w aparacie HPLC.
Zastosowano kolumng¢ Supradex 200 HR 10/30 kalibrowana przy pomocy bialek
o znanych masach czasteczkowych w zakresie 12,5-540 kDa. Do okreslenia objeto-
$ci martwej kolumny zastosowano Blue Dextran (2000 kDa). Detekcj¢ prowadzono
przy 280 nm, a faze ruchoma stanowit 0,05 M bufor fosforanowy o pH 7 zawiera-
jacy 0,15 M NaCl. Masy czasteczkowe okreslano na podstawie réwnania podanego
przez Andrewsa (5).

Zdolnos¢ sktadnikow orzechdéw do dezaktywacji wolnych rodnikéw oznaczono
w stosunku do stabilnych rodnikéw DPPH (6) w chloroformie lub metanolu poprzez
zmieszanie z 1 ml ekstraktu, odpowiednio w heksanie Iub w pozostatych rozpusz-
czalnikach. Po 30 min reakcji mierzono absorbancje probek przy 517 nm. Na pod-
stawie uzyskanych absorbancji obliczano aktywno$¢ przeciwrodnikowa wyrazona
jako procent zdezaktywowanych rodnikow.

Ponadto w pracy zbadano aktywno$¢ wszystkich sktadnikéw poszczegolnych orze-
chéw w ukladzie emulsyjnym, wobec kwasu linolowego poddanemu autooksydacji
katalizowanej dodatkiem hemoglobiny (7). Zawarto$¢ poszczegélnych sktadnikow
o potencjalnym dziataniu przeciwutleniajacym odtwarzano proporcjonalnie w emul-
sji w nastgpujacy sposdb: nawazano 112 mg kwasu linolowego i 50 mg Tween 20,
po czym dodawano ekstrakt przygotowany w 70% acetonie i odpowiednig ilos¢ roz-
tworow a-tokoferolu i B-sitosterolu w n-heksanie. Ten pierwszy byt zdecydowanie
dominujacym zwigzkiem rozpuszczalnym w thuszczach, a przy pomocy dostepnego
standardu a-tokoferolu odwzorowano zawarto$¢ tokoferoli w orzechach. Dodawano je
w postaci standardéw, aby unikna¢ wprowadzania innych sktadnikéw thuszczu suro-
wego (W tym nienasyconych kwasow thuszczowych) ekstrahowanych heksanem. Na-
stepnie rozpuszczalniki odparowywano strumieniem azotu, dodawano 0,05 M bufor
fosforanowy o pH 7 i ekstrakt zwiazkéw rozpuszczalnych w buforze fosforanowym,
po czym catos¢ homogenizowano przy 20500 min™! przez 30 s. Pobierano po 380 pl
emulsji i po dodaniu 20 pl 0,035% roztworu hemoglobiny prowadzono reakcj¢ utle-
niania w 37°C przez 10 min, po czym zatrzymywano ja dodajac 5 ml HCI w etanolu.
Zawartos¢ nadtlenkow oznaczano spektrofotometryczna metoda z tiocyjanianem Zela-
za (=480 nm). Aktywnos¢ wyrazano jako procent zawarto$ci nadtlenkdéw (w stosunku
do prébki kontrolnej), ktérych powstawanie hamowata obecnos$¢ przeciwutleniaczy.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

We wszystkich badanych orzechach wsrdéd analizowanych substancji rozpuszczal-
nych w thuszczach dominowat -sitosterol (tab. I). Sposrod steroli jedynie w orzechu
ziemnym oznaczono takze dziesigciokrotnie mniejsza zawartos$¢ stigmasterolu. Wy-
kazano takze obecnos¢ tokoferoli (a- lub y-), ktérych zawartos¢ byta na podobnym
do stigmasterolu rzedzie wielko$ci. Bardzo wyréwnany byt poziom katechin w ba-
danych orzechach, z kolei zawartos¢ tanin skondensowanych roznita si¢ znacznie
w poszczegolnych probkach — od 0,003 (ziemne) do 5,4% s.m. (wtoskie). Anali-
zowane orzechy byty bogate w biatko (24-33% s.m.), lecz jego rozpuszczalnosé
byta bardzo zréznicowana — od 5-6% (wtoskie, ziemne) do 35% (laskowe). Byto to
spowodowane faktem, ze w przypadku tych pierwszych ekstrakcji ulegaty prawie
wylacznie polipeptydy, a wchodzace w ich sktad biatka nie byly (z jednym wyjat-
kiem) rozpuszczalne w zastosowanych warunkach (tab. IT). W orzechach laskowych
1 pistacjowych wyraznie zaznaczata si¢ obecnos¢ frakcji bialkowych, takze duzych
biatek o masach kilkuset kDa oraz — cho¢ w bardzo niewielkiej ilosci — bardzo du-
zych biatek wykluczanych z poréw kolumny. W badanych ekstraktach wystepowata
takze bardzo niewielka ilo§¢ obu form witaminy C (oznaczenie HPLC — ponizej
granicy oznaczalnosci).

Tabela |. Zawarto$¢ zwigzkéw przeciwutleniajgcych w badanych orzechach (3-s — p-sitosterol, st — stigmasterol,
o-t — a-tokoferol, y-t — y-tokoferol)

Table I. Content of antioxidant substances in studied nuts

) Rodzaj orzechéw
Oznaczenie
ziemne laskowe pistacjowe wioskie
1506 B-s | 133+3B-s | 410x15B-s | 158+3 B-s
Sktad frakcji niezmydl. sie lipidow 15+1 st
(mg/100 g s.m.) 9=+0 o-t 35+5 o-t
9+1 vt 22+3 vyt
Taniny ogétem 320 935+23 406235 | 5415%152
(mg/100 g s.m.)
Katechiny ogotem 1618 205+7 157+5 157+7
(mg/100 g s.m.)
Biatko ogotem 32,8+0,2 27,8207 27,5+0,4 23,6+0,1
(9/100 g s.m.)
Biatko rozpuszezalne 20400 9,8+0,2 6,2+0,1 1,120,0
(9/100 g s.m.)

Aktywnos¢ przeciwrodnikowa ekstraktow heksanowych byla bardzo podobna
w przypadku orzechdéw laskowych i wloskich, a prawie nie wystepowata w ekstrak-
cie orzechow ziemnych (tab. III). Jest ona najwyrazniej przede wszystkim powigza-
na z wystgpowaniem tokoferoli, a w mniejszym stopniu zalezy od zawartosci steroli
(przede wszystkim B-sitosterolu). W badaniach ekstraktow przeciwutleniaczy ami-
nowych (w buforze fosforanowym) jedynie orzechy ziemne okazaty si¢ zrédiem
aktywnych wobec rodnikéw zwiazkéw rozpuszczalnych. Ta aktywnos¢ nie byla
uzalezniona od zawartosci azotu w ekstrakcie (ekstrakt orzechow pistacjowych za-
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Tabela Il. Sktad rozpuszczalnych frakcji biatek i polipeptydow
Table Il. Composition of soluble fractions of proteins and peptides

Orzechy ziemne | Orzechy laskowe Qrze_chy Orzechy wioskie
pistacjowe
Rodzaj frakciji o o o o
(o] o (o] o
(kDa) udziatu (kDa) udziatu (kDa) udziatu (kDa) udziatu
Frakcje wykluczane - n.w.* - 11 - 0,6 - n.w.
17,7 10,3 ~800 1,6 ~700 2,4 49,6 0,7
10,2 2,4 330 56,2 292 18,2 - -
Biatka
_ - 138 3,3 15,5 13,5 - -
- - 11,7 9,9 - - - -
~3,5 16,9 ~41 16,3 ~4 50,1 ~4,5 99,3
Peptvd ~1,8 70,4 ~1,8 8,0 ~1,8 13,9 - -
e
ey - - ~0,4 1,1 ~0,1 1,4 - -
- ~0,2 25 - - - -

* n.w. — nie wykryto

Tabela lll. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca badanych sktadnikow orzechow
Table lll. Antioxidant activity of the studied ingredients of nuts

Aktywno$¢ wobec DPPH* (%) Aktywno$¢ wobec
Rodzaj orzechow ekstrakcja ekstrakcja 70% ekstrakcja nadtlenkow
heksanem acetonem buforem (%)
Ziemne 3,3x1,1 8,2+0,2 13,2+0,5 40,8+2,6
Laskowe 12,1+1,3 15,3+0,3 n-0.* 36,6+4,8
Pistacjowe 8,0+0,1 7,9+0,3 1,8+0,8 45,3+2,9
Wioskie 11,9+0,9 7,9+0,4 3,514 75,8=1,1

* n-o0. — nieoznaczalne

wieral go trzykrotnie wigcej), ani od formy jego wystepowania (biatkowej lub pep-
tydowej — ekstrakt orzechow wloskich zawierat prawie wylacznie azot niebiatkowy,
a pistacjowych wieksze niz ziemnych zawartosci frakcji biatkowych). Z danych li-
teraturowych wiadomo, ze zardwno sktad aminokwasowy, jak i sekwencja amino-
kwaséw majq tu kluczowe znaczenie (8), a biatka roslin straczkowych (do ktérych
naleza orzechy ziemne) sa znane ze swoich dobrych wlasciwosci przeciwutleniaja-
cych (9). W bardzo bogatym w azot ekstrakcie orzechow laskowych (ze znacznie
przewazajacymi frakcjami biatkowymi i szczegolnie duzym udziale frakcji wielko-
czasteczkowej o masie 330 kDa) nie udato si¢ oznaczy¢ aktywnosci przeciwrodni-
kowej ze wzgledu na wytracanie si¢ biatek w warunkach oznaczenia. Zdecydowa-
nie wyrdzniajaca si¢ aktywnoscia charakteryzowaly si¢ ekstrakty przeciwutleniaczy
fenolowych (ekstrahowane 70% acetonem), zawierajace m.in. taniny i katechiny.
Uzyskane wartosci lezaly w granicach 8-15%, lecz ekstrakty w celu uzyskania ak-
tywnosci porownywalnych z pozostalymi zostaty rozcienczone: 10-krotnie w przy-
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padku orzechéw ziemnych i laskowych, 200-krotnie pistacji, a orzechoéw wioskich
— 2500-krotnie. Te réznice wynikaly przede wszystkim z niejednakowej zawarto-
$ci tanin, przy wyrownanym poziomie katechin. Obecnos¢ frakcji tych zwiazkow
o roznej aktywnosci oraz mozliwe wystgpowanie innych niz oznaczone substancji
przeciwutleniajacych spowodowaty, ze zaobserwowane aktywnosci nie sg catkiem
proporcjonalne do zawartosci tanin w ekstraktach.

Duza zawartos$¢ tanin byla takze najprawdopodobniej przyczyna najwigkszej ak-
tywnosci potaczonych przeciwutleniaczy orzechéw wloskich wobec kwasu linolo-
wego poddanego utlenianiu w uktadzie emulsyjnym w pewnym stopniu odtwarzaja-
cym warunki panujace w organizmie cztowieka (oznaczenie powstajacych nadtlen-
kéw, tab. III). W tym uktadzie roznice w aktywnosci nie byly juz jednak tak duze,
a pozostate probki wykazaty podobne dziatanie (aktywno$¢é w granicach 37—45%).

R. Wotosiak, G. Gtowacka, D. Derewiaka, M. Piecyk,
B. Druzynska, E. Worobiej

ANTIOXIDANT CONSTITUENTS OF CHOSEN NUTS

Summary

Chosen antioxidants content (amine and phenolic compounds, sterols and tocopherols) in popular nuts
(peanuts, hazelnuts, walnuts, pistachio) and the activity of their extracts against DPPH radicals and li-
noleic acid peroxides were determined in the study. It was stated that the highest antiradical activity
exhibited phenolic compounds (with special importance of tannins). As a consequence the highest activity
against linoleic acid peroxides was observed in case of walnuts, of clearly highest tannin content.
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