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OZNACZANYCH Z ZASTOSOWANIEM METODY
WSKAZNIKA PURPURY BROMOKREZOLOWEJ (BCPI)

Streszczenie

Zbadano wptyw promieniowania mikrofalowego na aktywnos$é neurotoksyny ledzwianu siewnego
oznaczanej jako kwas PB-N-oxalyl-L-a-B-diaminopropionowy - BOAA). Zweryfikowano hipoteze
wskazujgcg na mozliwosé zastosowania wskaznika purpury bromokrezolowej (BCPI) jako sposobu
oceny aktywnosci tej neurotoksyny. Proby ledzwianu siewnego odmiany Krab (o masie 50g), ktére
zastosowano w badaniach, przygotowano kazdorazowo poprzez naswietlenie nie rozdrobnionych
nasion w komorze roboczej kuchenki mikrofalowej. Zastosowano dziesie¢ wariantéw intensywnosci
ogrzewania, w ktérych kazdemu z trzech pozioméw mocy promieniowania /350, 500 lub 650 W/
odpowiadaly trzy czasy ogrzewania /60, 120 lub 180 s/, za$ jedng z préb pozostawiono bez obrébki
termicznej.

Duza wspoéizaleznos¢ wynikéw uzyskanych metodami BCPI i BOAA (wspdtczynnik korelacji r =
0,89), oraz wysokie wspotczynniki dopasowania (RZ) réwnann regresji BOAA = f(BCPI) do danych
doswiadczalnych wskazujg na znaczgcg wiarygodnos$¢ operacji wzajemnego przeliczania wynikéw
uzyskanych tymi metodami dla mikronizowanych nasion ledzwianu siewnego.

Stowa kluczowe : ledzwian siewny, neurotoksyna, wskaznik purpury bromokrezolowej, réwnanie
regresji

Wstep

Aktywnos$¢ neurotoksyny BOAA (kwasu B-N-oxalyl-L-a-B-diaminopropionowego) stanowi
jeden z wazniejszych czynnikbw przeciwzywieniowych ograniczajgcych wykorzystanie
nasion ledzwianu siewnego jako skfadnika pozywienia lub paszy. Skutecznym sposobem
wyeliminowania lub ograniczenia oddziatywania tej neurotoksyny na organizm konsumenta
sg rézne formy i sposoby ogrzewania nasion, ktére ponadto przyczyniajg sie do istotnego
wzrostu przyswajalnosci sktadnikow pokarmowych oraz poprawy reologicznych wiasciwosci
produktu [Grela i wsp. 1997]. Dlatego linie technologiczne mikrofalowego ogrzewania, tgczac
w sobie niewielkie wymagania techniczno-technologiczne ze skutecznoscig i wysokg
wydajnoscia, mogg stanowic jedng z wazniejszych, przemystowych form obrobki termicznej
nasion ledzwianu siewnego.

Proces mikronizacji prowadzony w praktyce produkcyjnej przemystowego przetwérstwa
nasion, podlega czesto zaktdceniom pozostajagcym poza kontrolg personelu obstugujgcego
linie, co przyczynia sie do zaburzenia parametrow procesu produkcyjnego i moze skutkowac
obnizeniem wartosci odzywczej uzyskiwanych produktéw. Dlatego utrzymanie odpowiednigj
jakosci przetworow otrzymywanych z nasion ledzwianu siewnego wymaga wiasciwego
doboru intensywnosci ogrzewania, ktory powinien by¢ wspomagany odpowiednim systemem
kontroli jakosci uzyskiwanych produktéw. Wykorzystanie w tym celu dotychczas
stosowanych metod, ktorych dzialanie oparte jest najczesciej na okresleniu aktywnosci
wybranych czynnikéw przeciwzywieniowych (tj. np. neurotoksycznego — BOAA), z powodu
duzej komplikacji procedury analitycznej oraz znacznej czasochtonnosci, napotyka na duze
trudnosci [Briggs i wsp. 1983].
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Cel badan

Celem podjetych badan bylo sprawdzenie przydatnosci wskaznika purpury bromokrezolowej
(BCPI), jako nowego sposobu oceny dezaktywacji neurotoksyny (BOAA) w mikronizowanych
nasionach ledzwianu siewnego.

Materiaty i metody

Do badan przygotowano nasiona ledzwianu siewnego odmiany Krab. Masa tysigca nasion
(MTN) wynosita 180,40 g.

Odpowiada to grupie srednionasiennej zgodnie z powszechnie przyjetym zaszeregowaniem
tych nasion [Dziamba 1997]. Cze$¢ nasion wyodrebniono i pozostawiono bez obrébki
termicznej nazywajac je surowymi.

Proby surowych nasion zawieraly (srednio) 87,91% suchej masy, oraz (w przeliczeniu na
nig) 26,90% biatka ogolnego i 1,32% tluszczu surowego. Mase tysigca nasion, zawartosc
biatka ogdlnego, tluszczu surowego oraz suchg mase oznaczono zgodnie z zalecanymi w
Polsce normami, przeprowadzajac dla kazdego z tych badan trzy niezalezne powtoérzenia.
Pozostate nasiona podzielono na 9 prob o masie 50g kazda, przeniesiono do szklanych
menzurek o objetosci 250 mL, aby nastepnie (oddzielnie, kazdg z nich) umiesci¢ w srodku
geometrycznym komory roboczej kuchenki mikrofalowej Whirpool — Vip 20 i poddac
mikronizacji promieniowaniem elektromagnetycznym o czestotliwosci 2450 (*50) MHz w
warunkach jednego z dziewieciu wariantdw intensywnosci ogrzewania, w ktérych kazdemu z
trzech poziomoéw mocy promieniowania (350, 500 lub 650 W) odpowiadajg trzy czasy
obrobki termicznej (60, 120 lub 180 s). Dla kazdej z tych prob przeprowadzono (w trzech
niezaleznych powtorzeniach) badania: aktywnosci neurotoksyny (BOAA) [Briggs i wsp.
1983], oraz wskaznika purpury bromokrezolowej (BCPI) [Szmigielski 2004]. Wyniki analiz
opracowano statystycznie obliczajgc wspoétczynniki korelacji pomiedzy badanymi cechami
(ocena wspotzaleznosci metod BOAA i BCPI). Algorytm umozliwiajgcy wzajemne
przeliczenie wynikébw (regresja /BOAA = f(BCPI)/) opracowano wykorzystujac
oprogramowanie komputerowe Microsoft Graph. Weryfikacje poprawnosci tego réwnania
dokonano metoda najmniejszych kwadratdw uzyskujac wspoétczynnik —determinacji
(dopasowania - R?).

Wyniki i dyskusja

Aktywnos¢ neurotoksyn w surowych nasionach ledzwianu siewnego (polskiej odmiany Krab
tabela 1) ksztaltowata sie na stosunkowo niskim poziomie (2,59 mg/gsm. — tj. ok. 0,26%) i
byta zblizona do wynikow uzyskanych przez Briggs’a i wsp. (0,64 - 2,01 mg/gsm. tj. ok. 0,064
—0,20%) (1983) oraz Desphande’a i Campbell'a (srednio 2,95 mg/g tj. ok. 0,30%) (1992), dla
odmian uprawianych w Kanadzie, a takze Greli i wsp. (1997) w badaniu drobnonasiennej,
polskiej odmiany o nieznanej nazwie (0,90 mg/gsm. tj. 0,09%).
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Tab. 1. Aktywnos¢ neurotoksyn (BOAA)[Mg/gsm] mikronizowanych prob nasion ledzwianu
siewnego odmiany Krab
Table 1. Neurotoxin activity (BOAA) (mg/g DM) in samples of everlasting pea seeds

Rodzaj obrobki Parametry obrébki termicznej
termicznej

Moc promieniowania [W] Czas obrébki termicznej [s]

60 120 180

Mikronizacja 350 215%025 |1,41°0,23] 1,20%0,12
(11,63) (16,31) (10,00)

500 1,86 0,28 [1,20*0,19| 0,82 0,23
(15,05) (15,83) (28,05)

650 1,52%0,31 [0,97*0,15| 0,75* 0,24
(20,39) (15,46) (32,00)

Kontrola 2,5970,16
(6,18)

W nawiasach - ('), zamieszczono wspoétczynniki zmiennosci uzyskanych wynikow [% sredniej]

Na tak niski poziom aktywnosci neurotoksyn w nasionach ledzwianu siewnego odmiany
Krab wptynela zapewne jej wlasciwa selekcja na etapie hodowli, a takze prawdopodobnie,
czynniki klimatyczne i agrotechniczne w czasie wegetacji roslin oraz dojrzewania nasion.
Wyniki, dotyczace aktywnosci neurotoksyn w surowych nasionach ledzwianu siewnego
pochodzacych z upraw w strefie klimatu umiarkowanego, sg srednio co najmniej dwukrotnie
mniejsze w poréwnaniu do najwyzszego rejestrowanego poziomu tego czynnika
przeciwzywieniowego w sSwiatowej populacji (np. 5,89 mg/gs, dla niektérych odmian
syryjskich - Aletor i wsp. 1994). Nalezy zauwazy¢, ze kliniczne objawy chorobowe zwane
latyryzmem powoduje monotonna dieta, zawierajgca w gidwnej mierze produkty
zywnosciowe, o zawartosci BOAA szacowanej na co najmniej 0,1% (Roy i Narasinga Rao
1968 - za Quereshi i wsp. 1977).

Mikronizacja préb spowodowata obnizenie aktywnosci neurotoksyn, tym skuteczniejsze im
wieksza byta intensywnosc¢ ogrzewania nasion (tabela 1). Przy czym wariant o najwiekszej
intensywnosci obrébki termicznej (650W przez 180s) spowodowat najwiekszy, 71% spadek
aktywnosci BOAA, co wskazuje na duzg skutecznos¢ obrdbki mikrofalowej w poréwnaniu do
ekstruzji (spadek aktywnosci neurotoksycznej o ok. 36% - Grela i wsp. 1997) lub
autoklawowania (spadek aktywnosci neurotoksycznej o ok. 55% na skutek 120 minutowe;j
obrébki termicznej w temperaturze 121°C - Rotter i wsp. 1990).

Nalezy jednak zauwazy¢, ze wraz z obnizeniem poziomu neurotoksycznosci prob
wywotanym wzrastajgcg intensywnoscig ogrzewania nasion i spadkiem wartosci mierzonej,
obnizeniu ulega precyzja oznaczen wykonanych metodg BOAA, co uwidacznia sie poprzez
zwiekszenie wspoétczynnika zmiennosci pomiaréw (od 6,18% dla oznaczen dotyczacych
proby surowej do 32% w badaniu préb o maksymalnej intensywnosci obrobki termicznej -
tabela 1).
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Tabela 2. Wskaznik purpury bromokrezolowej (BCPI) mikronizowanych préb nasion
ledzwianu siewnego odmiany Krab [Mg/gbiaka w s.m.]
Table 2. Bromocresol purple index (BCPI) of micrnized everlasting pea seed samples (mg/g

rotein in DM)
Rodzaj Parametry obrobki termicznej
obrébki
termicznej
Moc promieniowania [W] Czas obrébki termicznej [s]
60 120 180
Mikronizacja 350 51,19°8,25 | 60,93°8,29 | 68,76~ 4,28
(16,12) (13,61) (6,22)
500 77,57 12,01 | 92,79 11,19 {101,39 * 19,58
(15,48) (12,086) (19,31)
650 88,44%12,86 | 97,27 * 10,21 {116,80 * 15,04
(14,54) (10,50) (12,88)
Kontrola 48,93* 3,16
(6,46)

W nawiasach - (), zamieszczono wspétczynniki zmiennosci uzyskanych wynikOw [% sredniej]

Mikronizacja nasion ledzwianu siewnego spowodowala zwiekszenie wartosci BCPI w miare
wzrostu intensywnosci ogrzewania nasion, przy czym, w odr6znieniu od o0znaczen
wykonanych metodg BOAA, wyniki charakteryzujg sie zblizong, stosunkowo wysoka precyzjg
(wspotczynniki zmiennosci, zarobwno w odniesieniu do proby surowej, jak i préb intensywnie
ogrzewanych, ksztaltujg sie na podobnym, poziomie, nie przekraczajac 20% — tabela 2).
Wysoki wspoétczynnik korelacji pomiedzy danymi doswiadczalnymi (uzyskanymi poprzez
zastosowanie metod BCPI i BOAA) wskazuje na duzg ich wspéizaleznosé (tab. 1), oraz
uzasadnia wzajemne przeliczanie wynikéw tych analiz.

Podobne wyniki (tj. wysokie wspotczynniki korelacji pomiedzy BCPI oraz innymi metodami
analitycznymi) uzyskali rowniez: Szmigielski [2004], Szmigielski [2002], Szmigielski i Matyka
[2002] oraz Szmigielski i Matyka [2004], w badaniach aktywnosci antytrypsynowej (TIA),
wspotczynnika dyspersiji biatka (PDI) i wskaznika czerwieni krezolowej dla nasion soi fasoli i
ledZwianu siewnego.

Hipotetyczne rownania regresji (tabela 3) charakteryzujg sie wysokimi wspoétczynnikami
determinacji (zblizonymi do 80% - tabela 3) co wskazuje na duzg wiarygodnos¢ operacji
wzajemnego przeliczania wynikdw uzyskanych metodami BCPI i BOAA. Umozliwia to
zastgpienie pracochtonnej i czasochfonnej metody BOAA przez prosty i zarazem szybki test
BCPI
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Tab. 3. Aktywnos¢ neurotoksyny BOAA w funkcji wskaznika purpury bromokrezolowej BCPI
(dla mikronizowanych nasion ledzwianu siewnego odmiany Krab)
Table 3. Neurotoxin activity BOAA in function of bromocresol purple index BCPI got
micronized seeds of everlasting pea, Krab cultivar

Zmienn |Zmienna |Wspoiczyn T \r/1\|/ks pofczyn
a niezalezn [nik korelacjj " gvsnania Posta¢ rownania determinacj
zalezna |a (n i (R?)[%]
Logarytmic |BOAA =-0,7352Ln(BCPI) + 2,56 81,52
BOAA |BCPI 0,89 zne
Wykiadnicz [BOAA = 2,6132¢%2H1EP) 81,11
e
Wielomiano |[BOAA = 0,0109(BCPI)* — 0,2922(BCPI)|78,24
we + 2,63
Potegowe |BOAA = 2,7978(BCPI)** 76,62
Liniowe BOAA =-0,1722(BCPI) + 2,39 76,28
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EFFECT OF MICRONIZATROION ON THE ACTIVITY OF EVERLA STING PEA
NEUROTOXIN DETERMINED BY USING IF BROMOCRESOL PURPL E INDEX
(BCPI)
Summary

Effect of microwave radiation on the activity of ever-lasting pea (Lathyrus latifolius)
neurotoxin, designated as B-N-oxalyl-La-f diaminopropionic acid (BOAA), was studied. A
hypothesis suggestion the possibility of using bromocresol purple index (BCPI) as a method
to evaluate the activity of this toxin was verified. Samples of the everlasting pea, Krab
cultivar, 50 g in weight, used in tests were prepared each time by irradiation of whole seeds
inside a chamber of microwave oven. Ten variants of heating intensity were applied: at each
of three radiation power levels (350, 500, 650 W), three times of heating were used (60, 120,
180 s), whereas one sample left without any heat treatment. Strong interrelation of the
results obtained by BCPI and BOAA methods (correlation coefficient r=0.89) as well as high
matching coefficients (R?) and regression equations BOAA=f(BCPI) to experimental data,
showed a significant reliability of methods for micronized everlasting pea seeds.

Key words: everlasting pea, neurotoxin, bromocresol purple index, regression equation
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