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Rypsidljyn (Brassica rapa) ja rypsirouheen fenolisia yhdisteitd ja niiden erilaisia bioaktiivisuuksia
tutkittiin Tekes-rahoitteisessa "Elintarvikkeet ja terveys” —teknologiaohjelman hankkeessa. Rypsi,
erddt marjat sekd mannynkuori valikoituivat n. 100  tutkitun kasvimateriaalin joukosta
jatkotutkimuksiin. Rypsin fenolisten yhdisteiden osalta bioaktiivisten ominaisuuksien tutkiminen
keskittyi wvaikutuksiin antioksidanttina, mutta my6s antimikrobisia vaikutuksia, tulehduksen
estovaikutuksia sekd antimutageenisia vaikutuksia tutkittiin yhteistydssa muiden tutkimusryhmien
kanssa. Tutkimuksessa selvitettiin erilaisten eristystekniikoiden vaikututusta rypsin fenolisten
yhdisteiden talteenottoon sek& rypsirouheen ja erilaisten rypsista eristettyjen uutteiden soveltuvuutta
elintarvikkeiden, kuten lihatuotteiden, raaka-aineeksi.

Rypsin fenolisten yhdisteiden pitoisuudet mééritettiin HPLC-menetelmalld rypsirouheesta ja
erilaisista rypsioljyistd, joista osa oli kaupallisia 6ljyjé ja osa raakadljyjé rypsioljyn valmistuksen eri
vaiheista. Rypsirouhe eli rypsiéljyn puristuksen sivutuote, sisélsi runsaasti fenolisia yhdisteita.
Oljyssa naita yhdisteita oli huomattavasti vihemman eli padosa fenolisista yhdisteista jaa rouheeseen
Oljynpuristuksen yhteydessa. Rypsirouheen ja raakadljyn fenoliset yhdisteet ovat osittain erilaisia,
mika johtuu siitd, ettd puristettaessa rypsinsiemenistda 6ljya korkeassa lampdtilassa ja paineessa
tapahtuu yhdisteissé@ rakenteellisia muutoksia. Erds télla tavoin muuntuneista yhdisteistd on
vinyylisyringoli, joka syntyy sinappihaposta. Vinyylisyringoli on raakadljyn yleisin fenolinen yhdiste,
jota ei endd ole kaupallisessa puhdistetussa rypsioljyssa. Rypsirouheessa on eniten sinapiinia, joka on
sinappihapon  koliiniesteri ja sinappihappoa. Tutkimuksen erds tavoite oli kehittdd sellainen
tekniikka, jonka avulla rypsin fenoliset yhdisteet voidaan eristad rypsirouheesta ilman haitallisia
liuottimia. Fenoliset yhdisteet eristettiin mm. kayttamalld kuumaa vettd tai entsyymejd, kuten
ferulahappoesteraasia. Nama menetelmat osoittautuivat l&hes yhta tehokkaiksi kuin rypsin fenolisten
yhdisteiden eristdmisessa perinteisesti kdytetty veden ja metanolin seos.

Eri tavoilla eristettyjen rypsin fenolisten uutteiden bioaktiivisia vaikutuksia tutkittiin erilaisissa
olosuhteissa, jotka mallinsivat elintarvikkeita tai ihmisen soluja. Kaikki tutkitut rypsin uutteet estivét
tehokkaasti ihmisen verestd eristetyn lipoproteiinin (LDL) sekd myos fosfatidyylikoliinista
rakentuneen liposomi-membraanin  hapettumista eli ne toimivat tehokkaina antioksidantteina.
Rypsinsiemenisté jalkipuristustekniikalla saadusta raakadljysté eristetty fenolisia yhdisteitd siséltava
uute toimi myods tehokkaana radikaalinsieppaajana (DPPH-testi). Rypsin fenoliset yhdisteet
paransivat myds kypsennetyn jauhelihan séilymistd estamalla lihan harskiintymistd. Rypsirouhe oli
my0s sellaisenaan tehokas lihatuotteen antioksidantti, joskin rouhe siséltdd fenolisten yhdisteiden
lisdksi myds monia muita ainesosia, kuten valkuaisaineita, joilla saattoi myds olla edullinen vaikutus
lihan sdilyvyyteen. Rypsin raakadljysta eristetty uute vaikutti myds erédiden elimistéssé tulehduksien
yhteydessa muodostuvien tulehdusvélittdjéaineiden, prostaglandiinin ja typpioksidin syntymiseen eli
silla todettiin olevan tulehduksia estévid vaikutuksia. Rypsistd eristetyt fenoliset aineet eivét
osoittautuneet myrkyllisiksi eikd niiden myo6skéan todettu lisddvan kasvaimien muodostumista,
painvastoin, esim. vinyylisyringolilla saattaa olla kasvainten muodostumista ehkéisevdd vaikutusta.
Tutkimuksessa saadut tulokset ovat siten lupaavia ajatellen mahdollisia hy6tyja terveysvaikutteisten
elintarvikkeiden tai ladkkeiden ja kosmetiikkatuotteiden kehitystydssa.
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Johdanto

Rypsidljyn (Brassica rapa) ja rypsirouheen fenolisia yhdisteitd ja niiden erilaisia bioaktiivisuuksia
tutkittiin Tekes-rahoitteisessa "Elintarvikkeet ja terveys” —teknologiaohjelman hankkeessa. Rypsi,
erddt marjat sekd mannynkuori valikoituivat n. 100  tutkitun kasvimateriaalin joukosta
jatkotutkimuksiin. Rypsin fenolisten yhdisteiden osalta bioaktiivisten ominaisuuksien tutkiminen
keskittyi wvaikutuksiin antioksidanttina, mutta my6s antimikrobisia vaikutuksia, tulehduksen
estovaikutuksia sekd antimutageenisia vaikutuksia tutkittiin yhteistydssa muiden tutkimusryhmien
kanssa. Tutkimuksessa selvitettiin erilaisten eristystekniikoiden vaikututusta rypsin fenolisten
yhdisteiden talteenottoon sek& rypsirouheen ja erilaisten rypsista eristettyjen uutteiden soveltuvuutta
elintarvikkeiden, kuten lihatuotteiden, raaka-aineeksi.

Aineisto ja menetelmat

Rypsin fenolisten yhdisteiden pitoisuudet maédritettiin  HPLC-menetelmalld (Koski ym. 2003)
rypsirouheesta ja erilaisista rypsioljyistd, joista osa oli kaupallisia 6ljyja ja osa raaka6ljyja rypsioljyn
valmistuksen eri vaiheista. Kokonaisfenolipitoisuus madritettiin spektrofotometrisesti Folin-
Ciocalteau —menetelmalld. Fenoliset yhdisteet eristettiin mm. kayttdmalla kuumaa vettd tai erilaisia
entsyymeja (ferulahappoesteraasi, esteraasi, Viscozyme, Ultraflo, Celluclast). Eri tavoilla eristettyjen
rypsin fenolisten uutteiden bioaktiivisia vaikutuksia tutkittiin olosuhteissa, jotka mallinsivat joko
elintarvikkeita tai ihmisen soluja. Antioksidanttivaikutusta tutkittin sek& ihmisen verestd eristetyn
lipoproteiinin (LDL) ettd fosfatidyylikoliinista rakentuneen liposomi-membraanin hapettumisen
estdjand. Teoreettista kykya toimia vapaiden radikaalien sieppaajana tutkittiin DPPH-testilla.
Elintarvikesovelluksena tutkittiin rypsin fenolisten yhdisteiden kykyd parantaa kypsennetyn
jauhelihan sdilymistd estamalla lihan héarskiintymistd. Antimikrobisia vaikutuksia erilaisten ihmisen
suolistobakteerien (K.oxytoca, S. typhimurium, L. Acidophilus, L. crispatus, E.coli ja P. mirabilis) )
kasvunestdjind, tulehduksen estovaikutuksia COX, —vilitteisissd reaktioissa sekd antimutageenisia
vaikutuksia tutkittiin yhteistydssa muiden tutkimusryhmien kanssa. Tutkimusmenetelmét on
tarkemmin kuvattu véitoskirjatydssa (Vuorela 2005) seké julkaisuissa (Muorela ym. 2003, Vuorela
ym. 2004, Vuorela ym. 2005a ja Vuorela ym. 2005b)

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Rypsin fenolisten yhdisteiden pitoisuudet maaritettiin rypsirouheesta ja erilaisista rypsifljyistd, joista
osa oli kaupallisia dljyja ja osa raakadljyja rypsioljyn valmistuksen eri vaiheista (Kuva 1 ja Taulukko
1). Rypsirouhe eli rypsiéljyn puristuksen sivutuote, sisalsi runsaasti fenolisia yhdisteita. Oljyssa naita
yhdisteitd oli huomattavasti védhemman eli padosa fenolisista yhdisteistd jd4 rouheeseen
oljynpuristuksen yhteydessa. Rypsirouheen ja raakadljyn fenoliset yhdisteet ovat osittain erilaisia, mika
johtuu siitd, ettd puristettaessa rypsinsiemenista 6ljyd korkeassa lampdtilassa ja paineessa tapahtuu
yhdisteissa rakenteellisia muutoksia. Eréds t&ll4 tavoin muuntuneista yhdisteistd on vinyylisyringoli,
joka syntyy sinappihaposta. Vinyylisyringoli on raakadljyn yleisin fenolinen yhdiste, jota ei enaa ole
kaupallisessa puhdistetussa rypsitljyssd. Rypsirouheessa on eniten sinapiinia, joka on sinappihapon
koliiniesteri ja sinappihappoa. Tutkimuksen erds tavoite oli kehittdd sellainen tekniikka, jonka avulla
rypsin fenoliset yhdisteet voidaan eristaa rypsirouheesta ilman haitallisia liuottimia. Fenoliset yhdisteet
eristettiin - mm. kayttdmalld kuumaa vettd tai entsyymejd, kuten ferulahappoesteraasia. Nama
menetelmét osoittautuivat l&hes yhtd tehokkaiksi kuin rypsin fenolisten yhdisteiden eristdmisessé
perinteisesti kaytetty veden ja metanolin seos (Kuva 2) .
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Kuva 1. Jalkipuristetun kasittelemattoman rypsidljyn fenolisten yhdisteiden HPLC-analyysi:
a) sinapiini ja sinappihappo, b) vinyylisyringoli (Vuorela ym. 2003).

Taulukko 1. Sinapiinin, sinappihapon, vinyylisyringolin ja kokonaisfenolien maara (ug/g SAE) rypsirouheessa
seka eri tavoin prosessoiduissa rypsioljyissa (Vuorela ym. 2003).

Sinappi- Vinyyli- Kokonais-

Sinapiini happo syringoli Yhteensd fenolit
Rouhe 5048 454 - 5502 11183
Oljy 1 0 0 0 0 0
Oljy 22 0 0 0 0 25
Post® 19 16 244 279 439
Pre* 4 4 4 12 25
Sdg® 0 7 47 54 82

1), 2) kaupallinen rypsiéljy 3), jalkipuristettu kasittelematon rypsioljy, 4) kasittelematon rypsioljy
ja 5) "superdegummed” rypsidljy

NaOH 4 M, 4h : ‘
Ferulihappoesteraasi 0,1%, 4 ' ‘ ‘ ‘ ‘ 167
Ultraflo L 0,05%, 4 1 ‘ ‘ ‘ ‘ 194
Celluclast 0,05%, 4 f;_‘_"l 42
Esteraasi 75 U/ml, 4 f 20

Viscozyme L 0,1%, 4 H] 1)
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Kuva 2. Vapautuneen sinappihapon méaara (%) eristettiessa rypsirouheen fenolisia yhdisteita eri tekniikoin:
emashydrolyysi (NaOH) ja entsymaattiset kasittelyt (Vuorela ym. 2004).

Eri tavoilla eristettyjen rypsin fenolisten uutteiden bioaktiivisia vaikutuksia tutkittiin erilaisissa
olosuhteissa, jotka mallinsivat elintarvikkeita tai ihmisen soluja. Kaikki tutkitut rypsin uutteet estivéat
tehokkaasti ihmisen verestd eristetyn lipoproteiinin (LDL) sekda myods fosfatidyylikoliinista
rakentuneen liposomi-membraanin  hapettumista eli ne toimivat tehokkaina antioksidantteina
(taulukko 2). Rypsinsiemenista jalkipuristustekniikalla saadusta raakadljystd eristetty fenolisia
yhdisteita siséltava uute toimi myos tehokkaana radikaalinsieppaajana (DPPH-testi). Rypsin fenoliset
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Taulukko 2. Eri tekniikoin eristettyjen rypsirouheen fenolisten yhdisteiden antioksidanttivaikutus (%,
heksanaalin muodostumisen inhibitio) liposomi-membraanin ja LDL-partikkelin hapettumisen estajina
(Vuorela ym. 2004).

Eristysmenetelméa Liposomi (8,4 ug/ml) LDL (4,2 pg/ml)
70 % metanoli vedessé 99,3+ 0,07 94,8 +2,48
70 % etanoli vedessa 99,4 + 0,05 96,3+ 0,33
Kuuma vesi 98,4 + 0,26 93,0+ 3,24
Ferulahappoesteraasi 97,6 £ 0,16 97,8+ 0,45

yhdisteet paransivat myods kypsennetyn jauhelihan séilymistd estdmalla lihan hérskiintymista
(Muorela ym. 2005b). Rypsirouhe oli myds sellaisenaan tehokas lihatuotteen antioksidantti, joskin
rouhe sisaltaa fenolisten yhdisteiden lisaksi my6s monia muita ainesosia, kuten valkuaisaineita, joilla
saattoi myos olla edullinen vaikutus lihan sailyvyyteen. Rypsin raakadljysta eristetty uute vaikutti
myos erdiden elimistdssa tulehduksien yhteydessdé muodostuvien tulehdusvalittdjaaineiden,
prostaglandiinin ja typpioksidin syntymiseen eli silla todettiin olevan tulehduksia estavia vaikutuksia
(Vuorela ym. 2005a). Rypsisté eristetyt fenoliset aineet eivat osoittautuneet myrkyllisiksi eiké niiden
mydskaan todettu lisddvan kasvaimien muodostumista, painvastoin, esim. vinyylisyrigolilla saattaa
olla kasvainten muodostumista ehkdisevaa vaikutusta (Vuorela ym. 2005a). Tutkimuksessa saadut
tulokset ovat siten lupaavia ajatellen mahdollisia hyétyja terveysvaikutteisten elintarvikkeiden tai
ladkkeiden ja kosmetiikkatuotteiden kehitystyossa.
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