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M a y o n n a i s e  i s  a n  a c i d i c  o i l - i n - w a t e r  e m u l s i o n  f o o d  t h a t  1  

c o n s i s t s  o f  v e g e t a b l e  o i l ,  e g g s ,  a n d  v i n e g a r.  I t  c o n t a i n s  n u t r i e n t s  2  

s u c h  a s  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  a n d  i r o n  d e r i v e d  f r o m  e g g  3  

y o l k  p h o s v i t i n ,
1 )

 w h i c h  c o n t a i n s  m a n y  p h o s p h o r y l a t e d  s e r i n e  4  

r e s i d u e s .
2 )

 I r o n ,  w h i c h  i s  r e l e a s e d  f r o m  e g g  y o l k  p h o s v i t i n  5  

b e c a u s e  o f  t h e  d e c r e a s e  i n  p H  c a u s e d  b y  a c e t i c  a c i d  i n  v i n e g a r,  6  

i n d u c e s  t h e  o x i d a t i v e  d e g r a d a t i o n  o f  m a y o n n a i s e .
3 )

 I n  o t h e r  7  

w o r d s ,  p h o s v i t i n  h a s  l i t t l e  c h e l a t i n g  a c t i v i t y  i n  m a y o n n a i s e .  To  8  

m a i n t a i n  t h e  c o m m e r c i a l  v a l u e  o f  m a y o n n a i s e ,  c a l c i u m  d i s o d i u m  9  

e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D TA )  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  f o o d  10  

a d d i t i v e  o v e r  a  l o n g  p e r i o d  i n  m o s t  c o u n t r i e s .  E D TA i s  a n  11  

e c o n o m i c a l  a g e n t  t h a t  i s  h i g h l y  e f f e c t i v e  i n  s t r o n g l y  c h e l a t i n g  12  

i r o n .  H o w e v e r ,  E D TA i s  a l s o  a  c h e m i c a l  s y n t h e t i c  p r o d u c t  t h a t  13  

t e n d s  t o  g i v e  a  n e g a t i v e  i m a g e  t o  c o n s u m e r s .  T h u s ,  a n t i o x i d a n t s  14  

d e r i v e d  f r o m  a  n a t u r a l  p r o d u c t  a r e  r e q u i r e d  a s  f o l l o w s .
4 - 8 )

 15  

P r e v i o u s l y,  i t  w a s  e v a l u a t e d  w h e t h e r  n a t u r a l  a n t i o x i d a n t s  s u c h  a s  16  

p h y t i c  a c i d ,
4 )

 g a l l i c  a c i d ,
5 )

 t o c o p h e r o l ,
6 )

 a s c o r b i c  a c i d ,
7 )

 a n d  17  

p u r p l e  c o r n  h u s k  e x t r a c t s
8 )

 i n h i b i t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f  l i p i d s  i n  18  

m a y o n n a i s e .  A m o n g  t h e s e  c o m p o n e n t s ,  o n l y  p u r p l e  c o r n  h u s k  19  

e x t r a c t s  i n h i b i t e d  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  m a y o n n a i s e ,  b u t  t h e  c o l o r  o f  20  

m a y o n n a i s e  t u r n e d  p u r p l e .  We  h a v e  a  c o n c e r n  t h a t  t h e  p u r p l e  21  

c o l o r  w i l l  n o t  b e  a c c e p t a b l e  t o  c o n s u m e r s .   22  

I n  a d d i t i o n  t o  t h e s e  n a t u r a l  a n t i o x i d a n t s ,  s o m e  p r o t e i n s  a n d  23  

p e p t i d e s  a r e  a l s o  k n o w n  t o  f u n c t i o n  a s  a n t i o x i d a n t s .
9 )

 E g g  24  

a l b u m i n  i n h i b i t e d  t h e  i r o n - c a t a l y z e d  o x i d a t i o n  o f  e g g  25  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e .
1 0 )

 F a t - f r e e  e g g  y o l k  p r o t e i n  e x e r t e d  a n  26  

a n t i o x i d a n t  e f f e c t  o n  e t h a n o l / w a t e r  o r  o n  c o o k i e s  c o n t a i n i n g  27  

l i n o l e i c  a c i d .  C o m p a r e d  w i t h  e g g - y o l k  p r o t e i n ,  t h e  h y d r o l y s a t e  28  

e x h i b i t e d  a  s t r o n g e r  a n t i o x i d a n t  e f f e c t .
1 1 )

 B e c a u s e  t h e  c o l o r  o f  29  
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t h e s e  e g g  p r o t e i n s / h y d r o l y s a t e  i s  w h i t e ,  t h e  e g g - d e r i v e d  1  

c o m p o n e n t s  m a y  p r e v e n t  t h e  o x i d a t i o n  o f  l i p i d s  i n  f o o d s  w i t h o u t  2  

c h a n g i n g  t h e  c o l o r  o f  m a y o n n a i s e .  3  

A s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a c e t i c  a c i d  c a u s e d  t h e  r e l e a s e  o f  i r o n ,  4  

s u b s e q u e n t l y  l e a d i n g  t o  l i p i d  o x i d a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  a c e t i c  a c i d  5  

i t s e l f  m a y  d i r e c t l y  p a r t i c i p a t e  i n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  m a y o n n a i s e  6  

b e c a u s e  a c e t i c  a c i d  w a s  r e p o r t e d  t o  a c c e l e r a t e  t h e  o x i d a t i o n  o f  7  

s o y b e a n  o i l .
1 2 )

 O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s o m e  o r g a n i c  a c i d s  h a v e  a n  8  

a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t ,
1 2 - 1 4 )

 a n d  t h e y  m a y  i n h i b i t  t h e  l i p i d  9  

o x i d a t i o n  i n  m a y o n n a i s e .  10  

H e n c e ,  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y,  w e  d e t e r m i n e d  t h e  i n h i b i t o r y  11  

e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  c o m p o n e n t s  a n d  o r g a n i c  a c i d s ,  i n s t e a d  o f  12  

a c e t i c  a c i d ,  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  u s i n g  r e a l  m a y o n n a i s e  a n d  a  m o d e l  13  

s y s t e m ,  a n d  t h e  a n t i o x i d a t i v e  m e c h a n i s m s  w e r e  a l s o  e v a l u a t e d .  14  

 15  

Mate r i a l s  a nd  Me thods  16  

Ma t e r i a l s .      S h e l l e d  e g g s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  a  17  

s u p e r m a r k e t  i n  To k y o .  G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  o f  f o o d  a d d i t i v e  g r a d e  18  

w a s  p u r c h a s e d  f r o m  T h e  N i p p o n  S y n t h e t i c  C h e m i c a l  I n d u s t r y  C o . ,  19  

L t d .  ( O s a k a ,  J a p a n ) .  C a l c i u m  d i s o d i u m  E D TA w a s  p u r c h a s e d  20  

f r o m  M a r u z e n  C h e m i c a l s  C o . ,  L t d .  ( To k y o ,  J a p a n ) .  Tr o l o x  a n d  21  

n e o c u p r o i n e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  ( S t  L o u i s ,  M O ,  22  

U S A ) .  E g g  w h i t e  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e  E P - 1 ®  i s  a  p r o d u c t  o f  23  

K e w p i e  C o .  ( To k y o ,  J a p a n ) .  I t  i s  o b t a i n e d  b y  t r e a t i n g  a l b u m i n  24  

w i t h  n e u t r a l  p r o t e a s e  o f  As pe rg i l l u s  o r i g i n .  I t s  a v e r a g e  25  

m o l e c u l a r  w e i g h t  i s  11 0 0 .  C i t r i c  a c i d ,  26  

1 , 1 - d i p h e n y l - 2 - p i c r y l h y d r a z y l  ( D P P H ) ,  a n d  27  

3 - ( 2 - p y r i d y l ) - 5 , 6 - d i p h e n y l - 1 , 2 , 4 - t r i a z i n e - 4 ′ , 4 ″ - d i s u l f o n i c  a c i d  28  

m o n o s o d i u m  s a l t  h y d r a t e  ( f e r r o z i n e )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  Wa k o  29  
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P u r e  C h e m i c a l  I n d u s t r i e s ,  L t d .  ( O s a k a ,  J a p a n ) .  A m m o n i u m  i r o n  1  

( I I )  s u l f a t e  h e x a h y d r a t e ,  F e C l 3 ,  1 0 0 %  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( T C A ) ,  2  

a n d  5 - s u l f o s a l i c y l i c  a c i d  d i h y d r a t e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  N a c a l a i  3  

Te s q u e ,  I n c . ,  ( K y o t o ,  J a p a n ) .  E D TA - 2 N a  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  4  

D o j i n d o  L a b o r a t o r i e s  ( K u m a m o t o ,  J a p a n ) .  A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  5  

w e r e  o f  a n a l y t i c a l  r e a g e n t  g r a d e .  6  

 7  

The  am i no  a c i d  c ompo s i t i o n s  o f  t h e  e gg  w h i t e  p ro t e i n  a n d  8  

h yd ro l y s a t e ,  a n d  p re p a r a t i o n  o f  t h e  am in o  a c i d  m i x t u re .      9  

E g g  w h i t e  w a s  f r e e z e - d r i e d  a n d  t h e n  p o u n d e d  i n  a  m o r t a r.  T h e  10  

r e s u l t i n g  c o m p o u n d  w a s  u s e d  a s  e g g  w h i t e  p r o t e i n .  T h e  a m i n o  11  

a c i d  c o m p o s i t i o n s  o f  e g g  w h i t e  p r o t e i n  a n d  E P - 1  w e r e  m e a s u r e d  12  

u s i n g  a  J L C / 5 0 0 V 2  a m i n o  a c i d  a n a l y z e r  ( N i p p o n  D e n s h i ,  To k y o ,  13  

J a p a n )  a s  f o l l o w s .  E g g  w h i t e  p r o t e i n  a n d  E P - 1  w e r e  h y d r o l y z e d  14  

b y  H C l .  C y s t e i n e  w a s  o x i d i z e d  t o  c y s t e i c  a c i d  u s i n g  p e r f o r m i c  15  

a c i d  p r i o r  t o  h y d r o l y s i s .
1 5 )

 Tr y p t o p h a n  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  16  

v i a  b a r i u m  h y d r o x i d e  h y d r o l y s i s .
1 6 )

 T h e  a m i n o  a c i d  c o n t e n t s  o f  17  

e g g  w h i t e  p r o t e i n  a n d  E P - 1  a r e  s h o w n  i n  Ta b l e  1 .  T h e  f i n d i n g s  18  

w e r e  s i m i l a r  b e t w e e n  t h e  t w o .   19  

To  p r e p a r e  a n  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  t h a t  h a s  t h e  s a m e  20  

f o r m u l a t i o n  r a t i o  a s  E P - 1 ,  1 8  a m i n o  a c i d s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  21  

K a n t o  C h e m i c a l  C o . ,  I n c .  ( To k y o ,  J a p a n )  a n d  w e r e  t h e n  22  

c o m p o u n d e d .  23  

 24  

Pre p a r a t i o n  o f  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a s  a  mod e l  s y s t em  f o r  25  

l i p i d  o x i d a t i o n  i n  may o nn a i s e .      T h e  s o l i d  c o n t e n t  o f  e g g  26  

y o l k  w a s  a d j u s t e d  t o  4 3 %  v i a  t h e  a d d i t i o n  o f  a  s m a l l  a m o u n t  o f  27  

e g g  w h i t e ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e .
1 7 )

 A f t e r  t h e  e g g  y o l k  28  

m i x t u r e  ( 1 0  g )  w a s  d i l u t e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  ( 1 3 0  g ) ,  t h e  29  
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d i l u t e d  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w a s  h e a t e d  a t  6 0 °C  f o r  3  m i n .  F u r t h e r ,  1  

t h e  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  4 . 0  u s i n g  o r g a n i c  a c i d s  2  

s u c h  a s  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  T h e  f i n a l  s o l i d  c o n t e n t  o f  e g g  y o l k  i n  3  

t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w a s  1 % .  E g g  w h i t e  c o m p o n e n t s  a s  4  

c a n d i d a t e  a n t i o x i d a n t s  w e r e  d i s p e r s e d  w i t h  a  v o r t e x  m i x e r  5  

( m o d e l  T M - 1 5 1 ;  A G C  Te c h n o  G l a s s  C o . ,  L t d .  S h i z u o k a ,  J a p a n )  i n  6  

t h e  d i s t i l l e d  w a t e r.  T h e s e  c o m p o n e n t s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  a c i d i c  7  

e g g  y o l k  s o l u t i o n ,  a n d  t h e n  t h e  a n t i o x i d a n t  a c t i o n  w a s  e v a l u a t e d  8  

a s  f o l l o w s .  9  

T h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  ( 1 0  m L )  i n  a  1 5 - m L g l a s s  t u b e  o f  1 0  

11  m m  i n n e r  d i a m e t e r  w i t h  a  s c r e w  c a p  w a s  i n c u b a t e d  a t  5 5 °C  i n  11  

t h e  d a r k .  L i p i d  o x i d a t i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  12  

f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  a c c o r d i n g  t o  p r e v i o u s  r e p o r t s .
1 8 - 2 0 )

 I n  13  

b r i e f ,  e t h e r / e t h a n o l  ( 1 : 3 ,  v / v )  w a s  a d d e d  t o  a n  a l i q u o t  o f  t h e  14  

o x i d i z e d  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 0 0  g  f o r  5  15  

m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  u p p e r  p h a s e  w a s  m e a s u r e d  a t  16  

e x c i t a t i o n  a n d  e m i s s i o n  w a v e l e n g t h s  o f  3 6 0  a n d  4 4 0  n m ,  17  

r e s p e c t i v e l y,  u s i n g  a  H i t a c h i  F - 2 0 0 0  s p e c t r o p h o t o f l u o r o m e t e r.  18  

T h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  w a s  e x p r e s s e d  a s  a  v a l u e  r e l a t i v e  t o  19  

t h e  s t a n d a r d  v a l u e  f o r  1  µg / m L q u i n i n e  s u l f a t e / 0 . 1 N  s u l f u r i c  a c i d  20  

s e t  a s  1 0 0 .  21  

 22  

GC-MS  an a l y s i s .      Vo l a t i l e  c o m p o u n d s  p r o d u c e d  b y  l i p i d  23  

o x i d a t i o n  f r o m  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w e r e  a n a l y z e d  b y  24  

G C - M S  a c c o r d i n g  t o  a  p r e v i o u s  r e p o r t .
2 1 )

 I n  b r i e f ,  t h e  a c i d i c  e g g  25  

y o l k  s o l u t i o n  ( 3  m L )  w a s  i n c u b a t e d  i n  a  s e a l e d  g l a s s  t u b e  a t  4 0 °C  26  

f o r  5  m i n .  Vo l a t i l e  c o m p o u n d s  w e r e  a d s o r b e d  v i a  h e a d s p a c e  s o l i d  27  

p h a s e  m i c r o e x t r a c t i o n  u s i n g  a  28  

p o l y d i m e t h y l s i l o x a n e / C a r b o x e n / d i v i n y l b e n z e n e  ( S i g m a - A l d r i c h )  29  
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f i b e r  a t  4 0 °C  f o r  2 0  m i n  a n d  t h e n  a n a l y z e d  b y  G C  u s i n g  a n  1  

A g i l e n t  6 8 9 0  g a s  c h r o m a t o g r a p h  c o u p l e d  t o  a  5 9 7 3  m a s s  2  

s p e c t r o m e t e r  ( A g i l e n t  Te c h n o l o g i e s ,  P a l o  A l t o ,  C A )  w i t h  3  

e l e c t r o n  i m p a c t  i o n i z a t i o n  a t  7 0  e V.  M a s s  u n i t s  w e r e  m o n i t o r e d  4  

f r o m  2 9  t o  2 9 0  m / z .  S e p a r a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  S o l - G e l - Wa x  5  

c a p i l l a r y  c o l u m n  ( 3 0  m  ×  0 . 2 5  m m  i . d . ,  0 . 2 5  µm  f i l m  t h i c k n e s s ;  6  

S G E  A n a l y t i c a l  S c i e n c e ,  Vi c t o r i a ,  A u s t r a l i a )  c a r r y i n g  a  c o n s t a n t  7  

f l o w  o f  h e l i u m  ( 1 . 0  m L / m i n ) .  T h e  i n l e t  t e m p e r a t u r e  w a s  s e t  a t  8  

2 5 0 °C .  T h e  c o l u m n  o v e n  t e m p e r a t u r e  p r o g r a m  c o n s i s t e d  o f  a n  9  

i n i t i a l  c o n d i t i o n  o f  3 5 °C  h e l d  f o r  5  m i n ,  f o l l o w e d  b y  a n  i n c r e a s e  10  

t o  1 2 0 °C  a t  a  r a t e  o f  5 °C / m i n  a n d  t h e n  2 2 0 °C  a t  a  r a t e  o f  11  

1 5 °C / m i n ,  f o l l o w e d  b y  a  f i n a l  h o l d  t i m e  o f  6  m i n .  T h e  m a s s  12  

s p e c t r a  o f  p e a k s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  N I S T  13  

d a t a b a s e  m a s s  s p e c t r a l  l i b r a r y.  14  

 15  

Pre p a r a t i o n  o f  ma yon na i s e .      M a t e r i a l s  f o r  m a y o n n a i s e  16  

w e r e  c o m p o u n d e d  u s i n g  t h e  f o r m u l a t i o n  s h o w n  i n  Ta b l e  2  a n d  17  

t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c o l l o i d  m i l l  o f  a  K e w p i e  p i l o t  p l a n t  18  

( K e w p i e  C o . )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e r e b y,  m a y o n n a i s e  19  

f o r m u l a t i o n s  h a v i n g  a n  a v e r a g e  p a r t i c l e  d i a m e t e r  o f  2− 5  µ m  w e r e  20  

o b t a i n e d .  T h e  p a r t i c l e  d i a m e t e r  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  l a s e r  21  

d i f f r a c t i o n  p a r t i c l e  s i z e  a n a l y z e r  ( m o d e l  S A L D - 2 0 0 V ;  S h i m a d z u ,  22  

K y o t o ,  J a p a n ) .  T h e  m a y o n n a i s e  f o r m u l a t i o n s  ( 2 0 0  g )  w e r e  23  

e n c l o s e d  i n  s q u a r e  b a g s  ( 1 4 0  m m  w i d e  ×  1 7 0  m m  d e e p )  o f  t h i n  24  

p l a s t i c  m a d e  o f  n y l o n  1 5  µm / l i n e a r  l o w - d e n s i t y  p o l y e t h y l e n e  6 0  25  

µm .  26  

 27  

L ip i d  o x i d a t i o n  i n  ma y o nn a i s e  a n d  t a s t e  s e n s o r y  e v a l u a t i o n .      28  

M a y o n n a i s e  f o r m u l a t i o n s  w e r e  a u t o x i d i z e d  a t  5 5 °C  f o r  7  d a y s  i n  29  

Page 7 of 41 Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry



For Peer Review

 

8 
 

t h e  d a r k  t o  m e a s u r e  t h e  p e r o x i d e  v a l u e  ( P V ) .  A f t e r  o x i d i z a t i o n ,  1  

l i p i d s  i n  t h e  m a y o n n a i s e  w e r e  e x t r a c t e d  u s i n g  t h e  B l i g h  a n d  D y e r  2  

m e t h o d .
2 2 )

 P V w a s  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  J a p a n  O i l  3  

C h e m i s t s  S o c i e t y  ( J O C S )  o f f i c i a l  m e t h o d  2 . 5 . 2 . 2 - 2 0 1 3 .   4  

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  a u t o x i d a t i o n ,  m a y o n n a i s e  f o r m u l a t i o n s  w e r e  5  

a l s o  p h o t o - o x i d i z e d  a t  2 5 °C  f o r  7  d a y s  u n d e r  a  f l u o r e s c e n t  l a m p  6  

a t  5 0 0− 6 0 0  l x  f o r  s e n s o r y  t e s t i n g .  Ta s t e ,  a s  e v a l u a t e d  b y  7  

e i g h t - t r a i n e d  p a n e l i s t s ,  w a s  s c o r e d  f r o m  0  t o  7 ,  w i t h  h i g h e r  8  

n u m b e r s  i n d i c a t i n g  b e t t e r  t a s t e ,  o n  t h e  b a s i s  o f  a  s c o r e  o f  7  a s  9  

t h e  s t a n d a r d  t a s t e  o f  m a y o n n a i s e  s t o r e d  a t  4 °C  f o r  7  d a y s  i n  t h e  10  

d a r k .  11  

 12  

DPPH r ad i c a l - s c a v e ng i n g  a c t i v i t y .      E g g  w h i t e  p r o t e i n  13  

w a s  d i s p e r s e d  i n  1 %  ( w / v )  t a u r o c h o l a t e  a n d  t h e n  s o n i c a t e d  w i t h  a  14  

p r o b e - t y p e  h o m o g e n i z e r  ( U l t r a  S ,  V P - 5 S ;  Ta i t e c ,  S a i t a m a ) .  E g g  15  

w h i t e  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e  ( E P - 1 )  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  16  

w e r e  d i s s o l v e d  i n  6 N  H C l / D M S O  ( 0 . 0 1 6 : 1 ,  v / v )  a n d  6 N  17  

H C l / D M S O  ( 0 . 0 5 6 : 1 ,  v / v ) ,  r e s p e c t i v e l y.  T h e  t h r e e  r e s u l t i n g  18  

s o l u t i o n s  w e r e  v i s u a l l y  c l e a r.  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  s a m p l e s  19  

w a s  2 0  m g / m L ,  a n d  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l s  a n d  d i l u t i o n s  w e r e  20  

p r e p a r e d  u s i n g  t h e  c o r r e s p o n d i n g  v e h i c l e s .  21  

T h e  s c a v e n g i n g  a c t i v i t y  o f  t h e s e  s a m p l e s  o n  D P P H  r a d i c a l s  22  

w a s  e v a l u a t e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  a  m e t h o d  d e s c r i b e d  23  

p r e v i o u s l y.
2 3 )

 T h e  s o l u t i o n s  ( 2 0  µL )  o f  e g g  w h i t e  p r o t e i n ,  e g g  24  

w h i t e  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e ,  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  w e r e  25  

i n c u b a t e d  w i t h  D P P H  w o r k i n g  s o l u t i o n  c o n s i s t i n g  o f  9 0  µL o f  26  

1 0 0  m M  D P P H - e t h a n o l  a n d  9 0  µL o f  1 0 0  m M  a c e t a t e  b u f f e r  ( p H  27  

4 . 0 )  i n  e a c h  w e l l  o f  a  9 6 - w e l l  p l a t e  f o r  3 0  m i n  a t  r o o m  28  

t e m p e r a t u r e .  T h e  s u p e r n a t a n t s  ( 1 0 0  µL )  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  29  
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1 , 6 0 0  g  f o r  1 0  m i n  a t  4 °C ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  n e w  9 6 - w e l l  p l a t e ,  a n d  1  

t h e n  d i l u t e d  2 - f o l d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r.  T h e  D P P H  c o n t e n t  w a s  2  

a n a l y z e d  a t  5 1 0  n m  u s i n g  a  m i c r o p l a t e  r e a d e r  ( Te c a n  G r o u p ,  3  

M ä n n e d o r f ,  S w i t z e r l a n d ) .  Tr o l o x - e t h a n o l  w a s  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  4  

c o n t r o l .  5  

 6  

Fe
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y.      F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  w a s  7  

e v a l u a t e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  a  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  8  

m e t h o d .
2 4 , 2 5 )

 T h e  s o l u t i o n s  ( 7 5  µL )  o f  e g g  w h i t e  p r o t e i n ,  e g g  9  

w h i t e  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e ,  t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e ,  a n d  n e g a t i v e  10  

c o n t r o l s  a n d  d i l u t i o n s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  w e r e  m i x e d  w i t h  11  

75  µL o f  ammonium i r on  ( I I )  s u l f a t e  he xahydr a te  a t  1 0 0  µM 12  

a n d  6 0 0  µL  o f  1 0 0  m M  a c e t a t e  b u f f e r  ( p H  4 . 0 ) .  A f t e r  i n c u b a t i o n  13  

a t  5 5 °C  f o r  3 0  m i n ,  7 . 5  µL o f  1 0 0 %  T C A w e r e  a d d e d  t o  1 5 0  µL o f  14  

t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  9 , 6 0 0  g  f o r  1 0  m i n  a t  15  

4 °C .  T h e  s u p e r n a t a n t s  ( 1 0 0  µL )  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  8 0  µL o f  16  

1 0 %  ( w / v )  a m m o n i u m  a c e t a t e  a n d  2 0  µL o f  t h e  f e r r o u s  i r on  c o l o r  17  

i n d i c a t o r  c o n s i s t i n g  o f  6 . 1  m M  f e r r o z i ne  and  1 4 . 4  m M  18  

n e o c u p r o i n e ,  w h i c h  c o u l d  b e  d i s s o l v e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  s e v e r a l  19  

d r o p s  o f  6 N  H C l ,  i n  9 6 - w e l l  p l a t e s  f o r  5  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  20  

a n d  t h e n  a n a l y z e d  a t  5 6 0  n m  u s i n g  t h e  m i c r o p l a t e  r e a d e r.  21  

E D TA - 2 N a  w a s  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  Ve h i c l e  a l o n e  w a s  22  

u s e d  a s  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  e a c h  s a m p l e .   23  

D u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n ,  t h e r e  w a s  a  c o n c e r n  r e g a r d i n g  24  

r e d u c t i o n s  o f  F e
2 +

 c o n t e n t  b y  a u t o x i d a t i o n .  C o n c o m i t a n t  w i t h  t h e  25  

m e a s u r e m e n t  o f  c h e l a t i n g  a c t i v i t y,  t h e  o x i d a t i v e  s t a b i l i t y  o f  F e
2 +

 26  

i n  e a c h  n e g a t i v e  c o n t r o l  s o l u t i o n  w a s  e v a l u a t e d .  I n  a d d i t i o n ,  d u e  27  

t o  t h e  p o s s i b l e  c o n v e r s i o n  o f  F e
2 +

 t o  F e
3 +

 c a u s e d  b y  t h e  e g g  28  

w h i t e  c o m p o n e n t s ,  s u p e r n a t a n t s  ( 1 0 0  µL )  o f  s a m p l e s  w e r e  a l s o  29  
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m i x e d  w i t h  1 0 0  µL o f  5 - s u l f o s a l i c y l i c  a c i d  d i h y d r a t e  a t  2 0 0  µM  1  

i n  9 6 - w e l l  p l a t e s  f o r  1 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  f o l l o w e d  b y  2  

a n a l y s i s  a t  5 1 0  n m  u s i n g  a  m i c r o p l a t e  r e a d e r  v i a  a  m o d i f i c a t i o n  3  

o f  a  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  m e t h o d  f o r  e v a l u a t i n g  F e
3 +

.
2 6 )

 B e c a u s e  4  

F e
3 +

 d i d  n o t  c a u s e  a  c o l o r  c h a n g e  i n  t h e  r e a c t i o n  u s i n g  t h e  5  

f e r r o u s  i r o n  c o l o r  i n d i c a t o r,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  F e
3 +

 i n d u c e d  b y  6  

t h e  c o m p o n e n t s  m i g h t  c r e a t e  t h e  m i s t a k e n  i m p r e s s i o n  o f  7  

e f f e c t i v e  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y.  8  

 9  

S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .      T h e  d a t a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  10  

o n e - w a y  A N O VA w i t h  D u n n e t t  t e s t  o r  w i t h  Tu k e y−K r a m e r  t e s t .  11  

P - v a l u e s  <  0 . 0 5  w e r e  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t .  12  

 13  

Re su l t s  14  

L ip i d  o x i d a t i o n  i n  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  15  

We  m e a s u r e d  t h e  f l u o r e s c e n c e  o f  s u b s t a n c e s  p r o d u c e d  b y  t h e  16  

o x i d a t i o n  o f  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a s  a  m a y o n n a i s e  m o d e l .  T h e  17  

f l u o r e s c e n t  s u b s t a n c e s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  p r o d u c t s  o f  a l d e h y d e  18  

g r o u p s  i n  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  a n d  a m i n o  g r o u p s  a s  d e s c r i b e d  19  

b e l o w.  20  

F i g .  1 A s h o w s  a  G C  c h r o m a t o g r a m  o f  t h e  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  21  

f o r m e d  b y  o x i d a t i o n  i n  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a t  5 5 °C  f o r  22  

7 2  h .  T h e  t h r e e  m a i n  p e a k s  w e r e  a s s i g n e d  b y  c o m p a r i n g  M S  23  

s p e c t r a  w i t h  t h o s e  o f  t h e  d a t a b a s e  l i b r a r y  a s  f o l l o w s :  p e a k  a ,  24  

h e x a n a l  ( F i g .  1 B ) ;  p e a k  b ,  2 - p e n t y l f u r a n  ( F i g .  1 B ) ;  a n d  p e a k  c ,  25  

a c e t i c  a c i d  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .   26  

We  p l o t t e d  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  s u b s t a n c e s  a g a i n s t  G C  27  

r e s p o n s e s  o f  t h e  f i r s t  t w o  c o m p o u n d s  p r o d u c e d  b y  t h e  o x i d a t i o n  28  

o f  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a t  5 5 °C  f o r  7 2  h  u n d e r  v a r i a b l e  29  
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c o n d i t i o n s  ( p H  4 . 0  o r  7 . 0  w i t h  E D TA a t  0  o r  2 5  µM ) .  P o s i t i v e  1  

c o r r e l a t i o n s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  a n d  2  

t h e  f o r m a t i o n  o f  h e x a n a l  ( R
2
 =  0 . 9 7 5 7 )  o r  2 - p e n t y l f u r a n  ( R

2
 =  3  

0 . 7 3 1 8 )  ( F i g .  1 C ) .  I n  p a r t i c u l a r ,  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  4  

e x h i b i t e d  a  s t r o n g  c o r r e l a t i o n a l  r e l a t i o n s h i p  w i t h  t h e  h e x a n a l  5  

f o r m a t i o n .  6  

 7  

The  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  e gg  w h i t e  p ro t e i n / h y d ro l y s a t e / am i n o  8  

a c i d  m i x t u re  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a s  a  9  

may onna i s e  mode l  10  

We  e v a l u a t e d  t h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  c o m p o n e n t s  11  

u s i n g  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a s  a  m a y o n n a i s e  m o d e l .  12  

T h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  i n  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w a s  13  

i n c r e a s e d  d u r i n g  i n c u b a t i o n  i n  a  t i m e - d e p e n d e n t  m a n n e r  ( F i g .  2 A ,  14  

C o n t r o l ) .  E D TA ( 0 . 0 0 4 7 % ) ,  p o s i t i v e  c o n t r o l ,  s i g n i f i c a n t l y  15  

d e c r e a s e d  t h e  i n t e n s i t y  a t  8 8  h  ( o n e - w a y  A N O VA ,  p<0 . 0 5 )  ( F i g .  16  

2 A ) .  E g g  w h i t e  p r o t e i n ,  t h e  h y d r o l y s a t e ,  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  17  

m i x t u r e  a l s o  t r e n d e d  t o  d e c r e a s e  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  i n  a  18  

c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  m a n n e r  o v e r  t h e  r a n g e  o f  19  

0 . 0 1 2 5 %−0 . 1 %  ( F i g s  2 B - E ) .  20  

A s  s h o w n  i n  F i g s  2  B - E ,  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  a n d  t h e  a m i n o  21  

a c i d  m i x t u r e  m o r e  s t r o n g l y  d e c r e a s e d  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  22  

t h a n  e g g  w h i t e  p r o t e i n  ( T h e  v a l u e s  a t  8 8  h ,  p< 0 . 0 5 ) .  A m o n g  t h e  23  

t h r e e  e g g  w h i t e  c o m p o n e n t s ,  t h e  h y d r o l y s a t e  a t  0 . 1 %  m o s t  24  

e f f e c t i v e l y  d e c r e a s e d  t h e  i n t e n s i t y  ( T h e  v a l u e s  a t  8 8  h ,  p<0 . 0 5 )  25  

( F i g .  2 E ) .  26  

 27  

DPPH r ad i c a l - s c a v e ng i n g  a c t i v i t y  o f  e gg  wh i t e  28  

p ro t e i n / h y d ro l y s a t e / am i no  a c i d  m i x t u re  29  
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A s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  e g g  w h i t e  c o m p o n e n t s  s h o w e d  t h e  1  

a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t  i n  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a s  a  m a y o n n a i s e  2  

m o d e l .  B e c a u s e  t h e  l i p i d  o x i d a t i o n  i s  f u r t h e r  a c c e l e r a t e d  b y  3  

r a d i c a l s  p r o d u c e d  f r o m  l i p i d  p e r o x i d e ,
2 7 )

 r a d i c a l - s c a v e n g i n g  4  

a c t i v i t y  i s  t h o u g h t  a s  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  a n t i o x i d a t i v e  5  

e f f e c t .  D P P H  w a s  a p p r o p r i a t e l y  u s e d  f o r  e v a l u a t i n g  t h e  a c t i v i t y  6  

a s  d e s c r i b e d  b e l o w.  E D TA s h o w e d  n o  e f f e c t  a t  a l l  o n  t h e  D P P H  7  

r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  Tr o l o x  i s  8  

c o m m o n l y  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  A s  s h o w n  i n  F i g .  3 A ,  t h e  9  

r e m a i n i n g  l e v e l s  o f  D P P H  r a d i c a l s  ( % )  ( Y )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  10  

t h e  Tr o l o x  c o n c e n t r a t i o n s  ( m M )  ( X ) ,  r e v e a l i n g  a  n e g a t i v e  11  

c o r r e l a t i o n  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n  u s e d  ( R
2
 =  0 . 9 9 0 7 ) .     12  

E g g  w h i t e  p r o t e i n ,  t h e  h y d r o l y s a t e ,  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  13  

r e d u c e d  D P P H  r a d i c a l  l e v e l s  i n  a  c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  14  

m a n n e r.  T h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  h a d  t h e  s t r o n g e s t  e f f e c t  o n  15  

D P P H  r a d i c a l  a m o n g  t h e  t h r e e  c o m p o n e n t s  a t  2 . 0 %  ( F i g .  3 B ) .  16  

W h e n  t h e  D P P H  r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y  o f  t h e s e  c o m p o n e n t s  17  

a t  2 . 0 %  w a s  e v a l u a t e d  b a s e d  o n  t h a t  o f  Tr o l o x  u s i n g  t h e  f o r m u l a  18  

Y =  1 6 6 . 6 6 X ,  t h e  v a l u e s  w e r e  0 . 1 5 5  ±  0 . 0 11  m M  f o r  p r o t e i n ,  19  

0 . 1 2 6  ±  0 . 0 0 4  m M  f o r  t h e  h y d r o l y s a t e ,  a n d  0 . 2 9 3  ±  0 . 0 2 6  m M  f o r  20  

t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e .  21  

 22  

Fe
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  o f  e g g  w h i t e  p ro t e i n / h y d ro l y s a t e / am i no  23  

a c i d  m i x t u re  24  

A s  i r o n  r e l e a s e  c a u s e d  l i p i d  o x i d a t i o n ,  t h e  i r o n  c h e l a t i n g  25  

e f f e c t  w o u l d  b e  o n e  o f  t h e  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  o f  t h e  26  

a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t .  A n  e x t r e m e l y  l o w  c o n c e n t r a t i o n  ( 5 0  µM ,  27  

0 . 0 1 8 6  m g / m L )  o f  E D TA - 2 N a  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  c h e l a t e d  28  

n e a r l y  a l l  o f  t h e  F e
2 +

 c o n t e n t  ( F i g .  4 ) .  A m o n g  t h e  t h r e e  e g g  w h i t e  29  
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c o m p o n e n t s ,  t h e  h y d r o l y s a t e  e x h i b i t e d  t h e  g r e a t e s t  1  

F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  a t  1 . 0 %  ( F i g .  4 ) ,  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  2  

o f  F e
2 +

 c h e l a t e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  3 0  m i n .  E g g  w h i t e  p r o t e i n  3  

a n d  t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  h a d  l i t t l e  t o  n o  F e
2 +

- c h e l a t i n g  4  

a c t i v i t y.  5  

N o  o x i d a t i o n  o f  F e
2 +

 t o  F e
3 +

 w a s  o b s e r v e d  d u r i n g  i n c u b a t i o n  6  

f o r  3 0  m i n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  7  

 8  

The  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  hy d ro l y s a t e  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  9  

may onna i s e  10  

We  e v a l u a t e d  t h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  c o m p o n e n t s  11  

o n  r e a l  m a y o n n a i s e .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  7  d a y s  i n  t h e  d a r k  a t  12  

4 °C ,  t h e  P V i n  m a y o n n a i s e  w a s  a p p r o x i m a t e l y  z e r o  ( d a t a  n o t  13  

s h o w n ) ,  w h e r e a s  t h e  v a l u e s  a t  5 5 °C  r e a c h e d  a p p r o x i m a t e l y  6  ( F i g .  14  

5 ,  C o n t r o l ) .  E D TA s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  t h e  P V.  T h e  15  

h y d r o l y s a t e  ( E W H )  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  t h e  v a l u e  o v e r  16  

t h e  r a n g e  o f  0 . 0 9 %−0 . 9 %  ( F i g .  5 ) .  17  

F i g .  6  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  s e n s o r y  t a s t e  e v a l u a t i o n  o f  18  

m a y o n n a i s e  a f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  7  d a y s .  U n d e r  t h e  c o n d i t i o n  o f  19  

2 5 °C  w i t h  l i g h t  a t  5 0 0− 6 0 0  l x  ( C o n t r o l ) ,  t h e  a v e r a g e  v a l u e  o f  20  

t a s t e  s c o r e  w a s  l o w  ( 2 . 5 ) .  E D TA s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  t h e  21  

d e t e r i o r a t i o n  o f  m a y o n n a i s e ,  w i t h  t h e  a v e r a g e  s c o r e  i n c r e a s i n g  t o  22  

5 . 5 .  T h e  h y d r o l y s a t e  a t  0 . 0 9 %  a n d  0 . 4 5 %  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  23  

i n h i b i t e d  t h e  d e t e r i o r a t i o n  ( a v e r a g e  s c o r e s ,  4 . 2 5  a n d  5 . 0 ,  24  

r e s p e c t i v e l y ) ,  b u t  n o  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d  a t  a  h i g h e r  25  

c o n c e n t r a t i o n  ( 0 . 9 % ) .      26  

D u r i n g  t h e  e v a l u a t i n g  p e r i o d ,  t i m e - d e p e n d e n t  v i s c o s i t y  27  

c h a n g e s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a m o n g  t h e  m a y o n n a i s e  28  

s a m p l e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  Vi s i b l e  o i l  l a y e r  s e p a r a t i o n  w a s  a l s o  29  
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n o t  o b s e r v e d  i n  a n y  s a m p l e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  1  

 2  

The  e f f e c t  o f  v a r i o u s  a c i d s  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  a c i d i c  e gg  3  

y o l k  s o l u t i o n  4  

I n  g e n e r a l ,  m a y o n n a i s e  i s  a d j u s t e d  t o  a n  a c i d i c  c o n d i t i o n  u s i n g  5  

v i n e g a r  c o n t a i n i n g  a c e t i c  a c i d .  H o w e v e r ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  6  

a c e t i c  a c i d  i t s e l f  m a y  a c c e l e r a t e  t h e  l i p i d  o x i d a t i o n .  We  7  

e v a l u a t e d  t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  a c i d s  ( s i x  o r g a n i c  a c i d s  a n d  t w o  8  

i n o r g a n i c  a c i d s :  h y d r o c h l o r i c  a c i d  a n d  p h o s p h o r i c  a c i d )  o n  l i p i d  9  

o x i d a t i o n  i n  t h e  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a n d  t h e n  c o m p a r e d  t h e m  w i t h  10  

a c e t i c  a c i d .  E a c h  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  4 . 0  w i t h  11  

e i g h t  c o r r e s p o n d i n g  a c i d s .  A m o n g  t h e  o r g a n i c  a c i d s  t e s t e d ,  c i t r i c  12  

a c i d  a n d  t a r t a r i c  a c i d  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  t h e  f l u o r e s c e n c e  13  

i n t e n s i t y  a f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  b o t h  4 0  h  a n d  8 8  h  c o m p a r e d  w i t h  14  

t h e  e f f e c t  o f  a c e t i c  a c i d  ( F i g .  7 ) .   15  

F i g .  8  p r e s e n t s  t h e  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  o f  c i t r i c  a c i d  a t  p H  16  

4 . 0 .  C i t r i c  a c i d  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  t h e  a m o u n t s  o f  F e
2 +

.  A t  17  

1 0 0 0  µM ,  t h e  a m o u n t  o f  F e
2 +

 w a s  r e d u c e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  6 0 %  18  

o f  t h e  i n i t i a l  l e v e l .  C i t r i c  a c i d  a t  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n s  s h o w e d  19  

n o  e f f e c t  a t  a l l  o n  t h e  D P P H  r a d i c a l  s c a v e n g i n g  a c t i v i t y  ( d a t a  n o t  20  

s h o w n ) .  21  

 22  

Di s c u s s i o n  23  

 24  

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y,  w e  e v a l u a t e d  t h e  e f f e c t  o f  e g g  25  

w h i t e - d e r i v e d  c o m p o n e n t s  s u c h  a s  e g g  w h i t e  p r o t e i n ,  t h e  26  

h y d r o l y s a t e ,  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  27  

m a y o n n a i s e .  28  

We  c o n s t r u c t e d  a  m a y o n n a i s e  m o d e l  u s i n g  a c i d i c  e g g  y o l k  29  

Page 14 of 41Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry



For Peer Review

 

15 
 

s o l u t i o n  ( p H  4 . 0 )  a n d  t h e n  a s s e s s e d  t h e  a n t i o x i d a n t  a c t i o n  o f  e g g  1  

w h i t e - d e r i v e d  c o m p o n e n t s .  T h e  f o r m a t i o n  o f  f l u o r e s c e n t  l i p i d  2  

p e r o x i d a t i o n  p r o d u c t s  w a s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d e x  o f  l i p i d  3  

o x i d a t i o n  i n  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n .  T h e  f l u o r e s c e n t  4  

p r o d u c t s  a r e  k n o w n  t o  b e  p r o d u c e d  f r o m  a  S c h i f f  b a s e  o f  a n  5  

a m i n o  g r o u p  a n d  a n  a l d e h y d e  g r o u p .
2 0 )

 S o m e  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  6  

w e r e  p r o d u c e d  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n .  7  

T h e  a m o u n t s  o f  h e x a n a l  ( c a p r o a l d e h y d e )  a n d  2 - p e n t y l f u r a n  8  

c o m p o u n d s  a m o n g  t h e  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  w e r e  c o r r e l a t e d  w i t h  9  

a n  i n c r e a s e  i n  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  ( F i g .  1 C ) .  H e x a n a l  w a s  10  

r e p o r t e d  t o  f o r m  f l u o r e s c e n t  p r o d u c t s  w i t h  l y s i n e .
2 8 )

 A n o t h e r  11  

v o l a t i l e  c o m p o u n d ,  2 - p e n t y l f u r a n ,  w a s  r e p o r t e d  a s  o n e  o f  t h e  12  

o x i d a t i v e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  p r o d u c e d  f r o m  l i n o l e i c  a c i d ,
2 9 )

 a  13  

m a j o r  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  i n  e g g  y o l k ,  a n d  a s  a  p o t e n t i a l  14  

m a r k e r  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  H o w e v e r ,  i t  d o e s  n o t  h a v e  a n  15  

a l d e h y d e  g r o u p  w i t h i n  i t s  m o l e c u l e .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  16  

2 - p e n t y l f u r a n  w o u l d  b e  i n  a p p e a r a n c e  c o r r e l a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  17  

i n  f l u o r e s c e n t  p r o d u c t s .  T h u s ,  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y,  h e x a n a l  18  

p r o d u c t i o n  w o u l d  i n v o l v e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f l u o r e s c e n t  p r o d u c t s .  19  

S o m e  p r o t e i n s  a n d  a m i n o  a c i d s  a r e  k n o w n  a s  n a t u r a l  20  

a n t i o x i d a t i v e  c o m p o n e n t s  w i t h  i r o n - c h e l a t i n g  a n d / o r  21  

r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y.  A m i n o  a c i d s
3 0 )

 s u c h  a s  h i s t i d i n e ,  22  

l y s i n e ,  a n d  c y s t e i n e  a n d  p r o t e i n s  s u c h  a s  e g g  a l b u m i n ,
3 1 )

 s o y  23  

p r o t e i n ,
1 0 )

 c a s e i n ,
3 2 )

 a n d  g e l a t i n
3 3 )

 i n h i b i t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f  24  

l i n o l e i c  a c i d  i n  v a r i o u s  m o d e l  s y s t e m s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  25  

h y d r o l y s a t e / p e p t i d e s  o f  s o m e  p r o t e i n s  w e r e  m o r e  e f f e c t i v e  i n  26  

i n h i b i t i n g  l i p i d  o x i d a t i o n  t h a n  t h e i r  p a r e n t a l  p r o t e i n s .  A f t e r  t h e  27  

m i l k  w a s  t r e a t e d  w i t h  t r y p s i n ,  t h e  o x i d a t i o n  o f  m i l k  f a t  w a s  28  

i n h i b i t e d  c o m p a r e d  w i t h  b e f o r e  t h e  t r e a t m e n t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  29  
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c a s e i n  h y d r o l y s a t e  e x e r t e d  s t r o n g e r  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t s .
3 4 )

 S o y  1  

p r o t e i n  h y d r o l y s a t e  m o r e  e f f e c t i v e l y  i n h i b i t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f  2  

l i n o l e i c  a c i d  t h a n  s o y  p r o t e i n .
3 5 )

 E g g  y o l k  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e  3  

d i s p l a y e d  s t r o n g e r  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t s  o n  t h e  o x i d a t i o n  o f  4  

l i n o l e i c  a c i d  i n  c o o k i e s  t h a n  e g g  y o l k  p r o t e i n  a n d  a m i n o  a c i d s .
1 1 )

 5  

I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e s e  s t u d i e s ,  w e  f o u n d  t h a t  e g g  w h i t e  p r o t e i n  6  

h y d r o l y s a t e  m o s t  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  l i p i d  o x i d a t i o n  ( F i g .  2 E ) .  7  

T h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t  o f  t h e  h y d r o l y s a t e  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  8  

d e p e n d e n t  o n  t h e  v a r i e t y  o f  e n z y m e s  u s e d  t o  c l e a v e  p e p t i d e  9  

b o n d s ,  t h e r e b y  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t s  o f  10  

h y d r o l y s a t e / p e p t i d e s  w o u l d  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  a m i n o  a c i d  11  

r e s i d u e s  a n d  t h e  t e r m i n a l  s i t e s .
3 6 )   12  

To  i n v e s t i g a t e  t h e  m e c h a n i s m  u n d e r l y i n g  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  13  

o f  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  o n  t h e  o x i d a t i o n  o f  a c i d i c  e g g  y o l k  14  

s o l u t i o n ,  w e  e v a l u a t e d  t h e  f o l l o w i n g  t w o  p o i n t s :  15  

r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a n d  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y.  I n  t h e  p r e s e n t  16  

s t u d y,  a m o n g  t h e  t h r e e  e g g  w h i t e  c o m p o n e n t s ,  a m i n o  a c i d  17  

m i x t u r e  d i s p l a y e d  t h e  s t r o n g e s t  D P P H  r a d i c a l - s c a v e n g i n g  18  

a c t i v i t y  ( F i g .  3 B ) .  A m i n o  a c i d s  s u c h  a s  h i s t i d i n e ,
3 7 , 3 8 )

 a n d  19  

c y s t e i n e
3 9 )

 w e r e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  t o  h a v e  D P P H  20  

r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y.  T h e  a m i n o  a c i d  m i x t u r e  u s e d  i n  t h e  21  

p r e s e n t  s t u d y  c o n t a i n e d  t h e s e  a m i n o  a c i d s ,  a n d  t h u s  t h e y  a l s o  22  

w o u l d  e x e r t  t h e  s t r o n g e s t  e f f e c t  u n d e r  a c i d i c  c o n d i t i o n s .  A s  23  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y,  s o m e  s t u d i e s
1 1 , 3 4 , 3 5 , 4 0 )

 r e p o r t e d  t h a t  24  

h y d r o l y s a t e  e x h i b i t e d  s t r o n g e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  t h a n  t h e  25  

p a r e n t a l  p r o t e i n s  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  a n d  t h a t  t h e  D P P H  26  

r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  h y d r o l y s a t e  w a s  o n e  o f  t h e  27  

m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s t r o n g e r  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t .  28  

E g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  a l s o  d i s p l a y e d  D P P H  r a d i c a l - s c a v e n g i n g  29  
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a c t i v i t y.  H o w e v e r,  t h e  e f f e c t  t e n d e d  t o  b e  w e a k e r  t h a n  t h a t  o f  1  

p r o t e i n ,  a l t h o u g h  t h e r e  w a s  n o  s t a t i s t i c a l l y  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  2  

t h e  t w o .  T h e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m a i n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  3  

t h e  h y d r o l y s a t e  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  4  

w a s  n o t  c a u s e d  b y  r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y.   5  

We  e v a l u a t e d  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  a s  a n o t h e r  p o s s i b l e  6  

m e c h a n i s m  f o r  t h e  a n t i o x i d a t i v e  a c t i o n  o f  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e .  7  

T h e  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  t e n d e d  t o  b e  i n  t h e  o r d e r  o f  8  

h y d r o l y s a t e  > >  a m i n o  a c i d  m i x t u r e s  =  p r o t e i n ,  s u g g e s t i n g  t h a t  9  

t h e  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  e x p l a i n e d  t h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t  o f  10  

t h e  h y d r o l y s a t e  ( F i g .  4 ) .  T h u s ,  t h e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  11  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  h y d r o l y s a t e  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  t h e  12  

a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  c o u l d  b e  m a i n l y  d u e  t o  i t s  13  

F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y.  D u r i n g  t h e  e v a l u a t i o n  o f  F e
2 +

- c h e l a t i n g  14  

a c t i v i t y,  F e
2 +

 w a s  e x t r e m e l y  s t a b l e  u n d e r  a n  a c i d i c  c o n d i t i o n  i n  15  

t h e  c u r r e n t  s t u d y,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s  r e p o r t s .
4 1 )

 T h u s ,  16  

t h e  a u t o x i d a t i o n  o f  F e
2 +

 d i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  m e a s u r e m e n t  17  

o f  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y.  18  

T h e  e n z y m a t i c  h y d r o l y s a t e  o f  e g g  w h i t e  a l b u m i n  w a s  19  

p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  t h e  o x i d a t i o n  o f  l i n o l e i c  a c i d  i n  20  

e t h a n o l / p h o s p h a t e  b u f f e r
4 2 )

 a n d  c o r n  o i l  e m u l s i o n .
2 5 )

 T h e  21  

h y d r o l y s a t e  d i s p l a y e d  s t r o n g  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y,  a n d  t h i s  22  

a c t i v i t y  w a s  b e l i e v e d  t o  e x p l a i n  t h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t ,  23  

a g r e e i n g  w i t h  o u r  r e s u l t s .  S o m e  p e p t i d e s  i n  t h e  h y d r o l y s a t e  h a v e  24  

b e e n  c o n s i d e r e d  t o  h a v e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t s .  A l a - H i s - Ly s  w a s  25  

p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  a s  a  c a n d i d a t e  s u b s t a n c e  r e s p o n s i b l e  f o r  26  

t h e  a n t i o x i d a t i v e  a c t i o n  o f  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e .
4 2 )

 I n  t h e  p r e s e n t  27  

s t u d y,  t h e  a n t i o x i d a t i v e  a n d  c h e l a t i n g  a c t i v i t i e s  o f  p e p t i d e s  i n  28  

e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  w e r e  n o t  c l a r i f i e d .  T h u s ,  a  d e t a i l e d  29  
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d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e  i n v o l v e d  i n  t h e s e  e f f e c t s  1  

r e q u i r e s  f u r t h e r  s t u d y.  2  

We  c o n f i r m e d  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  o n  3  

l i p i d  o x i d a t i o n  i n  r e a l  m a y o n n a i s e  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  P V.  T h e  4  

h y d r o l y s a t e  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  a  5  

c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  m a n n e r.  H y d r o l y s a t e  a t  0 . 4 5  a n d  0 . 9 %  6  

e x e r t e d  a  s i m i l a r  e f f e c t  a s  0 . 0 1 %  E D TA ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  7  

h y d r o l y s a t e  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  i n h i b i t  l i p i d  o x i d a t i o n  a s  a n  8  

a l t e r n a t i v e  o f  E D TA ( F i g .  5 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  e f f e c t  o n  9  

o x i d a t i v e  s t a b i l i t y,  t h e  r a t i n g  i n  t h e  s e n s o r y  e v a l u a t i o n  o f  10  

m a y o n n a i s e  w a s  a l s o  h i g h e s t  f o r  t h e  h y d r o l y s a t e  a t  0 . 4 5 %  a s  w e l l  11  

a s  E D TA a t  0 . 0 1 %  ( F i g .  6 ) .  A l t h o u g h  t h e  r a t i n g  f o r  h y d r o l y s a t e  a t  12  

0 . 9 %  w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  a t  0 . 4 5 % ,  o f f - f l a v o r s  s u c h  a s  o x i d i z e d  13  

f l a v o r s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  m a y o n n a i s e .  14  

I n  m a y o n n a i s e  c o n t a i n i n g  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  a t  0 . 9 % ,  t h e  15  

p a n e l i s t s  s e n s e d  a  b i t t e r  t a s t e ,  w h i c h  w a s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  16  

f r o m  t h e  s t a n d a r d  t a s t e .  I n  f a c t ,  t h e  b i t t e r  t a s t e  o f  e g g  w h i t e  17  

h y d r o l y s a t e  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d .
4 3 )

 T h e s e  r e s u l t s  18  

s u g g e s t  t h a t  a t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  t a s t e  o f  t h e  19  

h y d r o l y s a t e  t h e m s e l v e s  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o w e r  r a t i n g  i n  20  

t h e  s e n s o r y  e v a l u a t i o n .  O n  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  a  21  

h y d r o l y s a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 4 5 %  w o u l d  b e  n e c e s s a r y  t o  o b t a i n  22  

t h e  s a m e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  a s  0 . 0 1 %  E D TA .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  23  

t h e  h y d r o l y s a t e  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  f l a v o r,  t a s t e ,  c o l o r  t o n e ,  o r  24  

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  m a y o n n a i s e .  T h u s ,  t h e  e g g  w h i t e  25  

h y d r o l y s a t e  w o u l d  b e  u s e f u l  c o m p o n e n t s  a s  n a t u r a l  a n t i o x i d a n t s  26  

i n  i n h i b i t i n g  d e t e r i o r a t i o n  o f  m a y o n n a i s e  27  

A l t h o u g h  a c e t i c  a c i d  i s  g e n e r a l l y  u s e d  t o  m a k e  m a y o n n a i s e ,  i t  28  

h a s  p r o - o x i d a t i v e  a c t i v i t y.
1 2 )

 T h e  u s e  o f  o t h e r  o r g a n i c  a c i d s  m a y  29  
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f u r t h e r  e n h a n c e  r e s i s t a n c e  t o  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  m a y o n n a i s e ,  a s  1  

o r g a n i c  a c i d s  s u c h  a s  c i t r i c  a c i d  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  2  

a n t i o x i d a t i v e  a n d / o r  i r o n  c h e l a t i n g  a c t i v i t y.
1 3 , 1 4 )

 I n  t h e  p r e s e n t  3  

s t u d y,  w e  e v a l u a t e d  t h e  a n t i o x i d a n t  a c t i o n  o f  e i g h t  a c i d s ,  n a m e l y  4  

s i x  o r g a n i c  a c i d s ,  h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  a n d  p h o s p h o r i c  a c i d .  5  

A m o n g  t h e  a c i d s  t e s t e d ,  c i t r i c  a c i d  e f f e c t i v e l y  i n h i b i t e d  l i p i d  6  

o x i d a t i o n  i n  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  ( F i g .  7 ) .  C i t r i c  a c i d  7  

a l s o  d i s p l a y e d  F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y  u n d e r  t h e  a c i d i c  c o n d i t i o n ,  8  

a l t h o u g h  t h e  e f f e c t  w a s  w e a k e r  t h a n  t h a t  o f  E D TA ( F i g .  8 ) .  T h e s e  9  

r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  c i t r i c  a c i d  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  10  

i n  t h e  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  w a s  c a u s e d  b y  t h e  c h e l a t i n g  11  

a c t i v i t y.  F r o m  t h e  p o i n t  o f  v i e w  o f  m i c r o o r g a n i s m  p r o p a g a t i o n ,  12  

i n  t h e  p r o c e s s i n g  o f  m a y o n n a i s e ,  t h e  w h o l e  a c e t i c  a c i d  c a n n o t  b e  13  

r e p l a c e d  t o  c i t r i c  a c i d  b e c a u s e  t h e  a n t i m i c r o b i a l  a c t i o n  o f  c i t r i c  14  

a c i d  w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  a c e t i c  a c i d .
4 4 )

 H o w e v e r,  a c e t i c  a c i d  15  

m a y  b e  p a r t l y  r e p l a c e d  b y  c i t r i c  a c i d  a s  f o l l o w s .  I t  m a y  b e  16  

p o s s i b l e  t o  u s e  t h e  l e m o n  f r u i t  j u i c e ,  i n c l u d i n g  t h e  c i t r i c  a c i d ,  17  

f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m a y o n n a i s e .  T h e  o x i d a t i v e  s t a b i l i t y  o f  18  

l i p i d s  i n  r e a l  m a y o n n a i s e  u s i n g  c i t r i c  a c i d  t o g e t h e r  w i t h  a c e t i c  19  

a c i d  d e s e r v e s  f u r t h e r  s t u d y.  20  

I n  c o n c l u s i o n ,  t o  e s t i m a t e  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  21  

c o m p o n e n t s  o n  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  m a y o n n a i s e ,  w e  u s e d  a c i d i c  e g g  22  

y o l k  s o l u t i o n  a s  a  s i m p l e  m o d e l  s y s t e m .  O x i d a t i o n  w a s  m e a s u r e d  23  
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t o c o p h e r o l ,  J  J p n  S o c  F o o d  S c i  Te c h n o l  ( J a p a n e s e ) .  29  
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1 9 7 5 ; 2 2 : 4 3 1 – 4 3 5 .  1  

[ 3 6 ]  Ya m a g u c h i  N ,  Yo k o o  Y,  F u j i m a k i  M .  S t u d i e s  o n  2  

A n t i o x i d a t i v e  A c t i v i t i e s  o f  A m i n o  C o m p o u n d s  o n  F a t s  a n d  3  

O i l s  P a r t  I I .  A n t i o x i d a t i v e  a c t i v i t i e s  o f  d i p e p t i d e s  a n d  t h e i r  4  

s y n e r g i s t i c  e f f e c t s  o n  t o c o p h e r o l .  J  J p n  S o c  F o o d  S c i  Te c h n o l  5  

( J a p a n e s e ) .  1 9 7 5 ; 2 2 : 4 2 5 – 4 3 0 .  6  

[ 3 7 ]  Wu  H C ,  S h i a u  C Y,  C h e n  H M ,  e t  a l .  A n t i o x i d a n t  a c t i v i t i e s  o f  7  

c a r n o s i n e ,  a n s e r i n e ,  s o m e  f r e e  a m i n o  a c i d s  a n d  t h e i r  8  
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2 0 0 7 ; 3 2 : 4 3 1 – 4 3 8 .  12  

[ 3 9 ]  B l o i s  M S .  A n t i o x i d a n t  d e t e r m i n a t i o n s  b y  t h e  u s e  o f  a  s t a b l e  13  

f r e e  r a d i c a l .  N a t u r e ,  1 9 5 8 ; 1 8 1 : 11 9 9 – 1 2 0 0 .  14  

[ 4 0 ]  N o h  D O ,  S u h  H J .  P r e p a r a t i o n  o f  e g g  w h i t e  l i q u i d  15  

h y d r o l y s a t e  ( E L H )  a n d  i t s  r a d i c a l - s c a v e n g i n g  a c t i v i t y.  P r e v  16  

N u t r  F o o d  S c i .  2 0 1 5 ; 2 0 : 1 8 3 – 1 8 9 .  17  

[ 4 1 ]  L a m b e t h  D O ,  E r i c s o n  G R ,  Yo r e k  M A ,  e t  a l .  I m p l i c a t i o n s  f o r  18  

i n  v i t r o  s t u d i e s  o f  t h e  a u t o x i d a t i o n  o f  f e r r o u s  i o n  a n d  t h e  19  

i r o n - c a t a l y z e d  a u t o x i d a t i o n  o f  d i t h i o t h r e i t o l .  B i o c h i m  20  

B i o p h y s  A c t a .  1 9 8 2 ; 7 1 9 : 5 0 1 – 5 0 8 .  21  

[ 4 2 ]  Ts u g e  N ,  E i k a w a  Y,  N o m u r a  Y,  e t  a l .  A n t i o x i d a t i v e  a c t i v i t y  22  

o f  p e p t i d e s  p r e p a r e d  b y  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  e g g - w h i t e  23  

a l b u m i n .  J  A g r i c  C h e m  S o c  J p n  ( J a p a n e s e ) .  1 9 9 1 ; 6 5 :  1 6 3 5 –24  

1 6 4 1 .  25  
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c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  c h i c k e n  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e .  A c t a  C h i m  27  
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o r g a n i c  a c i d s  o n  f o o d  s p o i l a g e  b a c t e r i a .  J  J p n  S o c  F o o d  S c i  1  

Te c h n o l  ( J a p a n e s e ) .  1 9 8 4 ; 3 1 : 5 2 5 – 5 3 0 .   2  
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F i gure  l e g e nd s  1  

 2  

F i g .  1   Vo l a t i l e  c ompounds  a nd  f l uo re s c e n t  p roduc t s  i n  t h e  3  

o x i da t i o n  o f  a c i d i c  e gg  yo l k  s o l u t i o n  a s  a  mode l  s y s t em  o f  4  

mayonna i s e .  5  

( A )  G C  p r o f i l e  i n  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a f t e r  i n c u b a t i o n  6  

a t  5 5 °C  f o r  7 2  h .  P e a k  a ,  h e x a n a l ;  p e a k  b ,  2 - p e n t y l f u r a n ;  p e a k  c ,  7  

a c e t i c  a c i d .  ( B )  M a s s  s p e c t r a  o f  p e a k s  a  a n d  b .  ( C )  R e l a t i o n s h i p  8  

b e t w e e n  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  a t  E x .  3 6 0  n m / E m .  4 4 0  n m  i n  e g g  9  

y o l k  s o l u t i o n  a n d  G C - M S  r e s p o n s e s  o f  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  10  

( h e x a n a l  a n d  2 - p e n t y l f u r a n )  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  5 5 °C  f o r  7 2  h  11  

u n d e r  v a r i a b l e  p H  ( 4 . 0  o r  7 . 0 )  a n d  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  12  

a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0  o r  2 5  µM ) .  T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  13  

m e a n  ±  S D  ( n  =  3 ) .   14  

 15  

F i g .  2   I nh i b i t o r y  e f f e c t s  o f  t h re e  e gg  wh i t e  c ompon en t s  o n  16  

l i p i d  o x i da t i o n  i n  a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n .  17  

A c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  5 5 °C  f o r  t h e  18  

i n d i c a t e d  t i m e s ,  a n d  t h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  a t  E x .  3 6 0  n m / E m .  19  

4 4 0  n m  w a s  m e a s u r e d .  ( A )  N e g a t i v e  c o n t r o l  ( n o  c o m p o n e n t ) ,  20  

o p e n  c i r c l e s ;  p o s i t i v e  c o n t r o l  ( e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  a t  21  

0 . 0 0 4 7 % ) ,  o p e n  t r i a n g l e s .  T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  22  

S D  ( n  =  3 ) .  T h e  a s t e r i s k  f o r  t h e  v a l u e s  a t  8 8  h  i n d i c a t e s  23  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( o n e - w a y  A N O VA ,  p  <  0 . 0 5 ) .  ( B – E )  E g g  24  

w h i t e  p r o t e i n ,  f i l l e d  c i r c l e s ;  h y d r o l y s a t e ,  f i l l e d  s q u a r e s ;  a m i n o  25  

a c i d  m i x t u r e ,  f i l l e d  t r i a n g l e s .  T h e s e  c o m p o n e n t s  w e r e  a d d e d  t o  26  

a c i d i c  e g g  y o l k  s o l u t i o n  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 0 1 2 5 %  ( B ) ,  27  

0 . 0 2 5 %  ( C ) ,  0 . 0 5 %  ( D ) ,  a n d  0 . 1 %  ( E ) .  T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  28  

t h e  m e a n  ±  S D  ( n  =  3 ) .  T h e  a s t e r i s k s  f o r  t h e  v a l u e s  a t  8 8  h  29  
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i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( o n e - w a y  A N O VA w i t h  1  

Tu k e y−K r a m e r  t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  2  

 3  

F i g .  3   DPPH r a d i c a l - s c a v e ng i n g  a c t i v i t y  und e r  a c i d i c  4  

c ond i t i o n s .  5  

     D P P H  r a d i c a l  s c a v e n g i n g  a c t i v i t y.  D P P H / e t h a n o l  w a s  6  

m i x e d  w i t h  t r o l o x  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  o r  e g g  w h i t e  7  

c o m p o n e n t s / a c e t a t e  b u f f e r  ( p H  4 . 0 )  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  r o o m  8  

t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  m i n .  D P P H  w a s  m e a s u r e d  a t  5 1 0  n m .  ( A )  9  

Tr o l o x .  ( B )  E g g  w h i t e  p r o t e i n ,  f i l l e d  c i r c l e s ;  h y d r o l y s a t e ,  f i l l e d  10  

s q u a r e s ;  a m i n o  a c i d  m i x t u r e ,  f i l l e d  t r i a n g l e s .  T h e  r e m a i n i n g  11  

D P P H  r a d i c a l  c o n t e n t  w a s  e x p r e s s e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  12  

v a l u e  o f  t h e  c o n t r o l .  T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  o f  13  

e i g h t  w e l l s .  T h e  a s t e r i s k s  f o r  t h e  v a l u e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  14  

2 . 0 %  i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( o n e - w a y  A N O VA w i t h  15  

Tu k e y−K r a m e r  t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  16  

 17  

F i g .  4   F e
2 +

- c he l a t i n g  a c t i v i t y  o f  t h re e  e g g  wh i t e  c ompone n t s  18  

unde r  a c i d i c  c o nd i t i o n s .  19  

F e
2 +

- c h e l a t i n g  a c t i v i t y.  F e
2 +

 w a s  m i x e d  w i t h  e g g  w h i t e  20  

c o m p o n e n t s / a c e t a t e  b u f f e r  ( p H  4 . 0 )  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  5 5 °C  21  

f o r  3 0  m i n ,  a f t e r  w h i c h  t h e  f e r r o u s  i r on  c o n t e n t  w a s  m e a s u r e d  22  

v i a  f e r r o z i n e  c o l o r i m e t r y  a t  5 6 0  n m .  E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  23  

a c i d  ( E D TA )  a t  2 5  µM  ( 0 . 0 0 0 9 % )  a n d  5 0  µM  ( 0 . 0 0 1 9 % )  a s  a  24  

p o s i t i v e  c o n t r o l ,  o p e n  c i r c l e .  E g g  w h i t e  p r o t e i n ,  f i l l e d  c i r c l e s ;  25  

h y d r o l y s a t e ,  f i l l e d  s q u a r e s ;  a m i n o  a c i d  m i x t u r e ,  f i l l e d  t r i a n g l e s .  26  

T h e  r e m a i n i n g  F e
2 +

 a m o u n t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  27  

t h e  c o n t r o l .  T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t  a s  t h e  m e a n  ±  S D  o f  f o u r  w e l l s .  28  

T h e  a s t e r i s k s  f o r  t h e  v a l u e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 . 0 %  i n d i c a t e  29  
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s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( o n e - w a y  A N O VA w i t h  Tu k e y−K r a m e r  1  

t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  2  

 3  

F i g .  5   I nh i b i t o r y  e f f e c t  o f  e g g  wh i t e  hydro l y s a t e  o n  l i p i d  4  

o x i da t i o n  i n  mayo nna i s e .  5  

M a y o n n a i s e  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o r m u l a  s h o w n  6  

i n  Ta b l e  2 .  I t  w a s  i n c u b a t e d  a t  5 5 °C  f o r  7  d a y s  i n  t h e  d a r k .  T h e  7  

e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  ( E W H )  a t  t h e  i n d i c a t e d  8  

c o n c e n t r a t i o n s  w a s  e v a l u a t e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  p e r o x i d e  v a l u e  9  

( P V ) .  E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D TA )  a t  0 . 0 1 %  w a s  u s e d  10  

a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  ( n  11  

=  3 ) .  T h e  a s t e r i s k s  i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  f r o m  c o n t r o l  12  

( o n e - w a y  A N O VA w i t h  D u n n e t t  t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  13  

 14  

F i g .  6   I nh i b i t o r y  e f f e c t  o f  e g g  wh i t e  hydro l y s a t e  o n  15  

de t e r i o r a t i o n  o f  mayonna i s e  by  l i p i d  o x i da t i o n .  16  

M a y o n n a i s e  w a s  i n c u b a t e d  a t  2 5 °C  f o r  7  d a y s  u n d e r  l i g h t .  17  

T h e  e f f e c t  o f  e g g  w h i t e  h y d r o l y s a t e  ( E W H )  a t  t h e  i n d i c a t e d  18  

c o n c e n t r a t i o n s  w a s  e v a l u a t e d  b y  e i g h t - t r a i n e d  s e n s o r y  t a s t e  19  

p a n e l s .  E D TA a t  0 . 0 1 %  w a s  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  E a c h  20  

a v e r a g e  s c o r e  w a s  e x p r e s s e d  a t  a  l o w e r  s i d e .  T h e  a s t e r i s k s  21  

i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  f r o m  c o n t r o l  ( o n e - w a y  A N O VA 22  

w i t h  D u n n e t t  t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  23  

 24  

F i g .  7   I nh i b i t o r y  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  a c i d s  o n  l i p i d  o x i da t i o n  25  

i n  t h e  a c i d i c  e g g  yo l k  s o l u t i o n .  26  

T h e  p H  o f  e g g  y o l k  s o l u t i o n s  w a s  a d j u s t e d  t o  4 . 0  w i t h  e i g h t  27  

a c i d s ,  a n d  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  5 5 °C  f o r  4 0  h  o r  8 8  h .  T h e  28  

f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  a t  E x .  3 6 0  n m / E m .  4 4 0  n m  w a s  m e a s u r e d .  29  
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T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  ( n  =  3 ) .  T h e  a s t e r i s k s  1  

i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  f r o m  t h e  v a l u e s  o f  a c e t i c  a c i d  2  

( o n e - w a y  A N O VA w i t h  D u n n e t t  t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  3  

 4  

F i g .  8   F e
2 +

- c he l a t i n g  a c t i v i t y  o f  c i t r i c  a c i d  unde r  a c i d i c  5  

c ond i t i o n s .  6  

C i t r i c  a c i d  w a s  u s e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 5 0− 1 0 0 0  µM  7  

( 0 . 0 0 5 %− 0 . 0 2 % ) .  F e
2 +

 w a s  m i x e d  w i t h  c i t r i c  a c i d / a c e t a t e  b u f f e r  8  

( p H  4 . 0 )  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  5 5 °C  f o r  3 0  m i n ,  a n d  t h e  f e r r o u s  9  

i r o n  c o n t e n t s  w e r e  m e a s u r e d  v i a  f e r r o z i n e  c o l o r i m e t r y  a t  5 6 0  n m .  10  

T h e  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S D  o f  f o u r  w e l l s .  T h e  11  

a s t e r i s k s  i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  f r o m  c o n t r o l  ( o n e - w a y  12  

A N O VA w i t h  D u n n e t t  t e s t ,  p  <  0 . 0 5 ) .  13  

 14  

Graph i c a l  a b s t r a c t s    15  

P r o p o s e d  m e c h a n i s m  o f  l i p i d  o x i d a t i o n  i n  m a y o n n a i s e  a n d  16  

a n t i o x i d a t i v e  a c t i v i t y  o f  e g g  w h i t e  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e .  17  

“ - P < ” ,  p h o s p h a t e  g r o u p .  18  
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Table 1  Amino acid composition of egg white protein and hydrolysate  

 

Amino acid Protein 
Hydrolysate 

 (EP-1) 
∗3
 

Threonine 44 46 

Tyrosine 37 39 

Phenylalanine 59 60 

Cysteine 27 26 

Methionine 39 39 

Valine 68 70 

Isoleucine 52 53 

Leucine 82 84 

Lysine 72 73 

Tryptophan 16 15 

Histidine 23 27 

Aspartic acid 
∗1
 99 92 

Serine 64 68 

Glutamic acid 
∗2
 121 123 

Proline 34 29 

Glycine 34 33 

Alanine 70 66 

Arginine 59 57 

Total 

(mg/g protein) 

1000 

 

1000 

∗1 
Total of asparagine and aspartic acid.  

∗2
 Total of glutamine and glutamic acid. 

∗3 
The hydrolysate is a commercial product. The amino acid mixture was compounded in 

the same formulation ratio. 
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Table 2  Formulation of mayonnaise 

 
Control 

EDTA・

Ca・2Na 

Egg white hydrolysate 

0.09% 0.45% 0.9% 

Vegetable oil 
∗1
 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 

10% salted egg yolk 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Vinegar 
∗2
 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 

Water 0.720 0.719 0.711 0.675 0.630 

Salt 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

Sodium glutamate 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 

Mustard 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006 

Egg-white hydrolysate - - 0.009 0.045 0.090 

EDTA・Ca・2Na - 0.001 - - - 

Total (kg) 10.006 10.006 10.006 10.006 10.006 

∗1
Canola oil/soybean oil (1:1). 

∗2
Acetic acid 9%. 
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↑Figure ６
H. Kobayashi et al.

C
on

tro
l

S
en

so
ry

sc
or

e
8

6

4

2

0

E
D

TA
(0

.0
1%

)

EW
H

(0
.0

9%
)

EW
H

(0
.4

5%
)

EW
H

(0
.9

0%
)

∗ ∗ ∗
2.5 5.5 4.25 5.0 3.75

Page 38 of 41Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry



For Peer Review
F

lu
o

re
s
c
e

n
c
e
 i
n
te

n
s
it
y
 

0 

8 

6 

4 

2  

0 

8 

6 

4 

2 

P
h

o
s
p

h
o

ri
c
 a

c
id

 

A
c
e

ti
c
 a

c
id

 

C
it
ri
c
 a

c
id

 

L
a

c
ti
c
 a

c
id

 

G
lu

c
o

n
ic

 a
c
id

 

M
a

lic
 a

c
id

 

T
a

rt
a
ri
c
 a

c
id

 

H
y
d

ro
c
h

lo
ri
c
 a

c
id

 

88 h 

40 h 

Figure 7 

H. Kobayashi et al. 

 
 

 
  

Page 39 of 41 Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry



For Peer Review

Figure ８ 

H. Kobayashi et al. 

 Concentrations (M) 

R
e
m

a
in

in
g
 F

e
2
+

 (
%

) 

0         250       500       750      1000 
0 

20 

40 

60 

80 

100 
 

 
 

 

Page 40 of 41Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry



For Peer Review

egg yolk 

phosvitin 

neutral pH acidic pH 

Graphical abstract 

H. Kobayashi et al. 

vinegar 

reductants 

Fe3+ 

Fe3+ 

Fe2+ 

Fe2+ 

lipid oxidation O2 

Fe3+ -P P- 

Fe3+ -P P- 

-P P- 

-P P- 

Fe3+ -P P- Fe3+ -P P- 

aldehyde 

alcohol 

ketone 

volatile compounds 

hydroperoxide 

EDTA 

(synthesis  

component) 

off flavor 

egg white  

hydrolysate 

(natural  

component) 

chelate 

effect 

         

     

 

         

     

 

         

     

 

         

     

 

phosvitin 

egg white 

Page 41 of 41 Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry




