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Utylizacja odpadu nasion ostropestu plamistego
I. Olej z ostropestu plamistego jako antyutleniacz
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Nasiona ostropestu plamistego zawieraja obok
oleju okoto 20% zesp6t bioflawonoidéw zwanych
sylimaryna (1,5-3%) o silnych wiasciwosciach
antyutleniajacych. Dlatego wykorzystywane sa do
produkcji sylimarolu, leku stosowanego w scho-
rzeniach watroby. W czasie produkcji sylimarolu
z nasion ostropestu jako produkt uboczny pozos-
taje bielmo bogate w olej. Celem pracy bylo
przeprowadzenie badan nad wykorzystaniem biel-
ma jako surowca do otrzymywania aktywnego
kompleksu o wiasciwosciach antyutleniajacych.
Z bielma nasion ostropestu ekstrahowano olej
dwoma rozpuszczalnikami: etanolem lub heksa-
nem w aparacie Soxhleta. Metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej rozdzielono wyekstra-
howany olej na frakcje triacylogliceroli i wol-
nych kwasow tluszczowych. Sktad kwasoéw
tluszczowych w obu frakcjach oznaczano meto-
da chromatografii gazowej. Technika chromato-
grafii gazowej oznaczano réwniez ilos¢ i skiad
steroli. Zawartos¢ sylimaryny oznaczano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, a sta-
bilnos¢ oksydatywna, mierzona czasem indukcji,
oznaczano na Rancimacie. W wyniku przepro-
wadzonych badan stwierdzono, ze z bielma mozna
uzyska¢ 20-33% ekstraktu zawierajacego okoto
1% sylimaryny, a sktady kwasow ttuszczowych

Utilisation of milk thistle seed waste

I. Milk thistle oil as antioxidant
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Seeds of milk thistle contain 20% of oil. In
addition, milk thistle seeds contain a bioflavonoid
complex known as silymarin (from 1,5 to 3%).
It has, among others, strong antioxidant properties.
Therefore the seeds are used for production of
silimarol, a drug applied in liver diseases. In
a process of silimarol production the endosperm
of milk thistle remains as a by-product. The
object of the work was to investigate potential
applications of the endosperm as a substrate for
obtaining an active complex with antioxidant
propertites. The oil was extracted from endosperm
in the soxhlet extractor apparatus. For extraction,
ethanol and hexane were used. Fractions of
acylglycerols and fatty acids were separated with
the use of TLC method. Determination of fatty
acid composition in both fractions was done
with a GLC method. Composition and quantity
of sterols were also determined with a GLC
technique. Quantities of silymarin in milk thistle
oil were determined with a HPLC method.
Oxidizing stability was determined with the
Rancimat 679. Several plant oils oxidizing stability
was compared with milk thistle oil oxidizing
stability. Then the milk thistle oil ability for
protection of fats and emulsions from oxidizing
when it was introduced into them was defined.
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czesci olejowej i wolnych kwaséw ttuszczowych
sa podobne do siebie i do znanych olejéw jadal-
nych, w granicach btedu oznaczenia. Stabilnos¢
oksydatywna oleju z bielma ostropestu w pordw-
naniu do niektorych olejow roslinnych byla
wyzsza. Wprowadzenie oleju z bielma z ostro-
pestu do ttuszczéw i emulsji kosmetycznych,
w celu ochrony przed oksydacja, wykazato jego
silne dziatanie antyutleniajace i dlatego moze on
by¢ stosowany jako $rodek zapobiegajacy utle-
nianiu w tluszczach spozywczych i jako olej
kosmetyczny.
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As a result of conducted investigation it was
stated, that from the endosperm a 20-30%
extract could be obtained, which contains 1% of
silymarine. It was also found that a composition
of fatty acids in oil fraction and a composition
of free fatty acids are similar. Moreover, the
compositions resemble edible oils within
measurement error. Oxidizing stability of oil
from milk thistle endosperm was higher in
comparison to a few plant oils. Introduction of the
milk thistle endosperm oil into fats and cosmetic
emulsions, in order to protect them against oxidizing,

showed its strong antioxidant properties.
Because of this, it can be used as an antioxidant
agent in edible fats and also as a cosmetic oil.

Wstep

Ostropest plamisty Sylibum marianum (L.) jest wazna ro$lina przemystowa,
uprawiang w wielu krajach. W Polsce obszar upraw ostropestu obejmuje
powierzchnie okoto 2000 ha. Uprawia sie go ze wzgledu na owoce. Ekstrakt z nich
juz od czasOw starozytnych stosowany byt jako lek na watrobe (Hope 2000).
Sktadnikiem o dziataniu farmakologicznym sa flawonoidy zwane flawonoligna-
nami, a wsrod nich grupa zwana sylimaryna, wystgpujaca w owocach w ilosci 1,5
do 3%. Po raz pierwszy zostata ona wyizolowana i zbadana w 1968 roku (Wagner
i in. 1968, Hahn i in. 1968). Sylimaryna stanowi mieszaning flawonolignanéw,
wsrod ktorych gtéwnymi sa: sylibina, sylidianina i sylikrystyna. Pozostate flawo-
nolignany wystepuja w ilosciach sladowych. Inne sktadniki czynne to: taksyfolina,
kwercetyna, dihydrokamferol i apigenina. Poza tym nasiona zawieraja okoto 20%
oleju o wysokiej zawartosci kwasu linolowego (okoto 60%), sterole z tokoferolem,
fosfolipidy i okoto 25-30% biatka (Norman i in. 1994, DAB 1997, Expanded
Commision a Monographs 2000).

Sylimaryna chroni przed wirusowym zapaleniem watroby, przed czynnikami
uszkadzajacymi jej komorki, jak np. alkohol, rozpuszczalniki organiczne czy
metale ciezkie, pomaga réwniez w ich regeneracji poprzez stymulacje biosyntezy
biatek i wzmozenie proceséw mitozy nawet w uszkodzonych komdrkach. Podana
po zatruciu muchomorem sromotnikowym dziata jak antidotum (Ozarowski 1989,
Niedworok 1996). Z nowszych badan wiadomo, ze sylimaryna jest jednym z naj-
silniejszych antyutleniaczy wsrdd flawonoidéw (Okaw i in. 2001), ktéry moze
zahamowac¢ destrukcyjne dziatanie wolnych rodnikdw i doprowadzi¢ do wzrostu
poziomu glutationu i dysmutazy nadtlenkowej, dwdch antyutleniaczy znajdujacych
sie w organizmie (Mindell 1999). Z tego tez wzgledu podjeto préby stosowania jej
w leczeniu hiperinsulinemii (Velusi i in. 1997).
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Sylimaryna zawarta jest przede wszystkim w tusce nasion i z niej jest izolo-
wana metoda ekstrakcji metanolem lub etanolem (patenty PL 121811 i PL 147215).
Zwykle po kolejnych operacjach otrzymuje si¢ sypki produkt, ostatecznie tablet-
kowany. W Polsce w ten sposob produkuje sie lek zwany sylimarolem w Zaktadach
Zielarskich ,,Herbapol” w Poznaniu. Po odtuszczeniu nasion jako odpad pozostaje
bielmo zawierajace okoto 30% oleju o sktadzie kwasow ttuszczowych zblizonym
do olejow jadalnych, a takze pewna ilos¢ sylimaryny (Lipkowski i in. 2001).

Celem naszej pracy byto zbadanie bielma, bedacego produktem ubocznym
powstajacym przy przerobie nasion ostropestu, pod katem wykorzystania go
w przemysle. Szczegblna uwage zwrdcono na olej zawierajacy domieszke sylima-
ryny, ze wzgledu na jej wilasnosci antyutleniajace.

Materialy i metody

Badania prowadzono na jednej 50-kilogramowej partii odtuszczonego bielma
ostropestu plamistego otrzymanego z Zaktadéw Zielarskich ,,Herbapol” w Poz-
naniu. Przed ekstrakcja zostato ono dodatkowo rozdrobnione przy pomocy mtynka
udarowego. Nastepnie poddane zostato ekstrakcji heksanen lub 96% etanolem
w aparacie Soxhleta. Z ekstraktéw po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano
oleje kierowane do analizy i dalszych badan.

Z nasion rzepaku odmiany niskoerukowej (otrzymane z Zaktadéw Ttuszczo-
wych w Kruszwicy) pozyskano olej rzepakowy metoda ekstrakcji heksanem
w aparacie Soxhleta (jak wyzej).

Olej sojowy jadalny zakupiono w Warszawskich Zaktadach Ttuszczowych.

Stosowane w badaniach masto produkcji Spétdzielni Mleczarskiej ,,Mlekpol”
w Grajewie (zawierajace 82% ttuszczu) i ,,Ostroteckie” produkcji OSML w Ostro-
Iece (zawierajace 68% ttuszczu w postaci ttuszczu mlecznego i oleju stoneczniko-
wego) oraz smalec wieprzowy wyprodukowany w Zaktadach Miesnych w Byd-
goszczy zakupiono w sklepie.

Emulsje kosmetyczne wykonano jako emulsje typu woda w oleju. Faza olejowa
zawierata: 30% oleju roslinnego, 8% oksyetylenowanych kwaséw ttuszczowych
(emulgator), 1,5% alkoholu cetylowego (stabilizator), a faza wodna 4% gliceryny
i 56,5% wody.

Jako poréwnawcze antyutleniacze uzyto a-tokoferol i BHT firmy Merck.

Skfad kwasow ttuszczowych oznaczano metoda GLC wg AOCS Official
Method Ce 2-66w na aparacie firmy Hewlett-Packard 5890 Series Il, na kolumnie
CP Sil 88 firmy Chrompack. Stosowano gaz nosny hel, detektor FID — 250°C,
dozownik — 220°C, program temperatury pieca — 160°C/5 min., 5°C/min. do 200°C.
Identyfikacje sktadnikéw wykonano poréwnujac ich czasy retencji z czasami
retencji wzorcow. Jako wzorce wykorzystano materiaty z badan migdzylabora-
toryjnych organizowanych przez AOCS.
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Wolne kwasy tluszczowe zawarte w oleju oznaczano metoda GLC jak
opisano powyzej, uprzednio izolujac je z oleju metoda chromatografii cienko-
warstwowej na ptytce Kiesegel 60, 0,5 mm. Jako roztwdr rozwijajacy stosowano:
heksan : eter etylowy : kwas octowy w stosunku 80 : 20 : 1, odnosnikiem byt kwas
oleinowy.

Oznaczanie steroli wykonano metoda GLC wg normy niemieckiej DGF 111 1
(98) na aparacie firmy Hewlett-Packard 5890 Series Il. Analizowano sterole
w postaci pochodnych silanowych stosujac kolumne SPB 1 firmy Supelco, gaz
nosny hel, detektor FID — 300°C, dozownik — 250°C, program temperatury pieca
— 220°C 2°C/min. do 290°C. Jako standard wewnetrzny stosowano betuline.

Zawartos¢ sylimaryny okreslano metoda HPLC na aparacie Perkin-Elmer
z detektorem DAD 235C stosujac: kolumne Hypersil BDS C 18 150 x 4,6 mm,
grubos¢ ziarna 5 um; faza ruchoma — 0,5 n kwas trojfluorooctowy : metanol,
60 : 40; przeptyw 1 ml/min, dtugos¢ fali 290 nm. Wzorzec stanowit lek: Silimarol
70 mg produkcji Zaktadéw Zielarskich ,,Herbapol” w Poznaniu.

Stabilnos¢ oksydatywna okreslana przez czas indukcji oznaczano na aparacie
Rancimat 679 firmy Methron. Stosowano nastepujace parametry: temperatura
120°C; przeptyw powietrza 10 I/h; masa prébki: 2,5 g; woda redestylowana — 50 ml.

Wyniki

Ze wzgledu na skiad bielma, tj. duza zawartos¢ oleju, a takze pewna ilosé¢
sylimaryny zatozono, ze najkorzystniejsze byloby uzyskanie takiego produktu,
ktory nie bytby czystym olejem, ale zawierat domieszke sylimaryny. Sylimaryna
powinna, jako naturalny antyutleniacz, chroni¢ w jakims stopniu uzyskany olej
przed utlenianiem.

W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze z bielma ostropestu pla-
mistego mozna metoda ekstrakcji rozpuszczalnikami takimi jak heksan i etanol,
stosujac je w ich temperaturze wrzenia, uzyskac olej w ilosci 32-33% w przypadku
heksanu i 20-21% w przypadku etanolu. Oleje wykorzystane w badaniach miaty
charakterystyke podana w tabeli 1 — wyniki dla 5 prob po ekstrakcji, dla kazdej
3 0znaczenia.

Jak wynika z tabeli tylko olej uzyskany w wyniku ekstrakcji etanolem
zawierat 0,8% sylimaryny, dlatego ten rozpuszczalnik zostat uznany za odpowiedni
dla naszych celéw.
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Tabela 1

Charakterystyka olejéw z ostropestu uzyskanych w wyniku ekstrakcji heksanem lub etanolem
Characteristics of milk thistle oils obtained as a result of hexane or ethanol extraction

. . Olej po ekstrakcji — Extraction
Rodzaj oznaczenia
Determination of heksanem etanolem
hexane ethanol
1 Liczba jodowa, g J,/100 g — lodine value 117+ 45 115+4;3
2 Liczba zmydlania, mg KOH/g — Saponification value 188 + 8,2 195+8,8
3 Liczba kwasowa, mg KOH/g — Acid Value 4+0,3 57+3,1
4 Liczba nadtlenkowa, miliréwn. O,/mol 0 0
Peroxide value
5 Zawarto$¢ steroli, % wag. — Sterols Content 0,42 + 0,03 0,65+ 0,04
6 Zawartos¢ sylimaryny, % wag. — Silymarin Content slad — trace 0,8 £0,07

Wysoka liczba kwasowa wskazuje, ze w oleju wystepuja, oprocz kwasoéw
tluszczowych zwiazanych w triacyloglicerolach, wolne kwasy ttuszczowe. Dlatego
przeprowadzono badania wydzielenia wolnych kwaséw ttuszczowych z oleju.
Stosujac metode chromatografii cienkowarstwowej rozdzielono olej po ekstrakcji
etanolem na frakcje triacylogliceroli i wolnych kwasow ttuszczowych. llos¢ tych
ostatnich wynosita 21,4%. Nastepnie oznaczono skiad kwaséw ttuszczowych obu
frakcji, a wyniki przedstawiono w tabeli 2. Jak wynika z przedstawionych danych
sktad kwasow ttuszczowych triacylogliceroli i wolnych kwaséw ttuszczowych jest
zblizony.

Tabela 2
Skfad kwasow ttuszczowych wolnych i zwiazanych w oleju z ostropestu plamistego (%)
Composition of fatty acids free and bonded in milk thistle oil (%)

Kwasy ttuszczowe Wolne kwasy ttuszczowe Triacyloglicerole
Fatty acids Free fatty acids Triacyloglicerols
Cuao 0,2 0,1
Ciso 11,5 8,7
Ciso 51 51
Cig1 19,5 21,7
Cig 58,1 57,8
Cig3 0,5 0,2
Ca00 2,1 31
Ca01 0,7 0,9
Cazo 15 2,3
Nasycone — Saturated 20,3 19,3
Jednonienasycone — Monoenic 20,2 22,6
Wielonienasycone — Polyenic 58,7 58,0
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Badania wykazaty, ze wysoka liczba kwasowa oleju jest wiasciwoscia swiezo
otrzymanego oleju i jest stabilna w czasie (tab. 3).

Tabela 3
Stabilnos¢ liczby kwasowej — Stability of acid value
Temp. Czas, tygodnie — Time, weeks
Temp.
[°C] 0 1 2 3 5 7 9 11
7 57,2 57,2 57,2 57,0 57,2 57,0 57,0 57,1
25 60,2 60,4 60,5 60,5 61,1 60,7 60,8 60,8

Badania poréwnawcze przeprowadzone dla oleju z ostropestu ekstrahowa-
nego etanolem, oleju z ostropestu i rzepaku ekstrahowanych heksanem oraz
sojowego handlowego wykazaty, ze odpornos¢ na utlenianie oleju z ostropestu
uzyskanego w wyniku ekstrakcji etanolem jest wicksza niz pozostatych, a szcze-
g6lnie kilkakrotnie wigksza niz oleju z ostropestu ekstrahowanego heksanem, nie
zawierajacego sylimaryny.

Tabela 4

Stabilnos¢ oksydatywna wybranych olejéw roslinnych
Oxidizing stability of selected plant oils*

Olej — Qil Rozpuszczalnik — Solvent Czas |n_dukgj|, godziny

Induction time, hours
Rzepakowy — Rapseed heksan — hexane 5,0
Sojowy — Soyabean heksan — hexane 3,7
Ostropestowy — Milk thistle heksan — hexane 0,6
etanol — ethanol 15,1

* Badania prowadzono w temperaturze 120°C — Investigation was carried out at 120°C

Wynik stabilnosci oksydatywnej dla oleju z ostropestu z domieszka sylima-
ryny byl na tyle interesujacy, ze przeprowadzono badania mozliwosci zastosowania
go w roli antyutleniacza w innych ttuszczach. Olej zostat wprowadzony do masta,
masta z dodatkiem oleju roslinnego oraz smalcu wieprzowego, a nastgpnie porow-
nano stabilnos¢ oksydatywna ttuszczéw bez oleju i z jego dodatkiem (tab. 5).

Poréwnujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze we wszystkich tych przy-
padkach dodatek oleju z ostropestu pozwalal na wyrazne wydtuzenie czasu
indukcji, a wiec zwiekszenie stabilnosci oksydatywnej badanych ttuszczéw.
Zastosowanie takiego naturalnego antyutleniacza w ttuszczach i wyrobach
spozywczych datoby efekt prozdrowotny.

Otrzymany olej ma wszelkie cechy bioolejéw stosowanych obecnie chetnie
w kosmetyce. Dlatego sprawdzono réwniez jego dziatanie w emulsji kosmetycznej.
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Tabela 5
Efekt zastosowania oleju z ostropestu w ttuszczach spozywczych
Effect of application of milk thistle oil in food fats*
. Olej z ostropestu, % Czas indukcji, godziny
Thuszcz — Fat Milk thistle oil, % Induction time, hours
Masto — Butter 0 20,4
3 45,1
,,Ostroteckie” — Mix ,,Ostrofeckie” 0 18,8
3 34,3
Smalec — Lard 0 0,6
1,9 3,6
* Badania prowadzono w temperaturze 120°C — Investigation was carried out at 120°C
Tabela 6

Stabilnos¢ oksydatywna emulsji kosmetycznych zawierajacych rdzne antyutleniacze
Oxidizing stability of cosmetics emulsion containing different antioxidants

Olei — Oil Antyutleniacz Czas indukcji, godziny

) Antioxidant Induction time, hours
Olej z ostropestu — Milk thistle oil - 2,2
Olej sojowy — Soyabean oil - 1,7
a-tokoferol — a-tocopherol (0,1%) 2,0
BHT (0,01%) 2,4

* Badania prowadzono w temperaturze 120°C — Investigation was carried out at 120°C

Poréwnujac aktywnos¢ oleju z ostropestu plamistego zawierajacego sylima-
ryne i oleju sojowego z dodatkiem typowych kosmetycznych antyutleniaczy,
mozna stwierdzi¢, ze olej z ostropestu ma réwnie korzystne dziatanie.

Na podstawie powyzszych badan zostaty zgtoszone dwa wnioski patentowe.

Whnioski

1. Z bielma ostropestu plamistego mozna otrzymaé olej o sktadzie kwaséw
ttuszczowych zblizonym do olejéw jadalnych i zawierajacy okoto 1% syli-
maryny.

2. Ma on wyzsza stabilno$¢ oksydatywna niz inne oleje jadalne i wprowadzony
do ttuszczéw lub emulsji dziata jak antyutleniacz.

3. Z tego wzgledu nadaje si¢ do stosowania w wyrobach ttuszczowych i emul-
sjach kosmetycznych.
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Conclusions

1. Oil can be obtained from the endosperm of milk thistle with composition
of fatty acids similar to that of cooking oils and containing approximately 1%
of silymarine.

2. It has a higher oxidizing stability than other cooking oils and it acts as an
antioxidant when added to fats or emulsions.

3. Owing to the above features it can be used as antioxidant in fats and cosmetic
emulsions.
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