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w procesie autooksydacji lipidéw

Sterols from rapeseed oil postdeodorization condensate
as inhibitors in the process of lipid autoxidation
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Badania przeprowadzone w tej pracy mialy na
celu wyizolowanie i identyfikacje mieszaniny
steroli z kondensatu po dezodoryzacji oleju rze-
pakowego, a nastepnie okreslenie ich stabili-
zujacych wiasciwosci w uktadach modelowych.
Z kondensatéw podezodoryzacyjnych przez trzy-
krotne wymrazanie z roztworu acetonowego w
temp. —70°C najpierw usuwano triacyloglicerole.
Mieszaning steroli rzepakowych uzyskiwano po
ich krystalizacji w metanolu w temp. —20°C.
Whasciwosci przeciwutleniajace steroli badano
w uktadach modelowych w Oxidograhie i Ranci-
macie. Substratem w tych doswiadczeniach byt
smalec. Testowano uktady sktadajace sie z jedno-,
dwu- i trojsktadnikowych mieszanin zawieraja-
cych oprécz mieszanin tokoferoli otrzymywanych
z kondensatu po odwanianiu oleju rzepakowego,
takze inne przeciwutleniacze (delta-tokoferol, beta-
sitosterol, beta-karoten). Efektywnos¢ przeciw-
utleniajaca okreslano wspoétczynnikami ochron-
nymi (WO). Otrzymane mieszaniny steroli
rzepakowych uzyte w pojedynczych uktadach
modelowych wykazywaly wiasciwosci przeciw-
utleniajace dla ktérych WO w obu testach wynosit
srednio 2,9, a dla zastosowanego w celach po-
rownawczych beta-sitosterolu okoto 1. Natomiast
najwigksza aktywnosé¢ antyoksydacyjna zaobser-

sterole, olej rzepakowy, przeciwutleniacze naturalne, utlenianie ttuszczu

sterols, rapeseed oil, natural antioxidants, lipid oxidation

The aim of the study was to isolate and identify
the sterol mixtures from the condensate after
deodorization of the rapeseed oil and to
determine their stabilizing properties in model
systems. Triacylglycerols were removed from
postdeodorization condensates by three — fold
freezing in the acetone solution at —=70°C. The
mixture of the rapeseed sterols was obtained
after their crystallization in methanol at —20°C.
Antioxidant properties of sterols were studied in
model systems on Oxidograph and Rancimat.
Lard was used as a substrate. Systems consisting
of single, double and triple component mixtures
containig tocopherol mixture obtained from the
condensate after deodorization of rapeseed oil
and also others natural antioxidants (delta-
tocopherol, beta-sitosterol, beta-carotene) were
tested. Antioxidant efficiency was determined as
the protection factor (PF). Mixtures of the
rapeseed sterols used in model systems applied
displayed antioxidant properties determined as
PF = 2,9 in average for both tests. Beta-sitosterol
used for comparison had PF = 1. The greatest
antioxidant activity was observed in triple
component model systems consisting of the
rapeseed oil sterol mixtures, delta-tocopherol
and beta-carotene.
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wowano dla potréjnych uktadéw modelowych
skladajacych sie¢ z mieszaniny steroli z oleju
rzepakowego, delta-tokoferolu i beta-karotenu.

Wstep

Surowe oleje roslinne poddawane procesowi uszlachetniania — rafinacji —
oprocz zwiazkdéw niepozadanych pozbawiane sa substancji niezbednych z punktu
zywieniowego.

Do nich oprocz NNKT mozemy zaliczy¢ tokoferole, karotenoidy oraz sterole
(Elmadfa i Wagner 1999). Usuwanie tych zwiazkéw moze wptywaé na mniejsza
odporno$¢ antyoksydacyjna olejéw rafinowanych. Ich najwigkszy sumaryczny
ubytek nastepuje w trakcie ostatniego etapu rafinacji, w procesie odwaniania.
W wigkszosci substancje te zostaja oddestylowane z para wodna i wchodza w skiad
kondensatu podezodoryzacyjnego. Olej rzepakowy nalezy do najczesciej
rafinowanego w polskich zaktadach ttuszczowych, stad pozostajacy po rafinacji
kondensat moze by¢ cennym zrédtem do otrzymywania tych zwiazkéw (Henkel
1994, De Smet 1995).

Ostatnio szczeg6lna uwage zwraca si¢ na sterole roslinne, ktére w prze-
ciwienstwie do steroli zwierzgcych — cholesterolu, moga odgrywac¢ wazka rolg
w profilaktyce przeciwmiazdzycowej (Wagner i EImadfa 1999). W badaniach nad
przyswajalnoscia steroli przez organizm ludzki stwierdza sig¢ ich niewielkie
wchtanianie na poziomie od 1,5 do 10%, w poréwnaniu do ilosci od 20 do 80%
pasywnie wchianianego cholesterolu (Elmadfa i Wagner 1999). Rezultatem wielu
przeprowadzonych prac sa roéwniez obserwacje dotyczace korzystnego wptywu
steroli pochodzenia roslinnego na zasigg i przebieg niekorzystnych zmian
w kwasach ttuszczowych acylogliceroli (Blekas i Boskou 1985, 1995, 1999).

Do tej pory jednak nie wyjasniono jaki jest udziat oraz rola steroli wraz
z innymi przeciwutleniaczami w procesie autooksydacji lipidéw, podczas ktorych
stwierdzono powstawanie oksy-pochodnych steroli (Blekas i Boskou 1989,
Matecka 1996). W przypadku oksy-pochodnych cholesterolu badania potwierdzity
ich szkodliwy wptyw na organizm ludzki (Smith 1996, Wasowicz 1997), brak
jednak danych czy oksysterole roslinne moga podobnie oddziatywac.

Celem podjetych badan byto wykorzystanie jako surowca odpadéw po
odwanianiu oleju rzepakowego do wyizolowania z nich steroli, a nastepnie okres-
lenie efektywnosci przeciwutleniajacej otrzymanej mieszaniny steroli w uktadach
modelowych imitujacych naturalnie wystepujace zestawy antyoksydantow.
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Material i metody

Koncentraty tokoferoli uzyskiwano przez usuniccie z kondensatow
podezodoryzacyjnych otrzymanych w procesie odwaniania oleju rzepakowego,
acylogliceroli i kwaséw ttuszczowych na drodze ich krystalizacji z roztworu
acetonowego w temp. —70°C (Gogolewski i in. 1976, Nogala-Katucka i in. 1998).
Oznaczenia ilosciowego tokoferoli dokonywano metoda HPLC (Gertz i Hermann
1982, Schulz i in. 1984). Preparat zawierat w 1 gramie 120,3 mg tokoferoli, w tym
45,3 mg a-tokoferolu, 71,3 mg y-tokoferolu i 3,6 mg &-tokoferolu.

Mieszanine steroli otrzymywano po wydzieleniu ich z koncentratu tokoferoli
poprzez frakcjonowanie metanolem, z ktérego sterole krystalizowaty po 24 godzi-
nach w temp. —20°C (Chow i in. 1969, Nogala-Katucka 1999). Oznaczanie sktadu
steroli wykonywano po uprzedniej sililacji za pomoca BSTFA, a ich estry
analizowano technika chromatografii gazowej. Rozdziatu dokonywano na chroma-
tografie gazowym Hewlett Packard 5890 z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
i wprowadzaniem probki bezposrednio na kolumng, stosujac kolumng kapilarng
DB-5 (J & W California) o wymiarach 25 m x 0,25 mm x 0,17 um. Sterole identy-
fikowano, poréwnujac czasy retencji ze standardami (Plant Sterols Mixture
/Matreya Inc.). Wyniki przeliczano na udziat procentowy steroli w préobach.

W otrzymanych mieszaninach sredni sktad steroli przedstawiat si¢ nastgpu-
jaco: brassikasterol 27,5; kampesterol 41,5; stigmasterol 0,2 i beta-sitosterol 30,8%.

Smalec wieprzowy o skitadzie kwasow ttuszczowych: Cigo— 24,9; Cig:0— 13,6;
Cig1 — 43,1; Cigp — 8,6; Cig3 — 1,0; Cpoa — 1,9; Copo— 0,4 i Cppy — 1,1; oOraz
poczatkowej wartosci liczby Lea = 0 zakupiono bezposrednio po wytopie z Zakta-
déw Miesnych ,,Pozmeat” w Poznaniu.

Do smalcu dodawano delta-tokoferol (Eisai Co. Ltd) lub mieszanine
tokoferoli w ilosci 0,05% w odniesieniu do proby smalcu, beta-sitosterol (Sigma)
lub mieszaning steroli w ilosci 0,3% oraz beta-karoten (Sigma) w ilosci 0,001%.
W celach poréwnawczych uzywano BHT (Merck) w ilosci 0,02%. Stosowano
dodatki pojedynczych preparatdw przeciwutleniajacych oraz kilka ich dwusktad-
nikowych i trojsktadnikowych mieszanin.

Stabilnos¢ prob smalcu z dodatkiem przeciwutleniaczy oraz bez dodatku
(préba kontrolna) okreslano w aparatach Rancimat (Methrom, Szwajcaria)
i Oxidograph (Mikrolab, Dania) w temperaturze 110°C (Korczak i in. 1998).

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca badanych uktadéw wyrazano wspoiczyn-
nikiem ochronnym Wo:

Wo = O|A/O|K

gdzie: Ol — okres indukcyjny préby z dodatkiem przeciwutleniacza
Ol — okres indukcyjny préby kontrolnej.
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Synergizm lub antagonizm przeciwutleniaczy stosowanych w mieszaninie
okreslano obliczajac wspétczynnik tzw. wspdlnego dziatania przeciwutleniajacego
(WDP):

WDP = (Wom-ZW,i) X 100 / ZW,;
gdzie: W, — wspdtczynnik ochronny mieszaniny przeciwutleniaczy,
>W,; — suma wspoétczynnikdw ochronnych pojedynczych sktadnikdw mieszaniny.

Wyniki i ich omdéwienie

Do badan wykorzystano produkt odpadowy — kondensat po dezodoryzacji
oleju rzepakowego, z ktérego wyizolowano, stosujac krystalizacj¢ materiatu balas-
towego, natywne tokoferole i sterole.

We frakcji steroli oleju rzepakowego wystepuja beta-sitosterol, kampesterol,
brassikasterol oraz w $ladowych ilosciach stigmasterol, A5 avenasterol, A7 stigma-
sterol oraz cholesterol (Przybylski 1994). Okreslony sktad steroli i obecnos¢
brassikasterolu odréznia olej rzepakowy od pozostatych olejéw roslinnych. Sterole
naleza do substancji niezmydlajacych sig, a ilos¢ ich siega do 0,9% w stosunku do
masy oleju (Matecka 1996), natomiast w kondensacie po odwanianiu olejéw moga
stanowi¢ nawet do 50% tej frakcji (De Smet 1995).

Otrzymana mieszanina steroli z kondensatu po odwanianiu oleju rzepakowego
miata odmienny procentowy sklad od wystepujacego w oleju. Brassikasterolu byto
dwukrotnie wiecej niz naturalnie wystepujacego w oleju, natomiast udziat
procentowy beta-sitosterolu siegat tylko 30%. W oleju rzepakowym ilos¢ tego
sterolu moze dochodzi¢ do 50% ogo6lnej ich zawartosci (Przybylski 1994).

Do badania trwatosci ttuszczOw opracowano szereg przyspieszonych testéw,
opartych przede wszystkim na zwiekszonym kontakcie substratu z tlenem
w podwyzszonej temperaturze. W przeprowadzonych badaniach proby testowano
w Oxidographie i Rancimacie.

Smalec uzyty jako substrat wykazywatl nizsza trwatos¢ w warunkach
stosowanych w Oxidographie (pomiar spadku cisnienia spowodowanego
pochtanianiem tlenu), w ktorym sredni czas indukcji wynosit tylko 1,53 godz.
Natomiast w Rancimacie, w ktorym pomiar polega na okresleniu ilosci lotnych
produktéw utleniania o charakterze zwiazkdw karboksylowych, czas indukcji dla
samego substratu byt ponad dwukrotnie dtuzszy (tab. 1).

Na poczatku przetestowano wiasciwosci przeciwutleniajace pojedynczych
dodatkbw do smalcu (tab. 1). Sposrdd stosowanych dodatkéw naturalnych
przeciwutleniaczy najlepszym antyoksydantem w stosunku do triacylogliceroli
smalcu okazat sie delta-tokoferol, zarébwno w jednym jak i drugim tescie. Jego
efektywnos¢ przeciwutleniajaca wyrazona wspoétczynnikiem ochronnym (WO)
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wynosita érednio ponad 10. Aktywnos¢ delta-tokoferolu byta nieco wyzsza od
zastosowanego w celach poréwnawczych syntetycznego przeciwutleniacza — BHT
(tab. 1 test przeprowadzany na Oxidographie).

Tabela 1
Wplyw dodatku pojedynczych naturalnych przeciwutleniaczy na stabilno$¢ smalcu w testach
przyspieszonych — Effect of addition of single natural antioxidants on the stability of lard
in the accelerated tests

Test Oxidograph Test Rancimat
Oxidograph Test Rancimat test
Przeciwutleniacz okres wspotczynnik okres wspéiczynnik
Antioxidant indukcyjny ochronny* indukcyjny ochronny*
induction protection induction protection
time factor time factor
Beta-karoten — Beta-carotene 1,30+0,10 ™ 0,84 3,28 +0,22" 0,98
Delta-tokoferol — Delta-tocopherol | 17,40 + 0,69 11,37 32,73 +£2,67 9,98
Beta-sitosterol 1,39 £ 0,007 0,90 3,64+0,18 1,09
Mieszanina steroli z kondensatu 4,25+0,15 2,77 9,94 +0,2 2,98
rzepakowego — Mixture of sterols
from rapeseed condensate
Koncentrat tokoferoli 3,74 £ 0,008 2,44 4,1+0,07 1,23
Tocopherols concentrate
BHT 16,78 £ 0,01 10,97 9,21 £ 0,56 2,76

* Dla proby kontrolnej (bez przeciwutleniaczy) uzyskano nastepujace okresy indukcyjne: test
Oxidograph 1,53 godz., test Rancimat 3,33 godz.
For control sample (without antioxidant) the following induction time was found: Oxidograph test
1.53 h, Rancimat test 3,33 h

** Dane przedstawiaja wartosci $rednie z trzech powtdrzen oraz odchylenie standardowe
Data presents mean values from three replicates and standard deviations

Najnizszymi wspétczynnikami ochronnymi na poziomie wartosci 1 charakte-
ryzowaly si¢ proby z beta-karotenem i beta-sitosterolem. Poréwnujac dziatanie
stabilizujace na triacyloglicerole smalcu standardu beta-sitosterolu i otrzymanej
mieszaniny steroli, stwierdzono trzykrotnie silniejsze dziatanie przeciwutleniajace
wyizolowanych steroli. Oddzielnie dodane mieszaniny steroli i tokoferoli wyka-
zywaly podobna aktywnos¢ antyoksydacyjna (WO = 2,9), przy czym minimalnie
wyzsza w przypadku Rancimatu charakteryzowala si¢ mieszanina steroli.
W kolejnych testach stosowano mieszaniny przeciwutleniaczy skladajace sie
z dwoch lub trzech preparatow, ktére wystepuja naturalnie w olejach roslinnych,
a sa usuwane w czasie rafinacji.
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Przygotowane dwuskladnikowe ztozone mieszaniny przeciwutleniaczy
wykazaty najlepsze wiasciwosci przeciwutleniajace w uktadach, w ktorych
zastosowano delta-tokoferol z beta-karotenem oraz delta-tokoferol z mieszanina
steroli (tab. 2). Zjawisko to bylo interesujace, bowiem sam beta-karoten nie
wykazat dziatania przeciwutleniajacego (tab. 1). Efektywnos$¢ antyoksydacyjna
uktadu mieszaniny steroli z tokoferolami w stosunku do triacylogliceroli smalcu
bylta nizsza i wielkos¢ wspétczynnika ochronnego oscylowata woko6t wartosci 4.

Tabela 2
Wptyw dodatku podwojnych mieszanin naturalnych przeciwutleniaczy na stabilnos¢
smalcu w testach przyspieszonych — Effect of addition of double composed mixture
of natural antioxidants on the stability of lard in the accelerated tests

Test Oxidograph Test Rancimat
Kompozycja mieszaniny Oxidograph test Rancimat test
przeciwutleniaczy okres wspéiczynnik okres wspéiczynnik
C_om_p03|t|or_1 indukcyjny ochronny* indukcyjny ochronny*
of antioxidant mixture induction protection induction protection
time Factor time factor
Beta-karoten + delta-tokoferol 17,20 £ 0,04 11,24 32,06 +0,72 9,62
Beta-carotene + delta tocopherol
Beta-karoten + mieszanina steroli z | 3,89 + 0,05 2,54 8,18 +1,35 2,45

kondensatu rzepakowego
Beta-carotene + mixture of sterols
from rapeseed condensate

Delta-tokoferol + mieszanina 17,93 £ 0,04 11,27 31,90 + 3,13 9,57
steroli z kondensatu rzepakowego
Delta-tocopherol + mixture of

sterols from rapeseed condensate

Mieszanina steroli z kondensatu 6,21 +0,17 4,05 11,56 + 2,55 3,47
rzepakowego + koncentrat
tokoferoli — mixture of sterols
from rapeseed condensate

+ Tocopherols concentrate

* Objasnienia jak w Tabeli 1 — Explanations as in Table 1

Nie stwierdzono silniejszego dziatania stabilizujacego dla mieszaniny steroli
z beta-karotenem w odniesieniu do acylogliceroli smalcu. Uktad ten miat nieco
nizszy wspoétczynnik ochronny w obu testach niz w przypadku zastosowania
dodatku tylko samej mieszaniny steroli, ktéra wykazywata zdolnos¢ prawie
trzykrotnego wydtuzenia okresu indukcyjnego smalcu.

Potréjne uktady zawierajace beta-karoten, delta-tokoferol i mieszanine steroli
rzepakowych wykazywaty wiasciwosci przeciwutleniajace podobne do testo-
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wanych mieszanin dwuskladnikowych zawierajacych delta-tokoferol. Wartosé¢
wspotczynnika ochronnego dla badan przeprowadzonych w Oxidographie byta
nieco wyzsza niz w Rancimacie.

Tabela 3
Wptyw potrdjnych mieszanin naturalnych przeciwutleniaczy na stabilnos¢ smalcu w testach
przyspieszonych — Effect of addition of triple composed mixture of natural antioxidants
on the stability of lard in accelerated tests

Kompozycja mieszaniny
przeciwutleniaczy

Test Oxidograph
Oxidograph test

Test Rancimat
Rancimat test

Composition of antioxidant mixture - ) - )
okres wspobtczynnik okres wspbtczynnik
indukcyjny ochronny* indukcyjny ochronny*
induction protection induction protection
time factor time factor
Beta-karoten + delta-tokoferol 16,43+0,9 10,73 31,63+0,92 9,49
+ mieszanina steroli
z kondensatu rzepakowego
Beta-carotene + delta tocopherol
+ Mixture of sterols from rapeseed
condensate
Beta-karoten + mieszanina steroli z | 4,62+0,03 3,01 29,40+2,04 8,82
kondensatu rzepakowego
+ koncentrat tokoferoli
Beta-carotene + mixture of sterols
from rapeseed condensate
+ tocopherols concentrate

* Objasnienia jak w Tabeli 1 — Explanations as in Table 1

Dodatek beta-karotenu do mieszaniny steroli i tokoferoli otrzymanych
z kondensatu po odwanianiu oleju rzepakowego spowodowat obnizenie ich
aktywnosci przeciwutleniajacych w warunkach testu Oxidographu. Ta podwdjna
mieszanina przedtuzata trwatos¢ smalcu ponad czterokrotnie, a z beta-karotenem
tylko dwukrotnie.

Wspbtdziatanie przeciwutleniaczy stosowanych w mieszaninie mozna takze
oceni¢ przez poréwnanie wspotczynnikdw ochronnych mieszaniny i sumy wspot-
czynnikow uzyskanych oddzielnie dla kazdego sktadnika mieszaniny. Na pod-
stawie obliczonych wskaznikdw wspotdziatania przeciwutleniajacego (WDP),
stwierdzono, ze jedyny, najwyzszy efekt synergistycznego wspdtdziatania wy-
kazala mieszanina beta-karotenu, steroli rzepakowych i tokoferoli w aparacie
Rancimat. Wartos¢ tego wskaznika byta bardzo wysoka i siegata 70%. W warun-
kach tego testu silny efekt synergistyczny pomigdzy sktadnikami mieszaniny
powodowat prawie 9-krotne przedtuzenie trwatosci smalcu. Podwdjna mieszanina
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(bez beta-karotenu) nie posiadata takiej aktywnosci przeciwutleniajacej (WO =
3,47). Takiego efektu nie obserwowano w innej potrdjnej mieszaninie. Dwu-

sktadnikowa mieszanina (delta-tokoferol i mieszanina steroli) wykazywata
wiasciwosci przeciwutleniajace wtedy, gdy testowano ja z beta-karotenem oraz bez
jego dodatku.

We wczesniejszych badaniach nad wykorzystaniem odpadu po odwanianiu —
kondensatéw podezodoryzacyjnych — wyizolowywane byty tylko tokoferole,
ktorych koncentraty wykazywaty wysoka aktywnos¢ w stabilizacji ttuszczéw
(Nogala-Katucka i in. 1998, Korczak i in. 1999). Stosujac w tych doswiadczeniach
nastepny z komponentéw kondensatow — sterole, rowniez stwierdzono ich udziat
w hamowaniu procesu autooksydaciji.

Uzyskane rezultaty wskazuja na mozliwe synergistyczne dziatanie naturalnie
wystepujacych zwiazkdw we frakcji substancji niezmydlajacych sig. Ich uczest-
nictwo w hamowaniu procesu autooksydacji polega na wzajemnym oddziatywaniu
poszczegollnych skiadnikéw stosowanych mieszanin, a takze ich produktow
powstajacych podczas rodnikowego przebiegu reakcji utleniania ttuszczow
(Bhagavan 1992, Mahungu i in. 1999).

W badaniach tych jednak nie okreslono mechanizmu dziatania steroli, czy
m.in. hamuja proces autooksydacji na zasadzie zapobiegania polimeryzacji
kwasow tluszczowych, jak sugeruje wielu autoréw prowadzacych badania nad
sterolami (Blekas 1987, Boskou 1999).

Otrzymane wyniki potwierdzaja celowos$¢ odzyskiwania steroli z konden-
satow po odwanianiu olejow roslinnych i wskazuja na mozliwos¢ zastosowania ich
w mieszaninie z innymi naturalnymi przeciwutleniaczami do utrwalania produktéw
ttuszczowych.

Whnioski

e Pojedyncze dodatki beta-sitosterolu i beta-karotenu nie wykazywaty efektu
stabilizujacego w stosunku do triacylogliceroli smalcu w stosowanych
warunkach obu testow.

o Uzyskane mieszaniny steroli z kondensatu po odwanianiu oleju rzepakowego
trzykrotnie przediuzaty czas indukcji smalcu badanego przy uzyciu
Oxidographu i Rancimatu.

o Najsilniejsze wiasciwosci stabilizujace triacyloglicerole smalcu stwierdzono dla
uktadéw modelowych podwojnych i potréjnych, w skiad ktérych wchodzita
wyizolowana mieszanina steroli, delta-tokoferol i beta-karoten.
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