Tom XXIV

Rosliny Oleiste

2003

Magdalena Rudzinska, Czeslaw Mus$nicki*, Erwin Wasowicz
Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego w Poznaniu
Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego, *Katedra Uprawy Roli i Roslin

Fitosterole i ich pochodne utlenione
. ° *
w nasionach rzepaku ozimego

Phytosterols and their oxidized derivatives in seeds of winter oilseed rape

Stowa kluczowe:

Key words:

Celem niniejszej pracy byta identyfikacja po-
chodnych utlenionych kampesterolu, stigmaste-
rolu i B-sitosterolu technika GC/MS oraz ozna-
czanie ich zawartosci w dziesieciu odmianach
nasion rzepaku ozimego. Zawarto$¢ fitosteroli
oznaczano metoda chromatograficzna GC, po
uprzednim zmydleniu proby. W celu oznaczenia
zawartosci oksyfitosteroli, proces zmydlania zas-
tapiono transestryfikacja, nastgpnie probg oczysz-
czano na kolumienkach SPE — NH,, sililowano
i analizowano technika GC/MS. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze naj-
wigksza zawartoscia steroli charakteryzowaly sig
nasiona odmiany Kronos — 6,29 mg/g, a naj-
mniejsza nasiona odmiany Buffalo — 4,71 mg/g.
Zastosowane metody analityczne pozwolily na
oznaczenie zawarto$ci 14—18 pochodnych utle-
nionych fitosteroli w nasionach rzepaku. Zawar-
tos¢ tych zwiazkow wynosita od 10 do 15 pg/g
nasion i dominowaly wsréd nich pochodne
B-epoksy- oraz 7p3-hydroksysterole.

fitosterole, oksyfitosterole, nasiona rzepaku, chromatografia gazowa

phytosterols, oxyphytosterols, rapeseed, gas chromatography

The main goal of this work was the identification
of campesterol, stigmasterol and [-sitosterol
oxidation products by GC/MS technique and the
analysis of their content in ten varieties of winter
rapeseed. Ten varieties of winter rapeseed
cultivated in Poland were analyzed. The content
of phytosterols was determined by GC technique
following saponification. To determine the
content of oxyphytosterols, saponification was
replaced by transesterification, then samples
were cleaned on SPE — NH,, sililated and
analyzed by GC/MS. The content of phytosterols
was from 4,41 mg/g in seeds of Buffalo variety,
to 6,29 mg/g in seeds of Kronos variety. The
applied methods allowed to determine 14-18
oxyphytosterols in rapeseeds. Their content
ranged from 10 to 15 pg/g of seeds and B-epoxy-
and 7fB-hydroxy-sterols dominated.

Wprowadzenie

Szeroko prowadzone w $wiecie badania naukowe doprowadzity do zidenty-
fikowania w tkankach ro$linnych ponad 60 fitosteroli, ktore sa formami przej-

* Praca cze$ciowo finansowana przez KBN w ramach grantu 6 PO6T 076 21.
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sciowymi lub koncowymi metabolizmu komoérkowego (Hartmann 1998). Zwiazki
te znalazly zastosowanie jako substancje pomocnicze w walce z niedokrwienng
chorobg serca. Zwigkszenie spozycia fitosteroli jest efektywnym sposobem zwal-
czania hipercholesterolemii poprzez zmniejszenie st¢zenia cholesterolu we krwi
(Moreau 1 in. 1999, Hicks i Moreau 2001). Jednocze$nie najnowsze badania
wskazuja na przeciwpolimeryzacyjne dziatanie tych zwiazkéw podczas smazenia
produktéw spozywczych (Boskou 1998, Blekas i Boskou 1999). Skiad fitosteroli
jest rozny i charakterystyczny dla danego gatunku roslin oleistych. Najwigcej
fitosteroli zawieraja ziarna kukurydzy oraz nasiona rzepaku i bawelny — od 7,7 do
9,3 mg/g (Verleyen i in. 2002, Vlahakis i Hazebroek 2000). Zwiazki te, podobnie
jak cholesterol, ulegaja procesom oksydacyjnym. Jednak stan wiedzy dotyczacej
powstawania pochodnych utlenionych steroli roslinnych, zwanych oksyfitostero-
lami, jest bardzo skromny i opiera si¢ glownie na analogii do cholesterolu. Badania
naukowe dotyczace wlasciwosci oraz powstawania pochodnych utlenionych
cholesterolu byty tematem wielu prac badawczych (Smith 1996, Wasowicz 2003).
Do dnia dzisiejszego zidentyfikowano ponad 100 tych zwiazkéw, ktérym przypi-
suje si¢ dziatanie mutagenne, kancerogenne, cytotoksyczne i aterogenne. Podo-
bienstwo w budowie chemicznej pochodnych utlenionych fitosteroli i pochodnych
utlenionych cholesterolu sugeruje, ze zwiazki te maja analogiczny wplyw na orga-
nizm czlowieka, a metabolizm ich przebiega tymi samymi drogami. W ostatnich
latach opublikowano kilka prac wskazujacych na obecno$¢ oksyfitosteroli w pro-
duktach spozywczych. Dutta (1997) badat pochodne utlenione fitosteroli w oleju
stonecznikowym 1 palmowym zmieszanym z uwodornionym olejem rzepakowym
oraz we frytkach i chipsach smazonych na tych olejach. Calkowita zawartos§¢
oksyfitosteroli w olejach wynosita od 39,9 do 46,7 ppm, a we frytkach od 32,0 do
53,7 ppm. W zywnosci barowej smazonej na mieszanych thuszczach roslinnych
i zwierzgcych wykryto produkty utlenienia cholesterolu, sitosterolu i kampesterolu,
takie jak: o i P-epoksysitosterol, 7-hydroksysitosterol i kampesterol, 7-keto-
sitosterol 1 kampesterol oraz triol sitosterolu i kampesterolu (Dutta i Appelqvist
1997). Oehrl i in. (2001) analizowali straty fitosteroli oraz tworzenie si¢ ich po-
chodnych utlenionych w olejach roslinnych ogrzewanych w warunkach modelo-
wych przez 20 godzin w temperaturze 100, 150 i 180°C. Najwigcej oksyfitosteroli,
a gtownie pochodnych epoksydowych kampesterolu i sitosterolu, zawieral olej
rzepakowy ogrzewany w 100°C — okoto 80 pg/g.

W naszym laboratorium prowadzone s3 systematyczne badania dotyczace
tworzenia si¢ pochodnych utlenionych fitosteroli w czasie przechowywania i prze-
twarzania zywno$ci. Efektem tych badan byly prace opublikowane przez
Rudzinska i in. (2001, 2002) dotyczace zawartosci steroli roslinnych i ich po-
chodnych utlenionych w olejach roslinnych rafinowanych i ttoczonych na zimno
oraz w rafinowanych olejach roslinnych ogrzewanych w warunkach modelowych.
W olejach ttoczonych na zimno catkowita zawartos¢ oksyfitosteroli wynosita od
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8 do 35 ug/g oleju, a w olejach rafinowanych od 17 do 49 ug/g oleju. Podczas
ogrzewania zawarto$¢ tych zwiazkow wzrastata we wszystkich badanych olejach.
Jednak do tej pory nie ukazala si¢ zadna praca dotyczaca obecnosci pochodnych
utlenionych fitosteroli w nasionach roslin oleistych.

Celem niniejszej pracy bylo zidentyfikowanie i oznaczenie ilosciowe oksy-
fitosteroli w dziesigciu odmianach nasion rzepaku ozimego uprawianego w Polsce.

Material do badan

Z Zaktadu Roslin Oleistych Katedry Uprawy Roli i Roslin Akademii Rol-
niczej im. A. Cieszkowskiego w Poznaniu otrzymano nasiona dziesigciu odmian
rzepaku (Bor, Buffalo, Capio, Contact, Kana, Kaszub, Kronos, Lisek, Mazur,
Rasmus) ze zbioru w 2000 roku. Otrzymane do badan nasiona byty dobrej jakosci,
z nieuszkodzona okrywa nasienna, zdrowe, bez zanieczyszczen. Wartos¢ liczby
nadtlenkowej byta we wszystkich nasionach niska i wynosita od 0,53 meq O,/kg
w odmianie Buffalo i Kronos do 0,76 meq O,/kg w odmianie Bor, a analiza
statystyczna nie wykazata istotnych réznic miedzy odmianami.

Sktad kwasow tluszczowych w badanych nasionach byt wyréwnany i typowy
dla oleju rzepakowego. Najwigcej, bo ponad 60% stanowil kwas oleinowy (18:1),
a drugi pod wzgledem ilosciowym byt kwas linolowy (18:2), ktory stanowil okoto
20% zawarto$ci kwasow tluszczowych. Udzial kwasu a-linolenowego (18:3)
wynosit okoto 10% 1 byt typowy dla tego oleju. Kwas erukowy wystepowat
w nasionach tylko trzech badanych odmian rzepaku — Bor, Kaszub, Kronos i sta-
nowil okoto 0,1% wszystkich kwasdw.

Odczynniki

Standardy Sa-cholestan i 19-hydroksy-cholesterol (19-OH-C) zakupiono
w firmie SIGMA-ALDRICH.

Rozpuszczalniki organiczne o wysokiej klasie czystosci zakupiono w firmach:
ROMIL (chloroform, metanol, heksan), Merck (metanolan sodu, eter metylo-tert-
butylowy — MTBE) i SIGMA (aceton, eter etylowy).

Odczynniki sililuyjace BSTFA + 1% TMCS oraz Sylon HTP zakupiono
w firmie SIGMA-ALDRICH.
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Metody badan

Oznaczanie zawartosci fitosteroli

W celu oznaczenia zawartosci fitosteroli w nasionach rzepaku ekstrahowano
frakcje lipidowa metoda Folcha (Folch i in. 1957). Nastepnie 0,2 g thuszczu pod-
dawano zmydlaniu 1 N roztworem KOH w metanolu. Frakcj¢ niezmydlajaca ekstra-
howano eterem etylowym 1 sililowano odczynnikiem BSTFA z 1% dodatkiem
TMCS. Analiz¢ chromatograficzna wykonano na aparacie firmy Hewlett-Packard
5890 II stosujac kolumne kapilarng DB-5 30 m x 0,32 mm x 0,25 um. Analizg pro-
wadzono w stalej temperaturze pieca 290°C. Jako standard wewnetrzny stosowano
Sa-cholestan. Identyfikacj¢ analizowanych zwiazkéw wykonano na podstawie po-
rownania ich czaséw retencji ze standardami.

Oznaczanie zawartosci oksyfitosteroli

Do oznaczania pochodnych utlenionych fitosteroli zastosowano metodg opisa-
na przez Rudzinska i in. (2001). Frakcj¢ lipidowa ekstrahowano metoda Folcha
z dodatkiem 0,006% BHT, a nastgpnie poddawano transestryfikacji metanolanem
sodu. Po ekstrakcji chloroformem probeg frakcjonowano na kolumienkach SEP-
PAK NH2, sililowano i analizowano technika chromatografii gazowej na aparacie
Trace 2000 sprzgzonym ze spektrometrem masowym firmy Finnigan — Polaris Q.
Analize prowadzono na kolumnie kapilarnej HP-5MS 50 m x 0,2 mm x 0,32 pm
w temperaturze programowanej: 50-270°C wzrost 25°C/min, 270-290°C wzrost
1°C/min, 290°C utrzymywano przez 95 min. Temperatura zrodta jonow — 250°C,
temperatura interfejsu GC/MS — 280°C, tryb pracy SCAN w zakresie mas
100-650, energia jonizacji 70eV. Jako standard wewngtrzny dodawano do proby
19-hydroksy-cholesterol w ilosci 10 pg.

Omowienie wynikow

Zawartos¢ fitosteroli w nasionach rzepaku ozimego

W badanych olejach oznaczono zawarto$¢ steroli roslinnych, takich jak brassika-
sterol, kampesterol, stigmasterol, B-sitosterol i awenasterol, a uzyskane wyniki
przedstawiono w tabeli 1.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze zawartos¢ steroli w thusz-
czu wyekstrahowanym z nasion rzepaku wynosita od okoto 4,7 mg/g nasion
w odmianach Bor, Buffalo, Contact do 6,3 mg/g nasion w odmianie Kronos (rys. 1).
Sktad procentowy frakcji sterolowej badanych nasion rzepaku byl wyrdéwnany
1 charakterystyczny dla oleju rzepakowego. Dominujacym sterolem byt B-sitosterol,



UONDIASP pAvPUDIS F Sa1o1dnp 22.4y) JO SUDIU — IMOPIEPUE]S SIUSAYOPO F U0ZIO)MOd [0dZ1} Z RIUPSIS BIMOUE)S T[0qE) M dUBD — ,

600 > w arwoizod vu d1UZOI YOAU0IST A1UZIA)SAIe)s Yelq — [ORUWIN[OY M dMOII| BIUIZOBUZO dMOxeupdf — 'q ‘e

(500> ) Apuvorfiusis Lafip 10U Op S42112] QUIDS Y] YIJIN PIYADUL SUIUN]OD Y] U1 SINIDA

900 FSLS | aBH0°0 F 81°0 BZO0F6LT B 100 F+0°0 2100 F66°1 9100 F 69°0 ® 200 ¥ 90°0 Snwsey
BLTOTFLOY BGS0'0FSI0 BOI0FILT B 200 ¥ 90°0 B G500 F 88°1 e H10 F49°0 2100 ¥ 90°0 mzepw
BLI0OFSSS B 100 FSI0 ©80°0 F00°C B 100 F 00 2800 F 19°1 2€0°0F L0 ® €00 F LO0 RER
B €6°0F 6C9 210°0 F9€0 B0 F 88°C 2100 F 900 BOE0FITT 110 F L9°0 ®Z0°0F01° SouoIy
B S0 F 96°C QII‘0FLI0 B ET0F98C B 100 F 500 BI1°0F 60T 2€0°0F 1L 2100 F 60°0 qnzsey]
B100F V6t q10°0 F¥2°0 BI00F9IC B 100 F 400 2100 FS8°1 2 10°0 F 650 ®10°0 ¥ S0°0 euey]
©60°0F bLY q.€0°0 F 020 ©Z0°0 F9€°C ©Z0°0 F S0°0 €00 FLY'T | 9920°0F 650 ® €00 ¥ 80°0 198IU0D
© 670 FSS°S q.L0°0F¥T0 By°0F €9°C 2 10°0 F 200 e 180 F €61 9LT0FS90 ®Z0°0 ¥ 80°0 oide)
BICOFILY B I00FEI0 B LI0FOPT 2100 F £0°0 ©60°0 F €9°1 q20°0 F L¥0 ®10°0 ¥ S0°0 oregng
BISOFPLY | 98400 F91°0 ®LT0F6CT ®70°0 F ¥0°0 BLI'0OFF9'T | 9960°0 F 950 ®10°0 F #0°0 log
wng 10421SDUIAY j0121501154 0421SDUS1S jo42152duin)) 0421SDISSDAG 0.12152]0Y) Mo g
gung [0I9)SBUIMY [o11801S-¢ JoIo)sew3Ng [o19ysadures| [oI)seyIsseIg [019)S9[0YD) rBURTWIPO

[spaas fo 3/3ui] spaasadp.i u1 sj0.4215034yd fo juaiuod ay ] — ,[uorseu 33w nyedozi yoruoISEU M YOAUUI[SOI 1[0I)S PSOMIBMEBZ

RIENTAR




56 Magdalena Rudzinska ...

[ma/g]

H Cholesterol - Cholesterol M Brassikasterol - Brassicasterol
@ Kampesterol - Campesterol B Stigmasterol - Stigmasterol
O Sitosterol - Sitosterol [0 Awenasterol - Avenasterol

Rys. 1. Zawarto$¢ steroli w nasionach rzepaku ozimego [mg/g nasion] — The content of sterols in ten
varieties of winter rapeseed [mg/g of seeds]

ktorego zawartos¢ wahala si¢ od 2,16 mg/g nasion w odmianie Kana do 2,95 mg/g
nasion w odmianie Lisek, co stanowito okoto 43—-55% frakcji sterolowej. Natomiast
zawarto$¢ kampesterolu wynosita od 1,62 mg/g nasion w odmianie Lisek do
2,22 mg/g nasion odmiany Kronos i stanowila okoto 30-35% frakcji sterolowe;.
W badanych nasionach rzepaku oznaczono takze zawarto$¢ brassikasterolu,
typowego sterolu ro$lin z rodziny krzyzowych. Stanowit on okoto 11% sumy
wszystkich steroli, a jego zawarto$s¢ wahata si¢ od 0,46 mg/g nasion w odmianie
Buffalo do 0,72 mg/g nasion w odmianie Lisek. Pozostale sterole wystgpowaty
w duzo mniegjszych ilosciach. Zawartos¢ awenasterolu wynosita okoto 0,2 mg/g
nasion, stigmasterolu — okoto 0,02—0,06 mg/g nasion, a cholesterolu okoto 0,04—
0,09 mg/g nasion.

Analiza statystyczna wykazata tylko zréznicowanie migdzy odmianami w za-
warto$ci brassikasterolu i awenasterolu. Natomiast nie stwierdzono istotnych
réznic w zawartosci sumy fitosteroli.

Zawarto$¢ pochodnych utlenionych fitosteroli w nasionach rzepaku ozimego

W nasionach 10 odmian rzepaku ozimego oznaczano zawarto$¢ szesciu po-
chodnych utlenionych (7a-hydroksy-, 7B-hydroksy-, B-epoksy-, a-epoksy-, triol
i 7-keto-) trzech steroli roslinnych kampesterolu, stigmasterolu i sitosterolu.
W pracy nie oznaczano zawartosci pochodnych utlenionych brassikasterolu ze
wzgledu na duze trudnosci analityczne i metodyczne w zidentyfikowaniu tych
zwiazkoéw technika GC/MS. Uzyskane szczegdtowe wyniki przedstawiono w tabe-
lach 2—4 oraz na rysunkach 2, 3 i 4. Przykladowy rozdziat chromatograficzny
pochodnych utlenionych fitosteroli w ttuszczu wyekstrahowanym z nasion rzepaku
odmiany Rasmus ilustruje rysunek 5.



Pa19232p J0U — OIADAM QTU — “MN

(50°0> ) ppuparfiusis 4a2ffip 10U Op 5.42312] QDS Y} YIIN PIYIDUL SUWN]OD dY] Ul SONIDA
G0°0 > 0 orworzod eu O1UZOI YOAUI0IST QTUZOAISAIBIS elq — YORUWIN[OY M OMOIJ)I] BIUOZOBUZO oMONeupel — °q ‘@

UONIDINIY PADPUDIS F S2Jp21]dnp 22.41] [0 Suvaui — IMOPIEPUR)S SIUIAYOPO F USZI0)Mod [odz1) Z BIUPaIS BIMOUR)S 1[oqE) M dUBD —

P 8T'S PSSOFIET | 98200 FS0°0 qave0F970 PHPTOF €8T | 99650 F €8°1 e "MN snuwisey
q96°C 9T6°0F LLO BMN ® 200 F 600 q81°0FL80 Avy'oF €Tl B MmN nzepw
®9€T OLI'0F L9 2600 F P10 100 F SO0 | QB LTOF ¥90 ®90°0 ¥ 98°0 e MN JesIT
Ty PETOFLIT 2400 F T1°0 BLE0FTIO0 QETOFSI'T | 990T°0F6LT ®Z0°0 F #0°0 Souory
P L6V 2010 F 690 q.20°0 ¥ 80°0 2ZI'0F LED QvI‘TF8I0 O 1E€0FSTT Q00 F01°0 qnzse|
B EET 4900 F T¥0 Q€00 F90°0 q450°0F LT0 ©G0°0 F8T0 qQSTOF ST ®10°0 ¥ S0°0 Buey]
Q@ yLT q.€8°0F 050 B MN BI10°0F €00 | 98 LT0F09°0 QIT0F 191 e MN 10'IW0D
©8sT QS0°0FO0Y'0 | 9I00FLO0 | 9900FSTO | ®BSOOFSTO | 9S80F8ST | BIO0FE00 orde)
q6v'c Q00 F0S0 | 4200F60°0 | BIOOFEO0 | 9e9I'0FS90 | °81°0FTTT B MmN oreyng
qL0°€ ©80°0 F ¥T°0 2100 F €00 ©Z00F CI0 BOL0FSH0 26T0F 61T ® 10°0 F #0°0 log
wng D-012%-/ D-jo141 D-dsyoda D-dxodaf D-Axouply¢f/ D-dxoapdy-0/ f1a140
puing 3[-039%-/, S-[o1m -Asyode-10 M-Asyode-g S-ASNOIPAY-¢J/ | S-AS30IpAy-0/ BUBTUPO

[spaas Jo 3/31] spaasadp.i u1 sponpo.ad uoyppixo jo.laisaduwnd Jo juajuod ay |
«[uorseu 3,31 nyyedazi yoeuorseu m njorgysaduwrey yoAuoruspn yoAupoyood Jsojremez
C B[PqeL



Pa19232p J0U — OIADAM QTU — “MN

(50°0> ) ppuparfiusis 4a2ffip 10U Op 5.42312] QDS Y} YIIN PIYIDUL SUWN]OD dY] Ul SONIDA
G0°0 > 0 orworzod eu O1UZOI YOAUI0IST QTUZOAISAIBIS elq — YORUWIN[OY M OMOIJ)I] BIUOZOBUZO oMONeupel — °q ‘@

UONIDINIY PADPUDIS F S2Jp21]dnp 22.41] [0 Suvaui — IMOPIEPUR)S SIUIAYOPO F USZI0)Mod [odz1) Z BIUPaIS BIMOUR)S 1[oqE) M dUBD —

q6C°1 4900 F92°0 q.20°0 ¥ S0°0 9600 F¥E0 | 29+0°0 F 8€0 92600 F 920 B MmN snwsey
©8L0 BZO0OFI1°0 BMN q.20°0 F 020 q20°0 820 qQLO0OF 610 e MmN nzepw
B L0 900 F01°0 B 100 F 00 BZOOFI1°0 | 9B 200 F 020 220°0F92°0 100 F 100 NasI
Qv qe SO0 F 61°0 910°0 F60°0 990°0 F 8€°0 9€0°0 F0S°0 9900 F 2T ® 100 F €0°0 Souory
qQorl Q910 F97°0 | 9920°0 F LO0 9200 F T€0 9.€0°0 F 9%°0 9600 F €20 ® 200 ¥ 90°0 qnzse|
® 090 BS0'0FCI0 2 10°0 F#0°0 e300 F 10 2 10°0 F#1°0 2400 FC1°0 ®10°0 F #0°0 Buey]
© 980 q.$0°0F €2°0 B MN Q100 FST0 9500 F 870 2Z0°0 F01°0 B MN 198IU0D)
© 780 BI00FPI0 | BIOOFE00 | BSOOFSIO | A¥0O'0OFITO | 2600F9T0 | BIOOFE00 orde)
B YL Qe €00 F 61°0 q.20°0 F90°0 BI0°0F P10 | 98 90°0 F 61°0 © GO0 F ¥1°0 ® [0°0F 200 oreyng
€680 BI00FPI0 | 2100F600 | BSOOFSI0 | BTOOFLIO | 2T0°0F6T0 | BIOOFSO0 log
wng 1§-012y-/ 1S-10141 1§-Ax0da-0 1§-Axoda 1§-dxo4pdyg; | 1§5-Ax04pdy-0/ f1a140
BuIng 1S-0303-/ 1S-To1n 1S-Assyoda-0 1S-Asyodo-g 1S-ASOIPAY-¢/ | 1S-ASNOIpAY-0/ BUBIWP()

[spaas fo 8/31T] spaasadp.i u sponpo.d uoyvpIxXo j0.421svw3YS JO Ju2JU0I Y |
«[uorseu 3/31] nyyedazi yoeuorseu m njoIdg)sew3ns yoAuorudpn yoAupoyood Jsojremez
€ B[9qeL



(50°0> ) ppuparfiusis 4a2ffip 10U Op 5.42312] QDS Y} YIIN PIYIDUL SUWN]OD dY] Ul SONIDA
G0°0 > 0 orworzod eu O1UZOI YOAUI0IST QTUZOAISAIBIS elq — YORUWIN[OY M OMOIJ)I] BIUOZOBUZO oMONeupel — °q ‘@

UONIDINIY PADPUDIS F S2J21]dnp 22.41] [0 SuD2Ui — IMOPIEPUR)S SIUIAYOPO F USZI0)Mod [odz1) Z BIUPAIS BIMOUR)S 1]oqE) M dUBD —

q08°8 ®90°0 F 290 q.60°0F 62°0 dYI0FSO0] eH1°0F60C 2810 F0Sy q® S0°0 ¥ ST0 snuwisey
q €8 B LO0F L8O BH0°0 F 81°0 4600 F ¥9°0 eHI0FCIT OGLOF Y ®Z0°0 F81°0 nzepw
B e 260°0 F SE°1 BEO0F IO B €00 F LED qQsSI'0F S¥'c B61°0F08°C qe 10°0 ¥ TCT0 JesIT
99.09°6 Q800 F9I°1 P 60°0 F00°1 qQ01‘0 F8L0 BLO0F 66T q680F16°¢ Q600 F9L0 Souory
qLES q60°0F LO°1 980°0 F 9€°0 9600 F 60°1 610 F¥0C Qe 16°1 F €F°C 4B #0°0 F 8€°0 qnzsed|
BGEL qQzI'0F0I°l 2Z0'0F 11°0 ©90°0 F 820 eOI°0F €81 qQLTOFSLE ® €00 F81°0 Buey]
27€01 9900 F0I°1 ©G00F ¥1°0 Q800 F 160 q6€07F88T P 68°0 F00°S qB €0°0 F 62°0 ruo)
q.86°8 q80°0F €0°1 2900 F61°0 ©80°0 F ¥€0 AvI'0F I¥'C 200 F 7Y ® €0°0F 020 oide)
q96°8 qQoI'0F €Il 960°0 F S¥°0 ©10°0 F 920 OSI'0FVIE Qe €H°0 F e e 100F #1°0 oreyng
®9T'L QTI0OFVIT | 9S00FSTO | BHOOFSTO | ®BTIOFITT BOTOFLIE BE00F61°0 log
wng 011§-012y-/ ons-10141 ong-dxoda-v ong-dxoda¢f ong-dxoupdyg; | ong-dxoipAy-v/ a1
rUINS 031S-0303-/, 0J1S-T01Ln o)ig-Asyodo-0 | ong-Asyjode-g | 031S-ASNOIPAY-¢J/ | ONS-ASOIPAY-0/ BUBILUPO

[spaas fo 8/311] spaasadp.i u sponpo.d uoyvpIxo 1042350318 JO U210 2y |
«[uorseu 3/31] nyyedazi yoreuoiseu m njoI2)soys-¢ yoAuoruapn yoAupoyood 9solremez
¥ eleqeL



60 Magdalena Rudzinska ...

Rys. 2. Catkowita zawarto$¢ oksyfitosteroli w nasionach rzepaku (pg/g nasion) — The total content
of oxyphytosterols in rapeseeds (xg/g of seeds)
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Rys. 3. Zawarto$¢ pochodnych utlenionych fitosteroli w nasionach réznych odmian rzepaku (pg/g
nasion) — The content of different classes of oxyphytosterols in ten varieties of rapeseeds (ug/g of seeds)
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O Pochodne utlenione sitosterolu — Sitosterol oxidation products

O Pochodne utlenione stigmasterolu — Stigmasterol oxidation products

@ Pochodne utlenione kampesterolu — Campesterol oxidation products

Rys. 4. Sktad procentowy frakcji oksyfitosterolowej nasion r6znych odmian rzepaku
The percentage composition of oxyphytosterol fraction in ten varieties of rapeseeds
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Rys. 5. Rozdziat chromatograficzny pochodnych utlenionych fitosteroli w thuszczu wyekstrahowanym
z nasion rzepaku odmiany Rasmus — GC chromatogram of oxyphytosterols in lipids extracted from
Rasmus variety seeds:

IS — standard wewngtrzny, 1 — miejsce wystgpowania 70-OH-K, 2 — miejsce wystgpowania 7a-OH-St,

3 — 7a-OH-Sito, 4 — 7B-OH-K, 5 — 7B-OH-St, 6 — B-epoksy-K, 7 — a-epoksy-K, 8 — 73-OH-Sito, 9 — B-epoksy-St,
10 — a-epoksy-St, 11 — B-epoksy-Sito, 12 — triol-K, 13 — a-epoksy-Sito, 14 — triol-St, 15 — 7keto-K

IS — internal standard, 1 — the place of occurrence 7a-OH-C, 2 — the place of occurrence 7 a-OH-St,

3 - 7a-OH-Sito, 4 — 74-OH-C, 5 - 75-OH-St, 6 — f-epoxy-C, 7 — a-epoxy-C, 8 — 7-OH-Sito, 9 — S-epoxy-St,

10 — a-epoxy-St, 11 — S-epoxy-Sito, 12 — triol-C, 13 — a-epoxy-Sito, 14 — triol-St, 15 — 7keto-C
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Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ pochodnych
utlenionych fitosteroli w nasionach wszystkich badanych odmian rzepaku, ktora
wahala si¢ od 10,28 pg/g w nasionach odmiany Kana do 15,43 pg/g w nasionach
odmiany Kronos. Analiza statystyczna wykazala istotne zroznicowanie zawarto$ci
sumy oksyfitosteroli w zaleznosci od odmiany. Badane nasiona mozna podzieli¢ na
trzy grupy: pierwsza — gdzie zawarto$¢ sumy oksyfitosteroli wynosi okoto 15 ug/g
nasion (odmiany Kaszub, Kronos, Rasmus), druga — okoto 12-13 pg/g nasion
(odmiany Buffalo, Contact i Mazur) i trzecia grupa o zawartosci okoto 10—11 pg/g
nasion (odmiany Bor, Capio, Kana i Lisek) — rysunek 2.

Dominujacymi zwigzkami we wszystkich odmianach nasion byly pochodne
7B-hydroksy- oraz B-epoksysteroli. Udzial pochodnych 7p-hydroksysteroli we
frakcji oksyfitosterolowej wynosil od 38% (odmiana Kronos i Lisek) do 52%
(odmiana Capio), a B-epoksysteroli — od 22% (odmiana Kana) do 32% (odmiana
Lisek). W nasionach rzepaku odmiany Kronos stwierdzono najwigksza zawartos¢
pochodnych trioli (1,21 pg/g, co stanowito 8% frakcji oksyfitosterolowej) i 7-keto-
steroli (2,52 pg/g, 16% frakcji oksyfitosterolowej).

W nasionach odmiany Kaszub i Rasmus suma pochodnych utlenionych
kampesterolu stanowita okoto 34% frakcji oksyfitosterolowej wyekstrahowanego
thuszczu, natomiast w nasionach odmiany Contact ich udziat wynosit tylko 20%.
Pochodne utlenione stigmasterolu stanowity od 6% (odmiana Buffalo, Contact,
Kana, Mazur) do 9% (odmiana Kaszub, Kronos) sumy wzystkich pochodnych
utlenionych. W wigkszos$ci nasion dominowaly jednak pochodne utlenione p-sito-
sterolu, ktore stanowily od okoto 57% (odmiany Kaszub, Kronos) do 74% (odmiana
Contact).

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej stwierdzono istotne
korelacje pomigdzy zawarto$cia pochodnych utlenionych fitosteroli a zawartoscia
fitosteroli (R* = 0,5366, o. < 0,05), wiclonienasyconych kwaséw tluszczowych
(R*=10,6927, o < 0,05) i liczba nadtlenkowa (R* = 0,5283, a. < 0,05).

Dyskusja

Otrzymane do badan nasiona byly dobrej jakosci, posiadaty niska liczbg nad-
tlenkowa i charakterystyczny dla rzepaku sktad kwasoéw tluszczowych. Zawartosé¢
fitosteroli wynosita od 4,71 do 6,29 mg/g nasion i byla zgodna z danymi litera-
turowymi. Réznice w zawartosci tych zwiazkéw miedzy poszczegdlnymi odmia-
nami wynikaja z odmienno$ci genetycznej, warunkéw zbioru i przechowywania
oraz wilgotno$ci badanych nasion (Vlahakis i Hazebroek 2000). Wymienieni
autorzy podaja, ze dojrzewanie nasion w wysokiej temperaturze przyczynito si¢ do
2,5-krotnego wzrostu zawarto$ci w nich fitosteroli, powodujac jednoczesnie
wigkszy przyrost zawarto$ci kampesterolu niz stigmasterolu i -sitosterolu. Bod-
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naryk i in. (1997) wykazali wptyw fungicydéw na poziom fitosteroli w rzepaku.
Biologiczna rola tych zwiazkow nie zostata do dzi§ doktadnie zbadana. Hartmann
(1998) opisat ich wplyw na membrany komoérkowe roslin i stwierdzil, ze ich
zawarto$¢ moze sta¢ si¢ przedmiotem modyfikacji genetycznych, gdyz ich
obecnos¢ wptywa na trwato$¢ i odpornos¢ termiczna bton komoérkowych. Jedno-
cze$nie wlasciwosci fitosteroli zwiazane z obnizaniem zawarto$ci cholesterolu we
krwi moga sprzyja¢ badaniom hodowlanym zwigkszajacym poziom tych zwiazkow
w nasionach rzepaku. Jednak nalezy zwrdci¢ uwage na obecno$¢ w nich pochod-
nych utlenionych fitosteroli, ktore moga tworzy¢ si¢ w procesach enzymatycznych
zachodzacych w nasionach.

Przedstawione w niniejszej pracy dane wskazuja na obecnos$¢ oksyfitosteroli
we wszystkich badanych odmianach nasion rzepaku ozimego, natomiast w litera-
turze Swiatowej brak jest jakichkolwiek danych na ten temat. Na podstawie prze-
prowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ od 14 do 18 oksyfitosteroli w zalez-
nosci od odmiany. Zawartos¢ tych zwiazkéw wynosita od 10 do 15 pg/g nasion
i dominowaty wsrod nich pochodne [B-epoksy- oraz 7p-hydroksysterole. Udziat
pochodnych 7B-hydroksysteroli we frakcji oksyfitosterolowej wynosit od 38% do
52%, a B-epoksysteroli — od 22 do 32%. Dane te sa zgodne z badaniami Chicoye i
in. (1968), Lee i in. (1985) oraz Smith (1996), ktorzy stwierdzili, ze pochodne
7B-OH sa bardziej stabilne niz pochodne 7a-OH, co moze wpltywac¢ na ich
dominacj¢ we frakcji oksyfitosterolowej. Najwigksza zawarto§¢ pochodnych trioli
wynosita 1,21 pg/g, co stanowito 8% frakcji oksyfitosterolowej, a 7-ketosteroli
2,52 ng/g — 16% frakcji oksyfitosterolowej. Dane te zastuguja na szczegdlna
uwage, gdyz pochodne epoksydowe fitosteroli, mimo ze ich negatywna aktywnosc¢
biologiczna jest o potowe nizsza od aktywnosci odpowiednich trioli, to charak-
teryzuja si¢ najwyzsza cytotoksycznos$cia wsrdod przebadanych oksyfitosteroli
(5-hydroksy-6-chloro-sitosterolu i diepoksy-stigmasterolu) (Meyer i in. 1998).
Autorzy stwierdzili takze, ze wtasciwosci cytotoksyczne pochodnych a-epoksy-
1 B-epoksy-fitosteroli sa takie same.

Stwierdzono réwniez stosunkowo duzy udzial we frakcji oksyfitosterolowej,
pochodnych utlenionych stigmasterolu. Zwiazki te stanowity od 3 do 11% frakcji
oksyfitosterolowej, podczas gdy udziat stigmasterolu we frakcji sterolowej wynosit
okoto 1%. Uzyskane dane moga $wiadczy¢ o tym, ze proces utleniania stigma-
sterolu jest inny niz pozostatych fitosteroli. Prawdopodobnie powodem tego jest
obecno$¢ wiazania podwojnego w tancuchu bocznym stigmasterolu i prooksyda-
tywne wlasciwosci jego pochodnych utlenionych (Blekas i Boskou 1987).

Od okoto dwudziestu lat odnotowuje si¢ znaczacy wzrost zainteresowania
zywnoscia pochodzenia roslinnego. Jest to trend zwigzany migdzy innymi z wpty-
wem cholesterolu, jako sterolu pochodzenia zwierz¢cego, na choroby cywiliza-
cyjne. Konsumpcja zywnos$ci pochodzenia roslinnego wiaze si¢ ze zwigkszonym
spozyciem fitosteroli, ktére maja budowe chemiczna podobna do cholesterolu
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i ulegaja tak jak cholesterol procesom utleniania, tworzac oksyfitosterole.
Rezultaty badan przedstawione w pracy jednoznacznie wskazuja, ze oksyfitosterole
wystepuja w nasionach rzepaku, a przyczyna ich powstawania moga by¢ procesy
enzymatyczne.

Podsumowanie

e Sposrdd dziesigciu przebadanych odmian rzepaku najwyzsza zawarto$¢ steroli
stwierdzono w odmianach Kronos (6,29 mg/g) i Kaszub (5,96 mg/g), a najniz-
sza w odmianie Buffalo (4,71 mg/g).

e  Zawarto$¢ oksyfitosteroli w nasionach rzepaku stanowita okoto 0,02% w sto-
sunku do zawartos$ci fitosteroli i wynosita od 10,28 pg/g nasion w odmianie
Kana do 15,43 pg/g nasion w odmianie Kronos.

e  Dominujacymi oksyfitosterolami we wszystkich odmianach nasion byly po-
chodne 7B-hydroksy- (38-52% frakcji oksyfitosterolowej) i B-epoksy-fito-
steroli (22-32% frakcji oksyfitosterolowe;j).

e  Pochodne utlenione kampesterolu stanowity od 20 do 34%, pochodne utlenione
stigmasterolu — od 6 do 9%, a pochodne utlenione sitosterolu od 57 do 74%
frakcji oksyfitosterolowej w zalezno$ci od odmiany.

Results

e  The highest content of phytosterols was in Kronos variety seeds (6.29 mg/g)
and Kaszub variety seeds (5.96 mg/g), and the lowest was in Buffalo variety
seeds (4.71 pg/g).

e  The content of oxyphytosterols in rapeseeds was about 0.02% of phytosterols
and ranged from 10.28 pg/g seeds in Kana variety to 15.43 pg/g seeds in
Kronos variety.

e  7B-Hydroxy-sterols (38—52% of oxyphytosterol fraction) and B-epoxy-sterols
(22-32% of oxyphytosterol fraction) were dominated oxyphytosterols in all
varieties of rapeseed.

e  Depending on the variety of rapeseeds, the content of campesterol oxidation
products were 20-34%, stigmasterol oxidation products — 6-9% and
sitosterol oxidation products — 57-74% of oxyphytosterols fraction.
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