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POROWNANIE ZMIAN OKSYDACYJNYCH I EFEKTYWNOSCI
WIAZANIA WOLNYCH RODNIKOW W TRAKCIE
PRZECHOWYWANIA OLEJOW ROSLINNYCH TEOCZONYCH NA
ZIMNO ORAZ ICH RAFINOWANYCH ODPOWIEDNIKOW

Streszczenie

Celem podjetych badan bylo poréwnanie zmian stabilnosci oksydacyjnej olejow roslinnych —
sojowego i stonecznikowego, uzyskanych metodami tloczenia na zimno oraz rafinacji - w czasie ich
przechowywania oraz okre$lenie efektywno$ci wiazania wolnych rodnikéw przez uktady natywnych
przeciwutleniaczy, zawartych w testowanych olejach. Préby termostatowano w temp. 60°C bez dostgpu
$wiatla. W celu okreslenia zachodzacych zmian oznaczono: liczbg nadtlenkowa, ilo§¢ wiazanych
rodnikéw DPPH" oraz zawarto$¢ tokoferoli w trakcie przechowywania olejow.

Na podstawie uzyskanych rezultatéw stwierdzono, ze najszybciej w temp 60°C procesy utleniania
zachodzily w oleju stonecznikowym ttoczonym na zimno, znacznie wolniej w obu olejach rafinowanych,
natomiast najwolniej w oleju sojowym tloczonym na zimno. Najwyzsza efektywno$¢ wiazania wolnych
rodnikéw DPPH" przez uklad obecnych przeciwutleniaczy stwierdzono w rafinowanym oleju sojowym,
apozostale oleje wykazaly nizsza aktywno$¢, ale o zblizonych do siebie warto$ciach. W trakcie
przechowywania olejéw nastgpowato zmniejszenie zawartosci tokoferoli, przy czym bylo ono
zréznicowane w przypadku poszczegdlnych homologéw oraz zalezato od rodzaju badanego oleju.

Stowa kluczowe: olej roslinny, tokoferol, liczba nadtlenkowa (LOO), DPPH".

Wprowadzenie

Triacyloglicerole stanowia 98% masy wszystkich komponentéw tluszczowych
wchodzacych w sktad olejéow roslinnych [2, 10]. Zawartos¢ innych sktadnikow, takich
jak: zwiazki fenolowe, tokoferole, karotenoidy, sterole, fosfolipidy, woski czy skwalen
sq uzaleznione od gatunku i rodzaju ros$liny oleistej, od potozenia geograficznego jej
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uprawy, atakze podzniejszego procesu technologicznego otrzymywania oleju [2].
Trwalo$¢ roslinnych olejow ttoczonych na zimno jest uwarunkowana gtéwnie jakos$cia
nasion [16], ich przechowywaniem oraz sposobem uzyskiwania oleju [18].
Przeprowadzany proces rafinacji olejéw roslinnych to szereg etapéw polegajacych na
usuwaniu z oleju zwiazkéw wptywajacych na walory smakowo-zapachowe, jak
réwniez tych, ktérych obecno$¢ pogarsza trwalo$¢ otrzymywanego oleju [15].
Najbardziej niekorzystnym etapem rafinacji jest dezodoryzacja powodujaca hydrolizg,
polimeryzacjg, tworzenie si¢ kwasow tluszczowych o konfiguracji trans oraz
zmniejszenie zawartosci tokoferoli i polifenoli. Ilo§¢ powstajacych kwaséw trans
zalezy od zawarto$ci i rodzaju kwaséw ttuszczowych w odwanianym oleju, a takze od
temperatury, ci$nienia i czasu trwania procesu [2].

Organizm ludzki nie potrafi syntetyzowa¢ tokoferoli, stad ich najbogatszym
zrodtem sa oleje ros§linne obecne w racjonalnej diecie. Maja one wtasciwosci
przeciwutleniajace, a ich aktywno$¢ uzalezniona jest od homologicznej formy, ilosci,
jak réwniez innych zwiazkéw obecnych w olejach, ktére moga oddziatywac
synergistyczne. Spozywanie m.in. olejéw roslinnych zapewnia utrzymanie potencjatu
przeciwutleniajacego naszego organizmu na okre§lonym poziomie [7]. Stad do
przygotowywania positkow, zamiast tradycyjnie stosowanych olejéw rafinowanych,
poleca si¢ coraz szersza gamg olejow ttoczonych na zimno ze wzgledu na zawartosé
zwiazkow biologicznie czynnych, takich jak: fosfolipidy, sterole czy karotenoidy [5].
Potencjat przeciwutleniajacy jest szeroko stosowanym i waznym parametrem
charakteryzujacym réznego rodzaju produkty pochodzenia ros§linnego np. wina, soki,
herbaty, oleje, jak réwniez Swieze owoce, warzywa itp. Okreslanie potencjatu
zwigzane jest z substancjami zdolnymi do ochrony biologicznych systeméw przed
szkodliwymi reakcjami bedacymi przyczyna nadmiernego utleniania, wywotanego
reaktywnymi formami tlenu oraz obecno$cia wolnych rodnikéw.

W zwiazku z pojawieniem si¢ na naszym rynku szerokiego asortymentu olejow
ttoczonych na zimno, w niniejszej pracy przebadano tak uzyskany olej sojowy
i stonecznikowy w celu poréwnania stabilno$ci oksydatywnej i efektywnoS$ci wiazania
wolnych rodnikéw przez zawarte w nich uklady naturalnych przeciwutleniaczy,
analizom poddano takze ich rafinowane odpowiedniki.

Material i metody badan

W badaniach uzyto nastgpujacych olejéw zakupionych na lokalnym rynku:
sojowego ttoczonego na zimno (EFAVIT ZWO Poznan), sojowego rafinowanego
(DAVID - Wiochy) oliczbie nadtlenkowej odpowiednio 2,22 i 1,99 oraz
stonecznikowego tloczonego na zimno (EFAVIT ZWO Poznaf) i stonecznikowego
rafinowanego (DAVID — Wtochy) o liczbie nadtlenkowej 2,06 i 3,05. Préby olejow
przechowywano na ptytkach Petriego o grubosci warstwy 1 cm, w temp. 60£1°C bez
dostepu Swiatla.
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Uzyte standardy tokoferoli (-T) to: alfa- (a-T), beta- (B-T), gamma- (y-T), delta-
(8-T), o stopniu czysto$ci > 95% (Calbiochem).

Oznaczanie liczby nadtlenkowej

Liczbe nadtlenkowa (LOO) oznaczano zgodnie z PN-ISO 3960 [11]. Otrzymane
warto$ci liczby nadtlenkowej préb olejéw przechowywanych w temp. 60°C
przedstawiono réwniez w formie statej utleniania ky oo [19].

Przygotowanie prob do oznaczen tokoferoli

Do 1 g oleju dodawano 0,25 g pirogalolu, 4 ml alkoholu etylowego absolutnego
oraz 1 ml 60% KOH i zmydlano. Nastgpnie ekstrahowano prébe eterem etylowym.
Ekstrakty substancji niezmydlajacych si¢ (SNZ) przemywano do zaniku reakcji
alkalicznej i saczono przez warstwe bezwodnego Na,SO,. Eter odparowywano, a SNZ
przenoszono ilosciowo heksanem do kolbki miarowe;j.

Oznaczenia tokoferoli w olejach przy zastosowaniu HPLC

Rozdziatu, identyfikacji jakoSciowej i ilosciowej homologicznych tokoferoli
dokonywano metodqa HPLC (Waters-600) z kolumng LiChrosorb Si 60 (250 x 4,6 mm,
5 um). Faze¢ ruchoma stanowil n-heksan z /,4-dioksanem w stosunku 97:3 (v/v)
o szybkosci przeptywu 1,5 ml/min. Stosowano detektor fluorymetryczny (Waters™
474) przy wzbudzeniu A = 295 nm i emisji A = 330 nm oraz komputerowy system
sterowania Waters Millenium 33. Zawarto$¢ tokoferoli obliczano na podstawie
krzywych kalibracyjnych wykonywanych ze standardéw tokoferoli [11].

Oznaczanie efektywnosci wiqzania rodnikéw DPPH’

Efektywno$¢ wiazania wolnych rodnikéw 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowych
(DPPH") wykonano wedlug Espina i wsp. [6]. Metoda ta polega na
spektrofotometrycznym pomiarze zmiany intensywnos$ci barwy roztworu w zaleznos$ci
od pozostatosci rodnikéw DPPH’ po reakcji z uktadem przeciwutleniaczy zawartych
w probie. Pelna charakterystyke wilasciwosci  przeciwutleniajacych — uktadu
przeciwutleniaczy zawartych w badanych olejach wyrazono za pomoca nastgpujacych
wyréznikéw:

— stalej wiazania wolnych rodnikéw DPPH" (Kpppge) [3],

— stezenia przeciwutleniacza potrzebnego do zmniejszenia poczatkowej zawartosci
rodnikéw DPPH’ o potowe (ECsp) [4],

— czasu potrzebnego (Tgcsp) do osiagniecia statego stezenia DPPH® przy stezeniu
przeciwutleniaczy odpowiadajacym ECs [17],

— efektywnos$ci przeciwrodnikowej (AE) wyrazonej w ekwiwalentach Troloxu [1,

17]
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Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie analizy wykonywano w trzech réwnoleglych powtérzeniach, a
otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, wykorzystujac w tym celu
jednoczynnikowa analizg wariancji ANOVA oraz testy post-hoc Tuckey’a na poziomie
istotnosci a = 0,05. Stosowano program Statistica 6,0 firmy StatSoft.

Wiyniki i dyskusja

W przeprowadzonych badaniach oleje sojowy i stonecznikowy tloczone na
zimno, jak i rafinowane, testowano w temp. 60°C bez dostgpu §wiatta. Préby ulegaty
bardzo szybko zmianom oksydacyjnym, rejestrowanym poprzez wzrost liczby
nadtlenkowej. Oleje mialy zblizone poczatkowe wartosci LOO. Jedynie w oleju
stonecznikowym rafinowanym wynosita ona 3,05, co niewatpliwie mogto wptyna¢ na
jego szybsze utlenianie. Krygier i wsp. [9] podkre§laja, ze rozwazajac rdznice
w stabilnosci oleju ttoczonego na zimno i rafinowanego nalezy zwréci¢ uwage na
rézne wyjsciowe wartosci LOO.
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Rys. 1. Zmiany warto$ci liczby nadtlenkowej olejéow roslinnych przechowywanych w temp. 60°C.
Fig. 1.  Change of peroxide value in plant oils in temperature of 60°C.
Na rys. 1. przedstawiono graficznie krzywe utleniania badanych préb olejéw, ktére sa
$rednig z trzech powtérzen. Z testowanych olejéw najwolniej ulegat utlenianiu olej
sojowy ttoczony na zimno (tab. 1), osiagajac LOO powyzej 25 po 17 dniach, natomiast
pozostate oleje przekroczyty t¢ warto§¢ LOO po 4 dniach testu (rys. 1).

Tabela 1
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State predkosci utleniania (k; op) olejéw roslinnych przechowywanych w temp. 60°C.
Rate constant of peroxidation (ko) in plant oils stored at 60°C.

Olej roslinny Stata k; oo [LOO-dzien™] 60°C

Plant oil Constant kpy [PV-day™'] 60°C
Sog’g’;g_gr"e"szszgysg;‘;gﬁno 13,68x107 +0,539x107 (a)*
S‘I){J:f‘fnyega;?;:’jﬁy 75,60x102 + 1,638x107 (¢)*
ooy by S R 0"
Slonlicezf‘;iigvsvznrgg;‘e’:vany 56,75x10° + 0,803x10°” (b)*

* — odmiennymi inskrypcjami literowymi oznaczono warto$ci $rednie rézniace si¢ statystycznie istotnie
na poziomie o = 0,05 / different inscription letters point to mean values that differ statistically

significantly on a level of significance being o = 0,05.

Tabela 2

Zawartos¢ tokoferoli w olejach roslinnych.
Contents of tocopherols in plant oils.

Zawarto$¢ tokoferoli .
Suma tokoferoli

j rosli Contents of t herol
Olej roshgny ontents o7 [OCOPALTOTs Tocopherols total
Plant oil [mg/100g]
[mg/100g]
o-T B-T ¥-T 5-T
- I -
Sojowy tloczony na zimno 1590 | 090 | 3624 | 5.68 58,72 +0,124 (a)*
Cold-pressed soya oil
Sojowy rafinowany 20,18 | 235 | 7401 | 2431 120,85 + 0,142 (b)*
Refined soya oil
Stonecznikowy ttoczony na zimno
- + *
Cold-pressed sunflower oil 1 345 413 86,69 £0,096 (a)
Stonecznikowy rafinowany 87.85 1.80 L12 i 90,77 0,055 (b)*

Refined sunflower oil

Objasnienia jak w tab. 1./ Denotations as in Tab. 1.

Stale koo (tab. 1) przedstawiaja réznice pomigdzy szybkos$cia utleniania si¢
poszczegdlnych olejéw, a wynikaja one ze sktadu oraz ilosci przeciwutleniaczy,
atakze substancji towarzyszacych w badanych olejach. Przeprowadzone
doswiadczenia nie potwierdzaja badan przeprowadzonych przez Rotkiewicz [14], w
ktérych wykazano, ze oleje tloczone na zimno charakteryzuje mniejsza stabilnos¢ niz
rafinowane. W przypadku préb oleju sojowego witasnie ttoczony charakteryzowat si¢
wigksza stabilno$cia oksydatywna w temp. 60°C. Poczatkowa zawarto$¢ sumaryczna
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tokoferoli w olejach byta statystycznie istotnie rézna. Olej sojowy rafinowany zawierat
dwukrotnie wigcej tokoferoli ogélem w poréwnaniu z jego tloczonym
odpowiednikiem. Olej stonecznikowy rafinowany zawieral statystycznie istotnie
wigcej tokoferoli ogétem w poréwnaniu z olejem stonecznikowym tloczonym na

zimno.
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Rys.2. Zmiany zawarto$ci tokoferoli w olejach (A — sojowy tloczony na zimno, B — sojowy
rafinowany, C — stonecznikowy ttoczony na zimno, D — stonecznikowy rafinowany).

Fig. 2. Changes in the tocopherol contents in oils (A — cold-pressed soya oil; B — refined soya oil; C —
cold-pressed sunflower oil; D — refined sunflower oil).

Dokonujac oceny homologéw tokoferoli stwierdzono, ze olej stonecznikowy
rafinowany zawierat wigcej o-T, a mniej - i y-T niz olej stonecznikowy tloczony na
zimno. W trakcie procesu utleniania w badanych olejach nast¢gpowato statystycznie
istotne zmniejszanie si¢ zawartoSci tokoferoli (rys. 2). W olejach stonecznikowych
najszybciej ulegat rozktadowi y-T, a w przypadku olejéw sojowych «-T. Pod
wzgledem zawartoSci tokoferoli oleje rafinowane wykazywaty wartosci wyzsze niz
tloczone na zimno (tab. 2). Podobne obserwacje wynikaja z badan Krygiera i wsp. [9].
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Dos$wiadczenie z wiazaniem rodnikéw DPPH® przez uklad przeciwutleniaczy
zawarty w badanych olejach wykazalo, ze kinetyka tego wiazania w poszczegdlnych
olejach byta rézna. Szczegdlnie duze rdéznice zaobserwowano w przypadku oleju
sojowego ttoczonego na zimno i rafinowanego (rys. 3).
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Rys. 3. Zmniejszanie zawartosci rodnikéw DPPH pod wptywem przeciwutleniaczy zawartych w olejach
ro$linnych.
Fig. 3. Quantity of DPPH radicals decreasing owing to the impact of antioxidants in plant oils.

Najskuteczniej wiazaly rodniki DPPH® préby olejéw sojowego rafinowanego,
posrednio stonecznikowego rafinowanego i stonecznikowego tloczonego na zimno,
a najwolniej sojowego tloczonego na zimno. W do$wiadczeniu przeprowadzonym z 57
olejami ro$linnymi nad zdolno$cia przeciwutleniaczy do wiazania rodnikéw DPPH’
Espin [6] dowiddt takze zréznicowanej efektywnosci w ich dezaktywacji. Niewatpliwa
zaleta metody zrodnikami DPPH® jest fakt, Ze oznaczanie przeprowadza sig
w temperaturze pokojowej, co eliminuje ryzyko termicznego niszczenia testowanych
substancji [3]. Uzyskanych wynikéw nie mozna jednak przypisa¢ konkretnemu
przeciwutleniaczowi, lecz ich uktadowi zawartemu w prébie [13]. Zmniejszenie ilosci
przeciwutleniaczy w olejach powodowato wzrost LOO, co réwnocze$nie wptywalo na
zmniejszenie skuteczno$ci wigzania rodnikéw DPPH® i wplywalo na rdznice
pozostatych wyréznikéw procesu autooksydacji w kazdym z czterech badanych olejow
(tab. 3).

Tabela 3

Charakterystyka whasciwosci przeciwutleniajacej DPPH® olejéw ro$linnych przechowywanych w temp.
60°C.
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The profile of DPPH* antioxidant feature of plant oils stored at 60°C.

Stala k Ekwiwalent
Olej rodlinny | | ConstantlepH Tecso | ECso AL Troloxu
Plant oil (% DPPH'*r]rblli)rP;I'{l] [min] [mg] Trolox equivalent
0
[ug]
Sojowy 2,22 5,42x1072 12,78 | 90,50 | 0,86x10° 16,46
ttoczony na 5,45 5,09x10 13,62 | 93,33 | 0,79x10° 16,06
zimno
Cold-pressed 9,52 4,95x107 14,00 | 96,62 | 0,74x10° 15,47
soya ol 20,10 4,38x102 1582 | 104,92 | 0,60x10° 14,05
1,99 10,66x107 6,50 57,89 | 2,66x10° 24,12
Sojowy 4,55 10,27x107 6,75 58,80 | 2,52x10° 23,73
rafinowany
Refined soya oil | 13,61 9,41x107 737 | 6234 | 2,18x10° 22,69
23,24 8,99x1072 7,71 64,89 | 2,00x107 22,15
Stonecznikowy 2,06 9,94x1072 6,97 60,46 | 2,37x107 23,38
tloczony na 7,40 9,22x1072 7,52 63,12 | 2,11x10° 22,64
zimno
Cold pressed | 17.21 8,64x107 8,03 65,09 | 1,91x10° 21,81
sunflower oil 15 ¢4 7,89x102 8,79 | 67.83 | 1,68x10° 20,83
3,05 9,75x10 7,11 61,66 | 2,28x10° 23,48
Stonecznikowy N
rafinowany 8,51 8,90x10 7.79 64,36 | 2,00x107 22,30
Refined 15,23 8,52x107 8,14 | 6629 | 1,85x10° 21,76
sunflower oil
22,14 8,08x1072 8,58 67,31 | 1,73x10° 21,32

Stwierdzono istnienie korelacji pomigdzy LOO, a catkowita aktywnoscia
przeciwutleniajaca wyrazona w ekwiwalentach Troloxu. Uzyskano wysokie
wspolezynniki korelacji liniowej (r), co $wiadczy o znacznym wpltywie LOO na
efektywno$¢ wiazania rodnikéw DPPH' (rys. 4). Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze nie tylko zawarto§¢ homologéw tokoferoli wptywata na
szybko$¢ procesu utleniania olejéw. Dowodem jest to, ze olej sojowy ttoczony na
zimno wykazywal znacznie wigksza trwalo$¢ niz sojowy rafinowany, mimo ze
zawarto$¢ poczatkowa tokoferoli byta dwukrotnie mniejsza. Dlatego nalezatoby
rozpatrzy¢ takze wplyw pozostatych substancji towarzyszacych w olejach, jak zwiazki
fenolowe, sterole, beta-karoten czy fosfolipidy.
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Rys. 4. Zalezno$¢ aktywno$ci przeciwutleniajacej olejow roslinnych wyrazonej w ekwiwalentach
Troloxu od liczby nadtlenkowe;.

Fig. 4. The dependence between antioxidant activity, expressed in equivalents of Trolox, of plants oils
and the peroxide value.

Efekt ten mégt by¢ wywotany np. obecnoscia fosfolipidow. Sa one usuwane
w procesie rafinacji, aby zapobiec nadmiernemu ciemnieniu olejow podczas
dezodoryzacji w wysokiej temperaturze [8]. Fosfolipidy wykazuja efekt ,,tarczy” przed
tlenem, tworzac ochronna powierzchni¢ graniczng pomigdzy olejem a powietrzem, tym
samym zmniejszajac jego dostep i ilos¢ w oleju [18]. Mimo, Ze olej sojowy tloczony na
zimno charakteryzowat si¢ wysoka odpornoscia na utlenianie, to jego aktywnos$¢ w
wigzaniu rodnikéw DPPH’ byla najnizsza, co prawdopodobnie wiaze si¢ z mniejsza
zawartoscia tokoferoli w poréwnaniu z olejem sojowym rafinowanym. Oznacza to, ze
oleje tloczone na zimno niekoniecznie musi cechowa¢ mniejsza odpornos¢ na
utlenianie, a z drugiej strony olej najbardziej trwaly nie musi wykazywaé najlepszej
aktywnosci przeciwrodnikowej. Bedzie to zalezato od rodzaju przeciwutleniczy, ich
ilo$ci 1 wzajemnych proporcji, jak réwniez od pozostatych substancji towarzyszacych
obecnych w olejach roslinnych.

Whioski

1. W warunkach przeprowadzonego testu najszybciej utleniaty si¢ préby oleju
stonecznikowego ttoczonego na zimno, a najwolniej zimno tloczonego sojowego.

2. Podczas przechowywania préb olejéw nastgpowal spadek zawarto$ci tokoferoli,
przy czym ubytek poszczegélnych homologéw byt zréznicowany w oleju
sojowym, jak i w stonecznikowym.
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3. Badane oleje r6znily si¢ migdzy soba efektywnoS$cia oraz szybko$cia wigzania
rodnikéw DPPH’. Najszybszy w usuwaniu rodnikéw DPPH" okazat sie¢ uklad
przeciwutleniaczy w oleju sojowym rafinowanym, a najwolniej wiazaty rodniki
przeciwutleniacze zawarte w oleju sojowym tloczonym na zimno. Wraz ze
wzrostem LOO olejow zmniejszata si¢ ich efektywno$§¢ w usuwaniu rodnikoéw
DPPH".

Prace wykonano w ramach grantu KBN 2 PO6T 01627
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THE COMPARATIVE ANALYSIS OF OXIDATIVE CHANGES AND EFFECTIVENESS
OF QUENCHING FREE RADICALS WHILE STORING COLD PRESSED
VEGETABLE OILS AND THEIR REFINED EQUIVALENTS

Summary

The objective of the investigations performed was to compare changes in the oxidative stability of two
plant oils: soya oil and sunflower oil, occurring when storing them. Both the soya oil and sunflower oil
were produced using cold pressure and refining processes. Another aim was to determine the effectiveness
of quenching free radicals by systems of native antioxidants contained in the oil samples tested. The
samples were thermostated at 60°C, and without light. In order to identify changes, the following
parameters were determined: peroxide value, quantity of free radicals (DPPH) being scavenged, and
tocopherol contents during the oil storage.

On the basis of the results obtained, it was stated that the rate of oxidation processes was the highest at
60°C in the cold-pressed sunflower oil; it was significantly lower in the two refined oils, and in the cold-
pressed soya oil, it was the lowest. The active antioxidant system present in the oils appeared to be the
most efficient in quenching free radicals DPPH in the refined soya oil. Its effectiveness was lower in all
other oils, although its value was comparable (similar). The tocopherol contents decreased while storing
oil samples, and the decrease degree was different for individual tocopherol homologues; additionally, it
depended on the type of oil.

Key words: plant oil, tocopherol, peroxide value (PV), DPPH®



