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WPLYW ZWIAZKOW FENOLOWYCH NASION NA STABILNOSC
OKSYDACYJNA I AKTYWNOSC ANTYRODNIKOWA
WYTLOCZONYCH Z NICH OLEJOW BOGATYCH W PUFA n-3

Streszczenie

Celem pracy byto wykazanie, czy i w jakim stopniu naturalne zwiazki fenolowe wystgpujace w nasio-
nach stanowia barier¢ przeciwutleniajaca dla wyttoczonych z nich na zimno olejow, bogatych w polieno-
we kwasy tluszczowe z rodziny n-3.

Materiat do badan stanowily nasiona Inu, Inianki, konopi i zmijowca. Badaniom poddano oleje wytto-
czone na zimno, oleje pozbawione natywnych zwiazkow fenolowych oraz oleje wzbogacone w hydrofo-
bowa frakcje zwiazkéw fenolowych wyizolowanych z odolejonych nasion. Zwiazki fenolowe ekstraho-
wano 70 % etanolem na goraco, a surowy ekstrakt oczyszczano w uktadzie rozpuszczalnikow polarnych
i niepolarnych.

Nasiona charakteryzowaty si¢ zréznicowana zawarto$cia zwiazkow fenolowych, ktore w niewielkich
ilodciach przenikaly do oleju podczas tloczenia na zimno. Usunigcie zwiazkow fenolowych z olejow
skutkowato wyraznym obnizeniem ich stabilnosci oksydacyjnej w tescie Rancimat oraz aktywnosci anty-
rodnikowej wzgledem rodnika DPPH. Dodatek hydrofobowych zwiazkéw fenolowych wyizolowanych
z nasion poprawiat stabilno$¢ oksydacyjna i potencjal antyrodnikowy wyttoczonych z nich olejow. Sita
ochronna i antyrodnikowa polifenoli nie byta jednak duza. Skuteczno$¢ dziatania tych zwiazkoéw byla
zroznicowana w zaleznosci od rodzaju oleju i stosowanej dawki. Najwyzszy wspotczynnik ochronny
(0,52) uzyskano w przypadku oleju zmijowcowego, przy zastosowaniu maksymalnej dawki 1500 ppm.
Najwigkszy wzrost aktywnos$ci antyrodnikowej wzglegdem rodnika DPPH mial miejsce w oleju Inianko-

wym.
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Wprowadzenie

Oleje roslinne bogate w polienowe kwasy tluszczowe z rodziny n-3 (PUFA n-3)
stanowia wazna pod wzgledem zywieniowym grupg produktow thuszczowych. PUFA
n-3 pelnia istotng funkcje w profilaktyce niezakaznych chordb przewlektych, tzw. cy-
wilizacyjnych choréb metabolicznych. Nie sg syntetyzowane w organizmie cztowieka
1 musza by¢ dostarczone wraz z pozywieniem. Ich wada jest niska trwato$¢, a zwlasz-
cza podatno$¢ na procesy oksydacyjne. Oksydacja lipidow w zywnosci prowadzi do
szeregu niekorzystnych zmian sensorycznych, wartosci zywieniowej oraz akumulacji
sktadnikow, ktére moga by¢ szkodliwe dla zdrowia konsumentoéw [28]. Procesy te
w olejach tloczonych na zimno sa hamowane przez natywne przeciwutleniacze, glow-
nie lipofilne, takie jak: tokoferole, karotenoidy, skwalen [3, 7, 14], a takze przez
zwiazki fenolowe przedostajace si¢ w niewielkich ilosciach do oleju podczas tloczenia
z nasion [22]. Sa one obecne tylko w olejach ttoczonych na zimno. Oleje rafinowane
praktycznie nie zawieraja polifenoli, gdyz sa one usuwane na etapie neutralizacji [11].

Wspdlna cecha polifenoli jest tatwos¢ wlaczania si¢ do reakcji redox. Dzigki
zdolnosci do przenoszenia protonoéw i elektronow nie tylko same tatwo ulegaja utle-
nianiu do chinondw, ale moga takze posredniczy¢ w utlenianiu innych zwiazkoéw nie-
reagujacych bezposrednio z tlenem [30]. Skutecznos$¢ dziatania zwiazkow fenolowych
wynika z ich silnej aktywnos$ci antyoksydacyjnej [25], a szczeg6lnie antyrodnikowej
[10]. Siger i wsp. [22], a takze Papadimitriou i wsp. [16] stwierdzili istnienie korelacji
pomigdzy zawartos$cia polifenoli w olejach a ich stabilno$cia oksydatywna i zdolnoscia
do wygaszania wolnych rodnikoéw. Z kolei Espin i wsp. [8] po przebadaniu wygaszania
rodnika DPPH’ przez frakcje polarna (rozpuszczalna w metanolu i zawierajaca zwiazki
fenolowe) szeregu olejow roslinnych wykazali, ze tylko czg$¢ z nich ma te wlasciwo-
$ci. Sposrod czynnikéw wplywajacych na aktywno$¢ antyoksydacyjna zwiazkow feno-
lowych wymienia si¢ pozycje i ilos¢ grup hydroksylowych w strukturze czasteczek,
polarno$¢, rozpuszczalnos¢ a takze ich stabilno$§¢ w czasie przerobu [6]. Zwiazki te,
powszechnie wystgpujace w zywnosci pochodzenia roslinnego [30], sa takze obecne
w surowcach oleistych, w ktorych obok prostych rozpuszczalnych form wystepuja
formy spolimeryzowane — taniny oraz nierozpuszczalne — ligniny. Naturalne polifenole
obecne w surowcach oleistych wykazuja znaczaca aktywno$¢ antyoksydacyjna po ich
wyodrebnieniu, ktora zalezy od polarnosci stosowanego ekstrahenta i surowca,
z ktérego pochodza [13, 21, 29].

Celem pracy bylo wykazanie, czy i w jakim stopniu naturalne zwiazki fenolowe
wystepujace w nasionach stanowig barier¢ przeciwutleniajaca dla wyttoczonych z nich
na zimno olejow bogatych w polienowe kwasy thuszczowe z rodziny n-3.
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Material i metody badan

Material wyjsciowy stanowily nasiona: Inu (Linum usitatissimum L.), Inianki
(Camelina sativa L.), konopi (Cannabis sativa L.) 1 zmijowca pospolitego (Echium
vulgare L.). Nasiona Inu, Inianki i konopi pochodzily z Instytutu Wtodkien Naturalnych
i Roslin Zielarskich w Poznaniu, a nasiona zmijowca ze Specjalistycznego Gospodar-
stwa Nasiennego i Przetworczego SemCo ze Smitowa. Badaniom poddano ttoczone na
zimno z nasion oleje: Iniany, Iniankowy, konopny i zmijowcowy. Ttoczenie oleju pro-
wadzono w warunkach laboratoryjnych (w temp. nieprzekraczajacej 45 °C) za pomoca
prasy slimakowej Farmet, typ UNO SE, produkcji czeskiej, stosujac dysze o Srednicy
8 mm. Oleje w trakcie prowadzenia badan przechowywano w temp. -20 + 2 °C.

Ekstrakcja zwigzkow fenolowych z nasion

Nasiona wstepnie odtluszczano poprzez ekstrakcjg n-heksanem w aparacie Soxh-
leta w ciagu 6 h. Zwiazki fenolowe z odtluszczonych probek ekstrahowano trzykrotnie
za pomocg 80 % metanolu [15]. Probki mieszano z rozpuszczalnikiem (w proporcji
1 : 3) i wytrzasano przez 30 min, po czym catos¢ filtrowano i1 odparowywano rozpusz-
czalnik w temp. nieprzekraczajacej 50 °C, przy obnizonym cis$nieniu. Pozostalo$¢ roz-
puszczano w 80 % metanolu.

Ekstrakcja zwigzkow fenolowych z olejow

Olej (3 g) rozpuszczano w 15 ml heksanu i ekstrahowano zwiazki fenolowe za
pomoca metanolu (3 x 5 ml) przez wytrzasanie po 2 min przy kazdej ekstrakcji [9].
Potaczone ekstrakty zostawiano na 16 h. Po rozdziale frakcj¢ metanolowa przemywano
25 ml heksanu w celu usunigcia resztek oleju.

Otrzymywanie preparatu zwigzkow fenolowych z wyttokow

Nasiona poddawano tloczeniu na zimno za pomoca prasy $limakowej. Otrzymane
wytloki po rozdrobnieniu w mtynku udarowym odttuszczano za pomoca eteru nafto-
wego w aparacie Soxhleta w ciagu 6 h. Odolejone wyttoki zalewano 70 % etanolem
(1 : 8), po czym prowadzono ekstrakcje zwiazkéw fenolowych w reaktorze (poj. 1 1)
z plaszczem grzejnym, pod chtodnica zwrotna, z zastosowaniem mieszania mecha-
nicznego (50 obr./min) w temp. 50 °C, w ciagu 1 h. Po sklarowaniu (16 h) wyciag al-
koholowy dodatkowo poddawano wirowaniu (3500 obr./min, 10 min). Z wyciagu
usuwano rozpuszczalnik w wyparce pod obnizonym ciSnieniem, w temp. ponizej
50 °C. Resztki wody usuwano za pomoca suszarki prézniowej, w temp. ponizej 50 °C
1 otrzymywano surowy ekstrakt zwiazkoéw fenolowych.

Surowy ekstrakt oczyszczano za pomoca rozpuszczalnikéw polarnych i niepolar-
nych [32]. Po rozpuszczeniu ekstraktu w mieszaninie chloroformu, metanolu oraz wo-
dy (1 : 1:1)1rozdziale faz odrzucano frakcj¢ chloroformowa, a z frakcji metanolowo-
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wodnej usuwano metanol pod zmniejszonym ci$nieniem. Z pozostatosci ekstrahowano
zwiazki fenolowe za pomoca eteru etylowego. Nastgpnie usuwano rozpuszczalnik
1 wazono uzyskane zwiazki fenolowe. Otrzymany preparat po rozpuszczeniu w eterze
etylowym dodawano do odpowiednich olejow, po czym usuwano rozpuszczalnik przy
obnizonym ci$nieniu w wyparce z przedmuchem azotu. Stosowano trzy poziomy do-
datku preparatu do oleju: 600, 1000 i 1500 ppm.

Oznaczanie zawartosci zwigzkow fenolowych ogotem w nasionach i olejach

Oznaczenie zawarto$ci zwiazkéw fenolowych ogdélem wykonywano metoda
z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu’a [23]. Probki metanolowego ekstraktu nasion
(0,025 ml) lub olejéw (0,2 ml) przenoszono do kolbki pojemnosci 10 ml, do ktorej
dodawano 0,5 ml odczynnika Folina-Ciocalteu’a. Cato$¢ wytrzasano i zostawiano na 3
min. Nastgpnie dodawano 1 ml nasyconego roztworu weglanu sodu i uzupeliano wo-
da destylowana do 10 ml. Po 1 h mierzono absorbancjg roztworu przy dtugosci fali A =
725 nm w odniesieniu do proby kontrolnej, z zastosowaniem spektrofotometru U-2900
prod. Hitachi High-Tech, Tokio, Japonia. Catkowita zawartos¢ zwiazkoéw fenolowych
okreslano z krzywej kalibracyjnej, jako ekwiwalent kwasu ferulowego (FAE).

Oznaczenie zawartoSci wody w nasionach i olejach

Oznaczanie zawarto$ci wody w nasionach wykonywano metoda grawimetryczna
wg PN-EN ISO 665:2004 [18], natomiast w olejach wg PN-EN ISO 662:2001. Metoda
A[17].

Oznaczanie stabilnosci oksydacyjnej wykonywano wg PN-EN ISO 6886:2009
[20]. Test przyspieszonego utleniania prowadzono w aparacie Rancimat 679 firmy
Metrohm, Szwajcaria. Stosowano nastgpujace parametry testu: temperatura — 100 +
0,1 °C, przeptyw powietrza — 20 1/h, masa probki oleju — 2,5 g, objgtos¢ wody w na-
czyniu konduktometrycznym — 60 ml.

Wtasciwosci antyoksydacyjne preparatow zwiazkéow fenolowych wyrazano za
pomoca wspotczynnika ochronnego Wo, ktory wyliczano z rbwnania:

3 Ol -Olk
Olk

(o)

gdzie:
OI4 — okres indukcji proby z dodatkiem preparatu [h],
Ol — okres indukcji proby kontrolnej [h].

Oznaczanie sktadu kwasow tluszczowych wykonywano metoda GC wg PN-EN
ISO 5508:1996 [19], z wykorzystaniem chromatografu HP 6890 II z detektorem pto-
mieniowo-jonizacyjnym. Do rozdzialu estrow stosowano wysokopolarng kolumng
kapilarng BPX 70 (60 m x 0,25 mm, 25 pm). Warunki analizy: temp. kolumny pro-
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gramowana w zakresie 140 - 210 °C, temp. dozownika 210 °C, temp. detektora
250 °C, gaz nos$ny hel.

Oznaczenie aktywnosci antyrodnikowej wykonywano metoda spektrometrii elek-
tronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) [27]. Badania wykonywano metoda
posrednia, obserwujac zmniejszanie si¢ intensywnosci sygnatu pochodzacego od doda-
nego do probki wolnego trwatego rodnika DPPH (1,1 difenylo-2 pikrylohydrazyl)
w wyniku dziatania substancji antyrodnikowej. Poréwnawcza zdolno$¢ wygaszania
rodnika DPPH (Z,) okre$lano z rownania:

I, -1

Zp= 100 %

(o]

gdzie:

I — intensywno$¢ sygnatu rodnika DPPH’ z probki badanej (olej wyj$ciowy + roztwor
rodnika lub olej bez zwiazkdéw fenolowych + roztwor rodnika, Iub olej wyjsciowy +
preparat + roztwor rodnika),

I, — intensywnos$¢ sygnatu rodnika DPPH z probki przyjetej za wzorzec (odpowiednio:
roztwor rodnika, roztwor rodnika, olej wyjSciowy + roztwor rodnika).

Do probki (0,5 ml) dodawano 2,5 ml acetonowego roztworu DPPH o st¢zeniu
0,004 mol/dm’..Do pomiaru pobierano 0,35 ml powstalego w ten sposob roztworu.
Pomiary przeprowadzano po 70 min od dodania roztworu DPPH za pomoca spektro-
metru EPR model MiniScope 200, firmy Magnettech GmbH, Berlin, Niemcy. Stoso-
wane parametry: prad diody — 50 %, ttumienie — 8 dB, stata czasowa — 0,1 s, faza —
180°, czas przemiatania — 30 s, amplituda modulacji — 0,4 mT, indukcja magnetyczna
w centrum zakresu przemiatania — B = 334 mT, szeroko$¢ przemiatania — DB =
7,7 mT. Do catkowania widm EPR stosowano program Analysis firmy Magnettech.

Ocena wplywu zwiqzkow fenolowych na stabilnos¢ oksydacyjng i aktywnosc
antyrodnikowq olejow tloczonych na zimno

Oceng t¢ przeprowadzano poprzez poréwnanie stabilnosci oksydacyjnej za pomo-
ca testu Rancimat oraz aktywnosci antyrodnikowej, w odniesieniu do rodnika DPPH
metoda EPR, olejow wyjsciowych oraz po usunigciu z nich zwiazkow fenolowych.

Przygotowanie oleju wolnego od zwiazkow fenolowych. Olej (20 g) rozpuszcza-
no w heksanie (1 : 10), po czym zwiazki fenolowe ekstrahowano trzykrotnie za pomo-
ca metanolu (10 : 2, heksan/metanol) w temp. pokojowej [1]. Ekstrakt metanolowy
przemywano heksanem (1 : 1). Pozostaly po ekstrakcji roztwor heksanowy oleju ta-
czono wraz z heksanem uzytym do przemycia roztworu metanolowego. Heksan usu-
wano pod obnizonym ci$nieniem z uzyciem azotu. Przed dalszymi analizami otrzyma-
ny olej przechowywano w temp. 20 = 2 °C.
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Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej i antyrodnikowej zwigzkow fenolowych
wyizolowanych z poszczegolnych gatunkow nasion

Oceng t¢ przeprowadzano poprzez poréOwnanie stabilno$ci oksydacyjnej, za po-
moca testu Rancimat, oraz aktywnosci antyrodnikowej, w odniesieniu do rodnika
DPPH metoda EPR, olejow wyjsciowych oraz po dodaniu do nich preparatu zwiazkow
fenolowych wyizolowanych z odpowiadajacych im nasion.

Analizg statystyczna wynikéw prowadzono za pomoca programu komputerowego
Statgraphics Plus for Windows, wersja 4.0, Statistical Graphics Corp., na poziomie
istotnosci p = 0,05. Do oceny zalezno$ci pomigdzy wybranymi zmiennymi wykorzy-
stano analizg regresji proste;j.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki dotyczace zawarto$ci natywnych zwiazkoéw fenolowych w badanym ma-
teriale zamieszczono w tab. 1.

Tabela |
Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogdtem w nasionach i olejach.
Content of total phenolic compounds in seeds and oils.
Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogotem *
Rodzaj surowca Total content of phenolic compounds *
Variety of raw material nasiona [mg/100 g smb.] oleje [mg/100 g]
seeds [mg/100 g ddm.] oils [mg/100g]
Len / Flax 989%+48 1,17*+0,05
Lnianka / Camelina 1107°+ 56 3,95%+0,13
Konopie / Hemp 831° +41 4,11°+£0,14
Zmijowiec / Echium 15409+ 61 3,569+ 0,09

Objasnienia: / Explanatory notes:

warto$¢ srednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n =6 (3 x 2);

" zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogdtem wyrazona jako ekwiwalent kwasu ferulowego / total content of
phenolic compounds expressed as equivalent of ferulic acid;

smb. — sucha masa beztluszczowa / ddm. — dry defatted matter;

wartosci srednie z réznymi indeksami w kolumnach r6znia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean
values with different indexes in columns differ statistically significantly (p < 0.05).

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogdétem w nasionach zalezata od ich rodzaju
i wynosita od 831 mg/100 g smb w nasionach konopi do 1540 mg/100 g smb w nasio-
nach zmijowca. Sa to ilo$ci zbiezne z danymi literaturowymi [2, 5, 26]. Sposrdd nasion
oleistych szczegolnie bogate w zwiazki fenolowe sa nasionach rzepaku [32]. Przy po-
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rownywaniu wynikéw nalezy mie¢ na uwadze istotny wplyw, jaki wywiera rodzaj
stosowanego rozpuszczalnika i sposob ekstrakcji [2], a takze niespecyficznos$¢ po-
wszechnie stosowanej metody oznaczania zawartosci zwiazkow fenolowych ogotem
z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu’a [24]. W probce moga wystgpowaé rowniez
inne sktadniki wykazujace wihasciwosci redukujace, takie jak aminokwasy (alanina,
cysteina, glicyna, tryptofan) czy cukry (fruktoza, glukoza, sacharoza) reagujace z od-
czynnikiem.

Wsrod olejow najwigcej zwiazkow fenolowych zawieral olej konopny
(4,11 mg/100 g), w oleju Iniankowym i1 zmijowcowym byto ich nieznacznie mniej,
natomiast w oleju Inianym az 4-krotnie mniej. W literaturze publikowane sa zblizone
[11, 23], ale tez wyraznie wyzsze dane [4].

Podczas ttoczenia naturalne antyoksydanty zawarte w nasionach ulegaja rozdzia-
towi na frakcj¢ rozpuszczalng w thuszczach (glownie tokoferole, karotenoidy, sterole),
przechodzaca do oleju oraz frakcje¢ hydrofilng (gtownie polarne zwiazki polifenolowe)
pozostajaca w wyttokach. Niektore ze zwiazkow polifenolowych o $redniej polarno$ci
wykazuja pewne cechy lipofilnosci [5, 12] i moga takze znajdowac si¢ w fazie olejo-
wej. Wedlug Czaplickiego [5] powyzej 50 % zwiazkow fenolowych nasion Zzmijowca
stanowia zwiazki o charakterze hydrofobowym.

W wyniku ttoczenia do olejow przechodza z nasion niewielkie ilosci wody (tab.
2), w ktorej moga sig rozpuszczac zwiazki polifenolowe o wyzszej polarnosci. Ich ilos¢
zalezy od rodzaju obrobki surowca przed tloczeniem (temperatura, wilgotnos¢, roz-
drobnienie) a takze warunkow samego ttoczenia [3].

Tabela 2
Zawarto$¢ wody w nasionach i olejach.
Content of water in seeds and oils.
Rodzaj surowca Zawarto$¢ wody / Content of water [%]
Variety of raw material nasiona / seeds oleje / oils
Len / Flax 7,7+0,1 0,41 +£0,02
Lnianka / Camelina 7,8 +£0,1 0,42 +0,02
Konopie / Hemp 7,3+0,1 0,38 +0,03
Zmijowiec / Echium 7,6 +0,1 0,39 £ 0,01

Objasnienia: / Explanatory notes:
warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n =6 (3 x 2).

Nasiona bedace przedmiotem badan charakteryzowaly si¢ typowa, niezbyt zrdz-
nicowang wilgotno$cia. Proces tloczenia prowadzono w porownywalnych warunkach,
a zawartos¢ wody w poszczegdlnych olejach byta zblizona. Mozna na tej podstawie
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przyjac, ze o zawartos$ci zwiazkow fenolowych w olejach decydowaly przede wszyst-
kim cechy gatunkowe nasion.

Wplyw natywnych zwiazkoéw fenolowych na stabilno$¢ oksydacyjna olejow okre-
slono poprzez poréwnanie okreséw indukcji procesu autooksydacji olejow w tescie
Rancimat przed oraz po usunigciu z nich zwiazkdéw fenolowych. Uzyskane wyniki
zamieszczono w tab. 3.

Tabela 3
Okres indukcji autooksydacji olejow przed oraz po usunigciu zwiazkow fenolowych.
Induction time of auto-oxidation of oils before and after removal of polyphenols compounds.
o Okres indukcji / Induction time [h]
Rodzaj oleju - X -
Oil type Iniany Iniankowy konopny Zmijowcowy
flax camelina hemp echium

Wyjsciowy / litial 435°+0,19 10,26° + 0,26 6,10+ 0,21 3,904 £ 0,14
P ieciu polifenoli

0 usunigeit pottienoit 341°+0,12 8,43°+ 0,25 4,72°+0,14 2,909+ 0,10
After removal of polyphenols

Objasnienia: / Explanatory notes:

warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n =6 (3 x 2);

wartosci $rednie z réznymi indeksami w rzgdach rdznia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values
with different indexes in the rows differ statistically significantly (p < 0.05).

Czasy indukcji procesu autooksydacji, zarowno w grupie olejow wyjsciowych,
jak 1 olejow po usunigciu polifenoli byly zréznicowane w sposob statystycznie istotny.
Najbardziej labilny wérdd olejow wyjsciowych byt olej zmijowcowy (3,90 h), a stabil-
no$¢ innych wzrastala w nastepujacej kolejnosci: Iniany < konopny < Iniankowy.
Czynnikiem decydujacym o trwatosci olejow jest przede wszystkim sklad kwasow
thuszczowych oraz obecno$¢ naturalnych przeciwutleniaczy. Wérod kwasow ttuszczo-
wych szczegodlnie wazna jest zawarto$¢ polienowych kwasow thuszczowych o budowie
dienowej, trienowej i tetraenowej, bardzo pozadanych, ale jednoczesnie mato stabil-
nych. Sposrdd nich trieny utleniaja sig 2 - 4 razy szybciej niz dieny, a tetraeny szybciej
niz trieny [7]. Najmniej stabilny olej zmijowcowy charakteryzowat si¢ jednoczesnie
najwyzsza zawartoscia trienow i tetraenow (tab. 4).

Olej konopny pomimo mniejszej zawarto$ci trienow 1 tetraenow okazat si¢ mniej
stabilny niz olej Iniankowy, gdyz zawierat kilkakrotnie wigcej dienow. Uzyskane wy-
niki sg zblizone do publikowanych w tym zakresie w literaturze [1, 14]. W poréwnaniu
z takimi olejami, jak rzepakowy czy oliwkowy materiat badawczy byt wyjatkowo nie-
trwaty [31].
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Tabela 4
Zawarto$¢ polienowych kwasow ttuszczowych (PUFA) w olejach [%].
Content of polyenic fatty acids (PUFA) in oils [%)].
Rodzaj oleju / Oil type
Kwasy ttuszczowe - - —
Fatty acids Iniany Iniankowy konopny Zmijowcowy
flax camelina hemp echium
C18:2n-6 16,2+ 0,6 15,6 £0,3 52,0+1,5 17,6 £0,6
C 18:3n-6 0,0 0,0 3,8+0,3 10,6 £ 0,4
C18:3 n-3 528+1,7 36,1 +1,2 21,8+0,7 31,2+1,2
C18:4 n-3 0,0 0,0 1,9+0,1 12,4+0,2
Suma / Sum 69,0 51,7 79,5 71,8

Objasnienia: / Explanatory notes:
warto$¢ srednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n =6 (3 x 2).

Usunigcie niewielkich ilosci zwiazkow fenolowych skutkowato skroceniem cza-
sow indukcji olejow w granicach od 17,8 do 25,6 %, czyli wyraznym zmniejszeniem
stabilnoéci oksydacyjnej. Swiadczy to o wysokiej aktywnosci antyoksydacyijnej tych
zwiazkow. Obserwacje te sa zbiezne z ustaleniami Terpinc i wsp. [26], wedtug ktorych
zwiazki fenolowe obecne w oleju Iniankowym tloczonym na zimno charakteryzuja si¢
wyzsza aktywnos$cia antyoksydacyjna niz zwiazki wyodrgbnione z nasion badz wytlo-
kéw. Usunigcie zwiazkéw fenolowych eliminuje je z roli synergenta w odniesieniu do
tokoferoli, co dodatkowo zmniejsza stabilno$¢ olejow. Wspdlczynnik korelacji pomig-
dzy skroceniem czasu indukcji w teScie Rancimat (y) a ilo$cia usunigtych zwiazkow
fenolowych (x) wynosit r = 0,6443 przy poziomie istotnosci p = 0,36. Rownanie pro-
stej regresji tych zmiennych miato postac:

y=10,666 +0,0195 x

Wplyw natywnych zwiazkéw fenolowych na aktywno$¢ antyrodnikowa olejow
okreslono poprzez porownanie sity wygaszania rodnika DPPH przez oleje przed oraz
po usunigciu z nich zwiazkow fenolowych. Uzyskane wyniki zamieszczono w tab. 5.
Skutecznos¢ wygaszania rodnika DPPH przez oleje wyjsciowe byta do$¢ zrdéznicowa-
na, a olej Iniankowy wygaszat rodnik blisko dwukrotnie silniej niz olej Iniany. Jeszcze
wigksze zroznicowanie wystgpuje pomigdzy takimi olejami, jak: rzepakowy, stonecz-
nikowy 1 sojowy [22]. W olejach roslinnych zwiazkami unieczynniajacymi wolne rod-
niki sa tokoferole, tokotrienole, karotenoidy, niektore sterole a takze zwiazki fenolowe
[14]. Usunigcie zwiazkow fenolowych w przypadku kazdego z olejow skutkowato
zmniejszeniem sily wygaszania rodnika DPPH. W najwigkszym stopniu nastapito ono
w oleju Iniankowym (17,1 %), a w pozostatych ksztattowalo si¢ nastgpujaco:
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Tabela 5

Zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH przez oleje przed oraz po usunigciu zwiazkow fenolowych.
Scavenging ability of DPPH radical before and after removal of phenolic compounds.

o Wygaszanie / Scavenging [%]
Rodzaj oleju - - -
. Iniany Iniankowy konopny ZmMijowCcowy
Oil type i :
flax camelina hemp echium
Wyj$ciowy / Initial 16,8 +0,2 29,3°+0,3 27,0°+0,2 24,74+0,3
Po usunigeiu polifenoli 14,7°+ 0,1 243402 22,9402 2289402
After removal of polyphenols

Objasnienia: / Explanatory notes:

warto$¢ srednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n =6 (3 x 2);

wartosci §rednie z réznymi indeksami w rzedach rdznia sig statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values
with different indexes in the rows differ statistically significantly (p < 0.05).

konopny > Iniany > Zmijowcowy. Zmniejszenie sily wygaszania rodnika DPPH (y)
bylo skorelowane z ilo$cia usunigtych zwiazkéw fenolowych (x). Wspotczynnik kore-
lacji liniowej pomigdzy tymi zmiennymi wynosit r = 0,6294 przy poziomie istotnosci p
= (0,37. Rownanie prostej regresji tych zmiennych miato postaé:

y=10,629 + 0,070 x

Wedlug Abyzaytoun i Shahidi [1] ekstrakty metanolowe zwiazkéw fenolowych
z oleju konopnego maja wigksza site wygaszania rodnika DPPH niz ekstrakty z oleju
Inianego. Espin i wsp. [8] w badaniach wygaszania rodnika DPPH’ przez frakcje polar-
na (rozpuszczalna w metanolu i zawierajaca zwiazki fenolowe) szeregu olejow roslin-
nych wykazali, ze tylko cze$¢ z nich ma te wtasciwosci.

Dodatek preparatow zwiazkéw fenolowych o charakterze hydrofobowym do ole-
jow powodowat zréznicowane wydluzenie okresu indukcji, zalezne od rodzaju oleju
1 zastosowane] dawki. Najwicksze wydtuzenie okresu indukcji stwierdzono w przy-
padku oleju zmijowcowego, najstabiej reagowat olej konopny. Na podstawie czasow
indukcji, przed i po dodatku preparatow, wyliczono wspdlczynniki ochronne olejow,
a ich zalezno$¢ od zastosowanej dawki przedstawiono na rys. 1.
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Objasnienia: / Explanatory notes:
n=63x2)

Rys. 1. Aktywno$¢ antyoksydacyjna preparatdéw zwiazkow fenolowych w olejach wyznaczona testem
Rancimat.

Fig. 1. Antioxidant activity of preparations of phenolic compounds in oils as determined by Rancimat
test.

Sita ochronna stosowanych preparatow nie byla zbyt wysoka. Maksymalny
wspotezynnik ochronny (0,52) uzyskano w przypadku oleju Zzmijowcowego przy daw-
ce 1500 ppm. Olej ten okazat si¢ takze najbardziej wrazliwy na stosowana dawkg. Ak-
tywno$¢ przeciwutleniajaca preparatu zwiazkéw fenolowych wyizolowanych z nasion
zmijowca byta dwukrotnie nizsza niz handlowego preparatu zwiazkow fenolowych
wyizolowanych z rozmarynu przy ich dodatku do oleju zmijowcowego [14]. Pozostate
oleje reagowaty na dodatki preparatow jeszcze stabiej, a maksymalne wspotczynniki
ochronne ksztattowaty si¢ nastgpujaco: Iniany — 0,25, Iniankowy — 0,24, konopny —
0,12. Tak niskie wspotczynniki ochronne $wiadcza o niskiej aktywnosci antyoksyda-
cyjnej dodawanych zwiazkéw fenolowych o charakterze hydrofobowym, wyraznie
stabszej od tych, ktére przedostaja si¢ z nasion do oleju podczas ttoczenia, majacych
charakter zarowno litofilny, jak i hydrofilny. O nizszej aktywnoS$ci antyoksydacyjnej
zwiazkow fenolowych izolowanych z nasion Inianki a takze z wytlokow, w porowna-
niu z aktywnos$cia zwiazkow izolowanych z oleju ttoczonego na zimno, informuja Ter-
pinc i wsp. [26]. Badane oleje prawdopodobnie zawieraty uktad natywnych antyoksy-
dantow bliski optymalnemu i dlatego stabo reagowaly na dodatkowe ilo$ci zwiazkow
fenolowych.
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Dodatek preparatow zwiazkéw fenolowych o charakterze hydrofobowym do ole-
jow kazdorazowo powodowal wzrost zdolnosci wygaszania rodnika DPPH, ale sku-
teczno$¢ ich dziatania nie byta duza. Wplyw dodatku preparatow w poszczegdlnych
olejach przedstawiono na rys. 2.

(0/ 0)

o
=

B600 ppm

1000 ppm
H1500 ppm

Zdolnog¢ zmiatania DPPH (%)

Ability of DPPH scavengin

Iniany/flax Iniankowy/camelina konopny/hemp zmijowcowy/echium
Rodzaj oleju/ Kind of oil

Objasnienia: / Explanatory notes: n =6 (3 x 2)

Rys. 2. Zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH przez preparaty zwiazkow fenolowych w olejach.
Fig. 2.  Ability of scavenging of DPPH radical by preparations of phenolic compounds in oils.

Maksymalny przyrost sily wygaszania rodnika DPPH nastapit w oleju konopnym
(44 %), a w pozostatych ksztattowat si¢ nastgpujaco: Iniany > zmijowcowy > Inianko-
wy. Badane oleje w zréznicowany sposob reagowaty na stosowane dawki preparatow.
Najsilniej reagowat olej Iniany, a najmniej wrazliwy byl olej Iniankowy, w ktérym
przy 2,5-krotnym zwigkszeniu dawki z 600 do 1500 ppm nastapit przyrost sity wyga-
szania rodnika DPPH tylko o 7,3 %.

W badaniach prowadzonych na ekstraktach zwiazkow fenolowych otrzymanych
z pozostato$ci po odolejeniu 8 réznych tradycyjnych surowcow oleistych [14] nie
stwierdzono istotnej korelacji pomigdzy zawartoscia zwiazkow fenolowych ogoélem
a zdolnoscia wygaszania rodnika DPPH. Wedlug autora wynikato to ze znacznych
roznic w aktywnosci antyoksydacyjnej poszczegélnych zwiazkow fenolowych. Anty-
rodnikowa aktywno$¢ ekstraktow zwiazkow fenolowych moze si¢ takze zmieniac
w zaleznosci od rodzaju rodnika stosowanego do badan [29]. Na dziatanie zwiazkow
fenolowych dodawanych do olejow moze si¢ naklada¢ aktywno$¢ naturalnych nietria-



130 Karol Minkowski, Katarzyna Zawada, Stanistaw Ptasznik, Artur Kalinowski

cyloglicerolowych substancji obecnych w oleju, takich jak: fosfolipidy, tokoferole,
tokotrienole, barwniki (chlorofile, karotenoidy), sterole, stanole, wolne kwasy thusz-
czowe, mono- i diacyloglicerole, woski, skwalen i inne weglowodory, a takze syner-
gizm i antagonizm pomigdzy nimi samymi oraz dodawanymi zwigzkami polifenolo-
wymi. Szczegodlnie dotyczy to Srodowiska olejow tloczonych na zimno, w ktorych
zawarto$¢ sktadnikoéw nietriacyloglicerolowych moze dochodzi¢ do 5 %. Dlatego tez
jednoznaczna interpretacja uzyskanych wynikéw jest utrudniona.

Whioski

1. Zwiazki fenolowe ogoélem stanowiace 0,8 - 1,5 % suchej masy beztluszczowe;j
nasion Inu, Inianki, konopi i zmijowca tylko w niewielkich ilosciach (1,2 -
4,1 mg/100 g) przenikaja do tloczonych z nich na zimno olejéw bogatych w PUFA
n-3.

2. Obecno$¢ zwiazkow fenolowych w olejach korzystnie wptywa na ich stabilnos¢
oksydacyjna i potencjat antyrodnikowy. Ich usunigcie powodowalo wyrazne skro-
cenie okresu indukcji w tescie Rancimat oraz zmniejszenie aktywnosci antyrodni-
kowej wzgledem rodnika DPPH.

3. Dodatek zwiazkoéw fenolowych wyizolowanych z nasion zwigksza stabilno$¢ ok-
sydacyjna i potencjal antyrodnikowy wyttoczonych z nich na zimno olejow boga-
tych w PUFA n-3. Ich sita ochronna i antyrodnikowa nie byta jednak wysoka.

4. Skutecznos¢ dziatania zwigzkéw fenolowych byla zréznicowana w zaleznosci od
rodzaju oleju i stosowanej dawki. Najwyzszym wspotczynnikiem ochronnym
(0,52) charakteryzowal si¢ olej zmijowcowy przy zastosowaniu maksymalnej
dawki 1500 ppm. Najwigkszy wzrost aktywnos$ci antyrodnikowej wzglgdem rodni-
ka DPPH miat miejsce w oleju Iniankowym.

Praca finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
w latach 2010 - 2011 jako projekt badawczy nr N N312 130038 pt. Wykorzystanie na-
turalnych przeciwutleniaczy nasion do podwyzszenia stabilnosci oksydacyjnej i aktyw-
nosci pzeciwrodnikowej olejow bogatych w polienowe kwasy tluszczowe z rodziny n-3.
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EFFECT OF PHENOLIC COMPOUNDS IN SEEDS ON OXIDATIVE STABILITY
AND ANTIRADICAL ACTIVITY OF n-3-PUFA-RICH OILS PRESSED FROM THEM

Summary

The objective of the study was to prove if and how far the natural phenolic compounds in seeds consti-
tute an antioxidant barrier for oils extruded from them and rich in polyenic fatty acids from an n-3 family.

The research materials were seeds of flax, camelina, hemp, and echium. Investigated were cold
pressed oils, oils with native phenolic compounds removed, and oils enriched with hydrophobic fraction of
phenolic compounds that were isolated from de-oiled seeds. Phenolic compounds were hot extracted by
70 % ethanol, and a raw extract was purified in a system of polar and non-polar solvents.

The seeds were characterized by differentiated contents of phenolic compounds, the small quantities of
which passed into oils during the cold pressure process. The effect of having removed phenolic com-
pounds from oils was an express decrease in their oxidative stability in a Rancimat test and a clear de-
crease in their antiradical activity towards the DPPH radical. The addition of phenolic compounds, isolated
from the seeds, improved the oxidative stability and antiradical potential of oils pressed from those seeds.
However, the protecting and antiradical power of polyphenols was not high. The effectiveness of the
activity of those compounds depended on the kind of oil and dose applied. The highest protection factor
(0.52) was obtained in the case of echium oil with the maximal dose of 1500 ppm used. The greatest in-
crease in the antiradical activity towards the DPPH radical occurred in the camelina oil.

Key words: phenolic compounds, oilseeds, cold pressed oils, oxidative stability, antiradical activity, n-3
PUFA
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