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Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie skuteczno$ci dzialania przeciwutleniaczy w rafinowanym
oleju z nasion czarnej porzeczki (Ribes nigrum) oraz tloczonym na zimno oleju
zmijowcowym (Echium vulgare). W badaniach stosowano 4 przeciwutleniacze: ekstrakt
z rozmarynu, mieszaning tokoferoli, palmitynian askorbylu 1 mieszaning palmitynianu
askorbylu, o-tokoferolu 1 lecytyny. Skuteczno$¢ ich dzialania oceniano za pomocg testu
przyspieszonego utleniania Rancimat i metoda DPPH-EPR. Stwierdzono, ze efektywnos¢
przeciwutleniaczy zalezala od rodzaju oleju 1 zastosowanej dawki. Najwicksza aktywnos¢
antyoksydacyjng w oleju z nasion czarnej porzeczki wykazywat palmitynian askorbylu (WO
110%), a w oleju zmijowcowym ekstrakt z rozmarynu (WO 130%). Najwyzszg aktywnos¢
przeciwrodnikowa w oleju z nasion czarnej porzeczki wykazywal palmitynian askorbylu
(55,5%), a w oleju zmijowcowym mieszanina tokoferoli (38,6%). Przeprowadzone badania
wskazuja, ze wlasciwosci przeciwrodnikowe oleju z nasion czarnej porzeczki wynikaja
gldéwnie z obecnosci zwigzkéw lipofilnych, podczas gdy w oleju Zzmijowcowym zwigzane sg
zardwno z frakcjg lipofilng, jak 1 polarng, wyekstrahowang metanolem. Stwierdzono istnienie
bardzo wysokiej dodatniej korelacji pomiedzy czasem indukcji procesu autooksydacji
wyznaczonym w teScie przySpieszonego utleniania Rancimat a  aktywnoScig
przeciwrodnikowg przeciwutleniaczy, okreslong poprzez sit¢ zmiatania rodnika DPPH metoda
EPR.
Stowa kluczowe: olej z nasion czarnej porzeczki, olej zmijowcowy, przeciwutleniacze,

stabilno$¢ oksydacyjna, aktywno$¢ przeciwrodnikowa, EPR
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ANTIOXIDATIVE AND ANTIRADICAL ACTIVITY OF ANTIOXIDANTS IN
BLACKCURRANT SEED OIL AND BLUEWEED OIL
Summary

The aim of this work was to compare the effectiveness of different antioxidants in the
inhibition of the autoxidation of refined blackcurrant (Ribes nigrum) seeds oil and cold-
pressed blueweed (Echium vulgare) oil. Four antioxidant preparations were used: rosemary
extract, mix of tocopherols, ascorbyl palmitate and the mixture of ascorbyl palmitate, a-
tocopherol and lecithin, in doses from 100 to 600 mg-kg'. To determine the oxidative
stability and radical scavenging activity of the studied oils, the Rancimat method and the
DPPH-EPR test were used. The total effectiveness of added antioxidant preparations was
dose-dependent and varied due to the variety of oil. The highest antioxidant activity towards
blackcurrant seed oil was shown by ascorbyl palmitate (protection factor 110%), and towards
blueweed oil by rosemary extract (protection factor 130%). The best scavenging properties
were observed for blackcurrant seed oil with ascorbyl palmitate (55.5%), and for blueweed oil
with tocopherol mixture (38.6%). Conducted studies indicate, that antiradical properties of
blackcurrant seed oil mainly result of presence of lipohilic components whereas in bluewind
oil they are connected with lipohilic fraction as well as with polar fraction, extracted by
methanol. There was a strong correlation between the induction time value in the Rancimat

test and DPPH radical scavenging activity of oils determined by EPR spectroscopy.
Key words: blackcurrant seed oil, blueweed oil, antioxidants, oxidative stability, radical

scavenging activity, EPR
WSTEP

Olej z nasion czarnej porzeczki oraz olej zmijowcowy, ze wzgledu na swe cenne walory
zywieniowe 1 zdrowotne, mogg stanowi¢ wazne uzupetnienie diety cztowieka [Tahvonen 1 in.
2005; Guil-Guerrero 2007]. Ograniczeniem w szerszym ich stosowaniu jest niska stabilnos¢,
zwlaszcza podatno$¢ na utlenianie. Wiadomo, ze autooksydacja lipidow ma charakter
wolnorodnikowy, a powstajace rodniki cechuja si¢ wysoka 1 niespecyficzng reaktywnoscia.
Ich nadmiar jest szkodliwy dla zdrowia czlowieka, przyspiesza proces starzenia si¢ organizmu
1 jest przyczyng wielu chorob [Pham-Huy 1 in. 2008]. Jednym ze sposobOéw ograniczenia
procesu autooksydacji jest zastosowanie przeciwutleniaczy. Moga one przerywac reakcje
tancuchowg przez konwersj¢ rodnikow do bardziej stabilnych zwigzkéw badz tez opdzniac
utlenianie w wyniku innych proceséw [Szukalska 2003]. Zdolnos¢ do dezaktywacji wolnych
rodnikow wykazujg miedzy innymi tokoferole, karotenoidy 1 zwigzki fenolowe [Kamal-Eldin

2006; Siger 1 in. 2005], a wsrod pozostatych wazne miejsce zajmuje kwas askorbinowy 1 jego
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lipofilowa pochodna — palmitynian askorbylu [Beddows 1 in. 2001]. Do okreslenia
skutecznos$ci dziatania przeciwutleniaczy stuzg migdzy innymi testy stabilnosci oksydatywne;
[Ratusz 1 in. 2005] oraz ocena aktywnos$ci przeciwrodnikowej wobec trwatych rodnikow
metodg elektronowego rezonansu paramagnetycznego — EPR [Giuffrida 1 in. 2007].

Celem pracy bylo pordéwnanie skuteczno$ci dziatania wybranych przeciwutleniaczy
w rafinowanym oleju z nasion czarnej porzeczki oraz tloczonym na zimno oleju

Zmijowcowym.

MATERIAL I METODY BADAN

W badaniach poréwnano dostepne oleje rynkowe — rafinowany olej z nasion czarnej
porzeczki (olej tloczony na zimno nie jest produkowany ze wzgledu na niskg wydajnos¢
tloczenia) oraz tfoczony na zimno olej zmijowcowy (z uwagi na wyjatkowa niska stabilnos¢
nie powinien on podlega¢ zadnym zabiegom rafinacyjnym). Badano $§wieze oleje dostarczone
przez producentéw: rafinowany olej z nasion czarnej porzeczki (H. Lamotte GmbH,
Hamburg) oraz tloczony na zimno olej zmijowcowy (SGNiP SemCo, Smilowo). Oleje
w trakcie badan przechowywano w temperaturze -18°C + 22°C, bez dostepu $wiatta. W celu
okreslenia wptywu frakeji nietriacyloglicerolowej na stabilno$¢ olejow przygotowano ich
ekstrakty metanolowe. Otrzymywano je wedlug nastgpujacej procedury: olej (3 g)
rozpuszczano w 15 cm?® heksanu 1 ekstrahowano zwigzki hydrofilne za pomocg metanolu (3 %
5 cm?®) przez wytrzasanie po 2 min przy kazdej ekstrakcji. Potaczone ekstrakty pozostawiano
na 16 h w temperaturze 6 °C bez dostepu Swiatta. Po rozdziale frakcj¢ metanolowa
przemywano 25 cm?® heksanu w celu usunigcia resztek oleju [Haiyan 1 in. 2007].

Stosowano cztery rodzaje przeciwutleniaczy naturalnych 1 identycznych
z naturalnymi, ktore dla uproszczenia opisOw oznaczono symbolami: ekstrakt z rozmarynu —
ER — preparat handlowy Stabiloton OS (Raps), mieszanina tokoferoli — mixT — Mixed
Tocopherols 95 (DSM Nutritional Products), mieszanina o-tokoferolu, palmitynianu
askorbylu 1 lecytyny sojowej — T-PA-L — Ronoxan A (DSM Nutritional Products),
palmitynian askorbylu na nos$niku emulgatorowym — PA — Grindox 1014 (Danisco Cultor).
Dodatek przeciwutleniaczy do olejow wynosit: 100, 150, 200, 400 i 600 mg-kg '. Probki
przygotowywano przez dodanie do oleju roztworow przeciwutleniaczy w heksanie badz
acetonie (ekstrakt z rozmarynu), po czym rozpuszczalnik usuwano przez przedmuchiwanie
azotem.

Oznaczanie skladu kwasoéw tluszczowych wykonywano metodg chromatografii

gazowe] wedlug PN-EN ISO 5508:1996. Stosowano chromatograf gazowy HP 6890 II
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wyposazony w detektor plomieniowo-jonizacyjny. Stabilno$¢ oksydacyjng olejéw okreslano,
wykorzystujac test przyspieszonego utleniania Rancimat, wedlug PN-ISO 6886:2009,
w aparacie Metrohm typ 743. Badania prowadzono w temperaturze 100°C przy przeptywie
powietrza 20 dm?-h™'. Wyznaczony okres indukcji wyrazano w godzinach [h]. Oznaczenia
stabilnosci  wykonywano w3 powtorzeniach.  Wlasciwosci  antyoksydacyjne
przeciwutleniaczy oceniano poprzez okreslenie warto$ci wspdtczynnika ochronnego WO,
ktory wyliczano za pomoca nast¢pujacego roOwnania:

oI ,-0I,

WO = x 100% (1)

K
gdzie: Ol — okres indukcji proby z dodatkiem przeciwutleniacza, Olx — okres indukcji proby
kontrolne;.

Aktywno$¢ antyrodnikowg probek olejoéw 1 dodanych do nich przeciwutleniaczy oraz
ekstraktow metanolowych okre§lono poprzez badanie ich zdolnosci do zmiatania rodnika
DPPH metoda spektrometrii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).
Porownawcza zdolnos¢ zmiatania rodnika DPPH (Z,)) okre$lono wedlug wzoru:

_lo-1

lo

Zp x 100% ()

gdzie: I — intensywnos$¢ sygnatu rodnika DPPH z probki badanej (przy badaniu olejow: olej +
rodnik, przy badaniu przeciwutleniaczy: olej + przeciwutleniacz + rodnik, przy badaniu
ekstraktow: ekstrakt metanolowy + rodnik), I, — intensywno$¢ sygnatu rodnika DPPH
z probki przyjetej za wzorzec (przy badaniu olejow: roztwor rodnika, przy badaniu
przeciwutleniaczy: olej + rodnik, przy badaniu ekstraktoéw metanol + rodnik).

Sposdb przygotowania probki do badan — do 0,5 cm?® probki badanego oleju dodawano
2,5 cm® acetonowego roztworu DPPH o stezeniu 0,004 mol'dm>. Do pomiaru pobierano
0,35 cm?® powstatego w ten sposob roztworu. Pomiary przeprowadzano po 70 minutach od
dodania roztworu DPPH. Oznaczenia wykonywano w 3 powtdrzeniach. Pomiary 1 rejestracje
widm EPR wykonano na spektrometrze EPR RADIOPAN EPR/SE/X (9,3 GHz) firmy
Radiopan/Radiofan z Poznania sprzezonym z cyfrowym detektorem fazowym (Lock-in).
Stosowano nastgpujace parametry pracy spektrometru: prad diody — 50%, ttumienie — 15 dB,
stata czasowa — 0,3 s, faza — 270°, czas przemiatania — 60 s, amplituda modulacji — 0,4,
indukcja magnetyczna w centrum zakresu przemiatania — B =336 mT, szerokos¢
przemiatania — AB = 10 mT. Do catkowania widm EPR stosowano program WinEPR firmy

Bruker.
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Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomocg programu
komputerowego STATGRAPHICS Plus for Windows, wersja 4.0 Statistical Graphics Corp.
1999. Dla oceny zalezno$ci pomigdzy wybranymi zmiennymi wykorzystano analiz¢ regresji

prostej liniowe;.

WYNIKI I DYSKUSJA
Interpretacja wynikow ma charakter analizy porownawczej. Materiat badawczy
scharakteryzowano, analizujac sklad kwasow thiszczowych. Uzyskane rezultaty
zamieszczono w tabeli 1. Oba oleje cechowata wysoka zawarto$¢ waznych pod wzgledem
zywieniowym polienowych kwasow tluszczowych. Sg one zrédtem rzadko wystepujacych

kwasow thuszczowych, pierwszy — y-linolenowego (13,1%), drugi — stearydonowego (12,4%).

Tabela 1. Skiad kwasow tluszczowych (% m/m)
Profile of fatty acids (%6 w/w)

Kwasy ttuszczowe Rodzaj oleju — Kind of oil
Fatty acids Z nasion czarnej porzeczki ZMijowCcowy
blackcurrant blueweed
C16:0 6,2+0,2 6,9+0,2
Cle:1 0,1+0,0 0,3 +0,1
C18:0 1,5+0,1 3,1 +0,1
C18:1 13,3+0,3 16,5 £0,4
C18:2 n-6 49,1+1,2 17,6 £0,4
C18:3 n-6 13,1+0,3 10,7 £0,2
C18:3 n-3 13,0+0,2 31,6 £1,1
C18:4 n-3 2,4+0,1 12,4 +0,3
Inne/Other 1,3 0.9
n=06

Oleje wyjsciowe oraz po dodaniu przeciwutleniaczy poddano testowi Rancimat,

a uzyskane rezultaty zaprezentowano na rysunku 1.
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Rysunek 1. Wspotczynniki ochronne (WO) olejow po dodatku przeciwutleniaczy

Protection factors (PF) for antioxidants in oils

Olej z nasion czarnej porzeczki najlepiej byt chroniony przez palmitynian askorbylu
oraz mieszanine T-PA-L przy dawkach 600 mg-kg' (WO max. 110 i 100%). Nikle efekty
ochronne uzyskano, stosujac dodatek ER 1 mixT (WO max. 36% 1 14%). Tak duza aktywnos¢
PA wynika¢ moze migdzy innymi z jego zdolnosci do wychwytywania jondéw zelaza i miedzi
przez baz¢ emulgatorowa, w ktorej sktad wchodzg migdzy innymi estry kwasu cytrynowego
mono- 1 diacylogliceroli kwasow tluszczowych, wykazujace te zdolnosci. PA cechuje silny
efekt synergistyczny z naturalnymi tokoferolami obecnymi w olejach roslinnych [Hras 1 in.
2000]. Olej zmijowcowy najlepiej byl chroniony przez ekstrakt z rozmarynu przy dawce
600 mg'kg ' (WO max. 130%). Jak podaja Wroniak i Ratusz [2011], dobry efekt
przeciwutleniajacy wykazuje takze oleozywica z rozmarynu.

Na rysunku 2. zamieszczono wyniki dotyczace zmiatania rodnika DPPH przez
przeciwutleniacze w olejach. W oleju z nasion czarnej porzeczki najefektywniej zmiatat
rodnik DPPH palmitynian askorbylu (55,5%) przy dawce 600 mgkg'. W oleju
zmijowcowym najskuteczniej dziatata mieszanina tokoferoli (38,6%). Aktywnos$¢ pozostatych
preparatow ksztattowata si¢ nastepujaco: ER > PA> T-PA-L. Najlepsze rezultaty, podobnie

jak w oleju z nasion czarnej porzeczki, uzyskano przy dawce 600 mg-kg .
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Rysunek 2. Zmiatanie rodnika DPPH (%) w zaleznoS$ci od rodzaju 1 dawki przeciwutleniacza
(wzgledem oleju wyjsciowego)
Scavenging of DPPH radical (%) in dependence on kind and dose of antioxidant

(relative to parent oil)

Stabilnos$¢ olejow jest wynikiem zaréwno aktywnos$ci dodanych antyoksydantow, jak
1 naturalnych nietriacyloglicerolowych substancji wystepujacych w olejach. W pracy
oceniono wpltyw dwoch grup tych substancji, jednej o charakterze lipofilnym, drugiej majace;j
cechy hydrofilnosci. W tym celu badaniom poddano oleje wyjsciowe oraz uzyskane z nich
ekstrakty metanolowe. Wyniki zamieszczono na rysunku 3. Sila zmiatania rodnika DPPH’
przez oleje oraz ich ekstrakty metanolowe byla bardzo zr6znicowana. Olej z nasion czarnej
porzeczki zmiatal rodnik DPPH o 40% silniej niz olej zmijowcowy, ale jego ekstrakt
metanolowy siedmiokrotnie stabiej niz ekstrakt metanolowy oleju zmijowcowego. Odmienna
aktywno$¢ przeciwrodnikowa olejow moze wynika¢ ze znacznych roéznic w stopniu ich
nienasycenia oraz oczyszczenia (rafinowany, tloczony na zimno). W przypadku oleju z nasion
czarnej porzeczki nalezy przypuszczaé, ze o jego zdolnosciach do zmiatania rodnika DPPH
oprocz obecnych w oleju nienasyconych kwaséw tluszczowych decydowaly przede
wszystkim tokoferole 1 karotenoidy [Pieszka 1 in. 2015] rozpuszczalne w oleju, ale
nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach polarnych. Do roztworu metanolowego moga
natomiast przechodzi¢ zwigzki fenolowe, ale sadzac po wyniku sily zmiatania przez ekstrakt
to 1losci minimalne. Olej z nasion czarnej porzeczki byl olejem rafinowanym, a jak wskazuja

wyniki badan Sigera i in. [2005], proces rafinacji moze je calkowicie usuwac¢. Duza sita
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zmiatania ekstraktu metanolowego z oleju Zzmijowcowego sugeruje obecno$¢ w nim

zwigzkow o charakterze hydrofilnym, prawdopodobnie polifenoli.
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Rysunek 3. Porownanie sity zmiatania rodnika DPPH’ przez olej z nasion czarnej porzeczki
1 zmijowcowy oraz ich ekstrakty metanolowe
Comparison of scavenging of DPPH' radical by blackcurrant seed oil and

blueweed oil and their methanolic extracts

Na S$cisty zwigzek pomigdzy zdolno$cig zmiatania rodnika DPPH a zawartosciag
tokoferoli 1 zwigzkow fenolowych w olejach wskazuja wyniki badan Papadimitriou 1 in
[2006]. Bazujac na uzyskanych wynikach, okreslono wspotzaleznos¢ pomiedzy stabilnos$cia
oksydatywna w tescie Rancimat wyrazong okresem indukcji (h) a silg zmiatania rodnika
DPPH (%), okreslong metoda EPR, w olejach z dodatkiem przeciwutleniaczy. Stwierdzono
istnienie bardzo wysokiej korelacji liniowe] wynikdw uzyskanych obiema metodami dla
badanych przeciwutleniaczy, a wspdtczynniki korelacji w zaleznosci od oleju wynosity
pomiedzy 0,92 1 0,96 (z wyjatkiem PA w oleju z czarnej porzeczki) i byty zblizone do
podawanych w literaturze [Papadimitriou 1 in. 2006]. Jak podaja Kruszewski 1 in. [2013], silna
korelacja wystepuje takze pomiedzy testem Rancimat a zdolnoscig do absorpcji rodnikow
tlenowych, okreslong w tescie ORAC. Wedtug Naik 1 in. [2014], metoda spektroskopii EPR

jest przydatna do przewidywania stabilnosci olejow w szerokim zakresie wartosci.
WNIOSKI

1. Efektywnos¢ dzialania przeciwutleniaczy zalezata od rodzaju oleju i1 zastosowanej dawki

antyoksydanta. Najwigkszg aktywno$¢ antyoksydacyjng w oleju z nasion czarnej
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porzeczki wykazywatl palmitynian askorbylu, a w oleju Zmijowcowym ekstrakt
z rozmarynu w dawkach 600 mg-kg '. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwrodnikowa w oleju
znasion czarnej porzeczki wykazywal palmitynian askorbylu, natomiast w oleju
zmijowcowym mieszanina tokoferoli w dawkach 600 mg-kg .

. Przeprowadzone badania wskazuja, ze wlasciwosci przeciwrodnikowe oleju z nasion
czarnej porzeczki wynikaja glownie z obecnosci zwigzkoéw lipofilnych, podczas gdy
w oleju Zmijowcowym zwigzane s3 zarowno z frakcjg lipofilng, jak 1 polarng,
wyekstrahowang metanolem.

Stwierdzono istnienie bardzo wysokiej dodatniej korelacji pomigdzy czasem indukcji
procesu autooksydacji w teScie przyspieszonego utleniania Rancimat a aktywno$cig
przeciwrodnikowg przeciwutleniaczy, okreslong poprzez wzgledng site¢ zmiatania rodnika

DPPH metoda EPR.
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