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Wykaz akronimow stosowanych w pracy

TAG — triacyloglicerole

SFE — ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym (ang. supercritical fluid extraction)
oXTAG — monomery utlenionych triacylogliceroli

PC-8 — plastochromanol-8

BHT — butylohydroksytoluen

BHA — butylohydroksyanizol

TBHQ - tetrabutylohydrochinonu

SFA — nasycone kwasy ttuszczowe

MUFA — jednonienasycone kwasy ttuszczowe

PUFA — wielonienasycone kwasy ttuszczowe

TPC — zawartosc zwigzkdw polarnych (ang. total polar componds)



STRESZCZENIE

Wysoka temperatura stosowana podczas obrébki termicznej powoduje powstawanie szeregu
szkodliwych dla zdrowia substancji m.in. produktéw zawansowanego utleniania triacylogliceroli
(TAG) oraz polimerow TAG, a takze pogorszenie jakosci olejow pod wzgledem technologicznym i
organoleptycznym. Celem pracy byto zbadanie mozliwosci zastosowania wybranych lipofilowych
dodatkéw w ograniczaniu polimeryzacji oraz innych proceséw degradacji olejéw podczas obrdbki
termicznej. Jako dodatki wybrano oleje o wysokiej zawartosci jednonienasyconych kwasdéw
ttuszczowych lub/i wysokiej zawartosci substancji o dziataniu przeciwutleniajgcym.

Badania podzielono na trzy etapy. W | etapie otrzymano mieszanki zawierajgce dodatek 5 i 25%
zimnottoczonego oleju z nasion rzepaku, z nasion kolendry oraz z pestek moreli. W |l etapie
zastosowano dodatek 5 i 25% olejow z nasion tubinu i czarnuszki otrzymanych metodg ekstrakgji
CO, w stanie nadkrytycznym (SFE). W IIl etapie przygotowano mieszanki z dodatkiem 10 i 20%
zimnottoczonego oleju z czarnuszki oraz oleje wzbogacone dodatkiem 0,1 i 0,2% olejku eterycznego
z czarnuszki, ktéry otrzymano poprzez hydrodestylacje zimnottoczonego oleju z czarnuszki.
Przygotowano réwniez préby rafinowanego oleju rzepakowego bez dodatkdow (negatywna préba
kontrolna) oraz rafinowanego oleju rzepakowego z dodatkiem TBHQ (pozytywna préba kontrolna).
Wszystkie mieszanki i oleje ogrzano w cienkiej warstwie w temperaturze 170 oraz 200°C. Uzyskane
proby oceniono pod wzgledem profilu kwaséw ttuszczowych, liczby jodowej, zawartosci
tokochromanoli, zawartosci fitosteroli, zawartosci zwigzkdw polarnych oraz zawartosci utlenionych
monomerow i dimerdw triacylogliceroli.

Wszystkie mieszanki i proby kontrolne charakteryzowaty sie przewazajagcym udziatem
jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych (58,04-82,92%). Otrzymane mieszaniny rdznity sie takze
zawartoscig i sktadem tokochromanoli oraz fitosteroli. Rdznice zalezaty od zastosowanego dodatku
oleju zimnottoczonego lub pozyskanego na drodze ekstrakcji SFE. Badania wykazaty réznice miedzy
zastosowanymi dodatkami w ograniczaniu termicznej degradacji TAG. Najmniejszym wzrostem
zawartosci zwigzkdw polarnych w temperaturze 170 i 200°C charakteryzowaty sie odpowiednio
préby MOR25% (o 0,17%) i £tSFE25% (o 4,81%). Wystepowanie dimeréow stwierdzono jedynie w
préobach ogrzanych w 200°C. Najnizszg zawartos$¢ dimerdw sposréd wszystkich przebadanych préb
odznaczaty sie préby w Il etapie badan, tUB5% i £SFE25% (odpowiednio 5,03 i 2,72 mg/100g oleju).
Nalezy zauwazy¢, ze wiekszy dodatek oleju z tubinu SFE byt bardziej skuteczny w ograniczaniu
polimeryzacji TAG. Stezenie dodatkéw miato istotny wptyw na ograniczenie polimeryzacji TAG takze
w |l etapie badan. Najnizszg zawartosciag dimerow stwierdzano w prébach CZAR10%. Istotnie wyzszg
zawartosciag dimeréw charakteryzowata sie préba CZAR20%. Byto zwigzane ze znaczng zmiana
profilu kwaséw ttuszczowych spowodowang przez dodatek wiekszej ilos¢ zimnottoczonego oleju z
czarnuszki.

Oleje zimnottoczone oraz otrzymane przez ekstrakcje CO, w stanie nadkrytycznym z
zastosowaniem wspotrozpuszczalnika, a takze olejek eteryczny z czarnuszki efektywnie ograniczaty
utlenianie i polimeryzacje TAG podczas obrébki termicznej. Uzyskane dane wskazujg na mozliwosé
wykorzystania wybranych olejow zimnottoczonych jako aktywnych dodatkéw do olejéw
smazalniczych. Przygotowane probki charakteryzowaty podobng lub wyzszg stabilnoscia w
porownaniu rafinowanego oleju rzepakowego z dodatkiem syntetycznego antyoksydanta TBHQ
oraz wyzszg stabilnoscig w poréwnaniu do rafinowanego oleju rzepakowego bez dodatkow.



ABSTRACT

The high temperature used during thermal processing causes the formation of a number of
harmful to health substances, including products of triacylglycerols oxidation and polymerization,
as well as deterioration of the quality of oils in terms of technology and organoleptic characteristics.
The aim of the work was to investigate the possibility of using selected lipophilic additives in limiting
polymerization and other processes of oil degradation during thermal treatment. QOils with a high
content of monounsaturated fatty acids and/or a high content of substances with antioxidant
activity were selected as additives.

The research was divided into three stages. In the first stage, mixtures containing the addition of
5 and 25% of cold-pressed rapeseed oil, coriander seed oil and apricot kernel oil were obtained. In
the second stage, the addition of 5% and 25% of lupine and black cumin seed oils obtained by
supercritical CO, extraction (SFE) was used. In the third stage, mixtures with the addition of 10 and
20% of cold-pressed black cumin oil and oils enriched with the addition of 0.1 and 0.2% of black
cumin essential oil, which was obtained by hydrodistillation of cold-pressed black cumin oil, were
prepared. Samples of refined rapeseed oil without additives (negative control) and refined rapeseed
oil with the addition of TBHQ (positive control) were also prepared. All blends and oils were heated
in a thin layer at 170 and 200°C. The obtained samples were evaluated in terms of the fatty acid
profile, iodine value, tocochromanols content, phytosterols content, polar compounds content and
the content of oxidized triacylglycerol monomers and dimers.

All mixtures and control samples were characterized by a predominant share of
monounsaturated fatty acids (58.04-82.92%). The obtained mixtures differed in the content and
composition of tocochromanols and phytosterols. The differences depended on the addition of
cold-pressed oil or oil from SFE extraction. The investigation showed differences between the
additives applicated to limiting TAG thermal degradation. The smallest increase in the content of
polar compounds at 170 and 200°C was characteristic for MOR25% (by 0.17%) and tSFE25% (by
4.81%), respectively. Dimers were found only in samples heated at 200°C. Among all the tested
samples the lowest dimers content was found in the samples from |l stage of the research, tUB5%
and £SFE25% (respectively 5.03 and 2.72 mg/100 g of oil). It should be noted that a higher addition
of SFE lupine oil was more effective in reducing TAG polymerization. The concentration of additives
had a significant impact on the reduction of TAG polymerization also in the third stage of the
research. The lowest dimers content was found in the CZAR10% samples. A significantly higher
content of dimers was found in the CZAR20% sample. It was associated with a significant change in
the fatty acid profile caused by the addition of more cold-pressed black cumin oil.

Cold-pressed oils and oils obtained by supercritical CO, extraction with a co-solvent, as well as
black cumin essential oil effectively limited the oxidation and polymerization of TAG during thermal
processing. The obtained data indicate the possibility of using selected cold-pressed oils as active
additives to frying oils. The prepared samples were characterized by similar or higher stability
compared to refined rapeseed oil with the addition of synthetic antioxidant TBHQ and higher
stability compared to refined rapeseed oil without additives.



l. WSTEP

Smazenie jest jedng z czterech podstawowych metod obrébki termicznej zywnosci,
umozliwiajgcg otrzymanie szerokiej gamy produktdw od podsmazanych warzyw, przez potraw
maczne i jajeczne w tym nalesniki, racuchy, omlety, jajecznice, po dania miesne oraz rybne takie jak
klopsy, kotlety, filety w panierce oraz wiele innych, ktérych zréznicowanie jest bardzo duze w
réznych rejonach swiata. Uzyskane produkty zyskaty duzg popularnosé wséréd konsumentéw dzieki
unikalnemu zestawowi cech sensorycznych, takich jak ztota barwa, charakterystyczny smak i zapach
oraz chrupka tekstura. Te cechy, a takie krotki czas przygotowania potrawy, tatwosé
przeprowadzania procesu smazenia, stosunkowo niski koszt oraz powszechna dostepnosc
potrzebnego sprzetu powodujg, ze smazenie jest jedng z najczesciej stosowanych metoda obrdbki
zywnosci, wykorzystywang w gospodarstwach domowych, w gastronomi, ale takze na duzg skale w
zaktadach przemystu spozywczego. Rosngce spozycie produktéw smazonych wsrdd spoteczenstwa
budzi jednak zastrzezenia lekarzy i dietetykdw. Problemem jest nie tylko potencjalnie podwyzszona
wartosc energetyczna tego rodzaju zywnosci, ale takze wystepowanie w nie szeregu szkodliwych dla
zdrowia produktéw interakcji typu olej-olej, olej-zywnos¢ oraz zywnosé-zywnosé.

Mechanizm reakcji chemicznych zachodzacych podczas smazenia jest bardzo ztozony. Wynika to
m.in. z dynamicznego przebiegu procesu smazenia oraz wptywu wielu roznych czynnikéw takich jak
temperatura i czasu tego procesu. Kluczowy jest rowniez sktad potrawy podlegajgcej smazeniu, a
takze skfad oleju w tym szczegdlnie profil kwaséw ttuszczowych oraz wystepowanie substancji
towarzyszacych, ktére mogg zaréwno przyspieszac jak i spowalnia¢ procesy degradacyjne podczas
smazenia. Skupiajgc sie na degradacji olejéw, do tej pory zidentyfikowano ponad 500 zwigzkéw
chemicznych powstajacych podczas wysokotemperaturowej obrébki olejéw jadalnych. Powstajg
one w wyniku reakcji utleniania, hydrolizy i polimeryzacji triacylogliceroli. Zaliczamy do nich m.in.
monomery utlenionych TAG, polimery utlenionych i nieutlenionych TAG, wodoronadtlenki, zwigzki
dikarboksylowe i karbonylowe, hydroksyketony, aldehydy, alkohole lub epoksydy.

Wymienione produkty wchodzg w sktad oleju smazalniczego i razem z nim sg absorbowane przez
smazong potrawe stajac sie jej integralng czescia. Spozywanie utlenionych produktéw degradacji
olejow wzmaga miedzy innymi stres oksydacyjny w ukfadzie pokarmowym i tym samym zwieksza
ryzyko rozwoju nowotworéw i standéw zapalnych. Inne mozliwe konsekwencje nadmiernej
konsumpcji produktéw utleniania lipiddw to wystepowanie m.in. chordéb ukfadu sercowo-
naczyniowego, choréb neurodegeneracyjnych oraz cukrzycy. Wysoka zawartos$¢ polimeréow TAG w
diecie moze powodowac¢ podraznienie btony Sluzowej jelita, pogarsza¢é metabolizm
niezmodyfikowanych TAG oraz zaburzaé prace systemu immunologicznego. Ponadto wzrost
zawartosci polimerdéw triacylogliceroli i zwigzany z tym wzrost lepkosci ttuszczu przyczyniajg sie do
wydtuzenia procesu smazenia. W efekcie potrawy mogg charakteryzowaé sie dodatkowo
zwiekszong zawartoscig ttuszczu oraz produktéw jego degradacji, a ponadto mogg charakteryzowac
sie niepozgdanymi cechami sensorycznymi. Degradacja olejow wptywa takze na pogorszenie ich
wtasciwosci technologicznych i organoleptycznych.



Jednym ze sposobdéw ograniczania proceséw degradacji olejow czasie smazenia jest
wykorzystanie substancji zwiekszajgcych ich stabilno$s¢ w wysokiej temperaturze. Ze wzgledu na
mozliwy szkodliwy wptyw na zdrowie syntetycznych antyoksydantéw coraz bardziej powszechne
staje sie poszukiwanie i stosowanie dodatkdow pochodzenia naturalnego, takich jak np. ekstrakty
roslinne o wysokiej zawartosci zwigzkow fenolowych. W wielu pracach wykazano, ze dodatek
ekstraktow roslinnych bogatych w zwigzki fenolowe skutecznie ogranicza utlenianie i polimeryzacje
TAG, przy czym ochronne dziatanie tych zwigzkéw w duzym stopniu zalezy od ich struktury. Nalezy
jednak zwrdéci¢ uwage na polarnych charakter takich ekstraktéw i wynikajacg z tego ich niska
rozpuszczalno$¢ w olejach, co znaczgco ogranicza praktyczne mozliwosci ich zastosowania.
Naturalnymi lipofilowymi Zrédtami substancji przeciwutleniajgcych i antypolimeryzacyjnych, takich
jak tokochromanole, fitosterole, zwigzki fenolowe lub ich estry mogg by¢ oleje zimnottoczone oraz
oleje otrzymane przez ekstrakcje CO, w stanie nadkrytycznym (SFE), z ktérych w prosty sposéb
mozna otrzymaé mieszanki z olejami rafinowanymi tradycyjnie stosowanymi do smazenia. tagodne
warunki procesu ttoczenia na zimno, a zwtaszcza ekstrakcji SFE, umozliwiajg zmniejszenie strat
substancji czynnych naturalnie wystepujacych w olejach oraz ograniczenie powstawania produktéw
degradacji olejow, ktére mogg mie¢ niepozadany wptyw na zdrowie konsumentow, stabilnos¢
termiczng i przechowalniczg olejéw raz ich walory organoleptyczne. Ponadto mozliwosé
zastosowania wspoétrozpuszczalnika w ekstrakcji SFE pozwala na otrzymanie unikalnego sktadu
olejéw. Nalezy jednak pamietaé, ze istotny wptyw na stabilnos¢ oleju, zaréwno otrzymanego w
wyniku ttoczenia na zimno i jak w wyniku ekstrakcji SFE ma profil kwaséw ttuszczowych. W
wiekszosci przypadkdéw oleje o mniejszym stopniu nienasycenia bedg bardziej stabilne, ze wzgledu
na mniejszag podatnos¢ na utlenianie. Kolejnym wartym uwagi zrédtem lipofilowych substancji
potencjalnie przeciwutleniajgcych i antypolimeryzacyjnych sg olejki eteryczne, ktére mozina
pozyskiwaé z surowcéw roslinnych takich jak liscie, kwiaty, pfatki lub korzenie. Mozna je réwniez
otrzymywac z surowcéw oleistych w tym z nasion lub owocéw, a takze z olejéw wyttoczonych z
surowcow olejkodajnych np. nasion czarnuszki lub kminku. Dodatek olejkéw eterycznych bedacych
zrédtem zwigzkéw aktywnych nie powoduje takze zmiany profilu kwaséw ttuszczowych oleju
przeznaczonego do smazenia. Moze jednak prowadzi¢ do modyfikacji jego cech sensorycznych, co
moze by¢ przyjmowane pozytywnie jak i negatywnie przez konsumentow. Dodatkowo w przypadku
olejkéw eterycznych czynnikiem istotnym moze by¢ dobranie odpowiedniego stezenia.

Ze wzgledu na wcigz wzrastajgcg popularnosé procesu smazenia prowadzi sie obecnie szereg badan
majacych na celu rozwéj metod smazenia, zwiekszanie stabilnosci ttuszczu wykorzystanego w
procesie jak i podnoszenia wartosci odzywczej smazonych potraw. Biorgc takze pod uwage problem
zdrowotny ttuszczéw zdegradowanych poszukiwanie tatwych do zastosowania, rozpuszczalnych w
ttuszczu zwigzkéw aktywnych moze by¢ jednym z obszaréw nauki niezbednych do rozwijania.
Badania powinny dazy¢ do poglebienia wiedzy na temat mechanizmdéw dziata substancji
ochronnych.
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II. CZESC LITERATUROWA

1. Oleje roslinne

Oleje roslinne sg wykorzystywane nie tylko w celach spozywczych, ale takze w m.in. w segmencie
kosmetycznym, farmaceutycznym oraz biopaliw (Viana da Silva et al., 2021). Analizujgc dane na
podstawie dziesieciu olejéw monitorowanych przez Foreign Agricultural Service (FAS) w roku 2022
81,24% swiatowej produkcji olejow roslinnych pochodzito z oleju palmowego (77,56 milion ton),
sojowego (60,21 milion ton), rzepakowego (32,11 milion ton) oraz stonecznikowego (20,58 milion
ton) (FAS, n.d.). Rozpowszechnione sg rowniez olej kokosowy, bawetniany, arachidowy, Iniany oraz
oliwa z oliwek (FAS, n.d.; Viana da Silva et al., 2021). Ponadto coraz bardziej popularne stajg sie inne,
niekonwencjonalne oleje m.in. pestek dyni, pestek arbuza, pestek czarnej porzeczki, nasion granatu,
nasion wiesiotka, nasion ogdrecznika i wiele innych (Sabikhi & Sathish Kumar, 2012). Najwiekszym
producentem i eksporterem olejow roslinnych w roku 2022 byty odpowiednio Indonezja (51,564
milion ton) i Malezja (18435 milion ton) (FAS, n.d.). Swiatowa konsumpcja olejéw jadalnych w latach
2012-2022 wzrosta o 34,54% i osiggneta poziom 223,05 milion ton w 2022 roku, z czego 71,96%
wykorzystano w sektorze spozywczym; 27,59% w sektorze przemystowym oraz 0,45% na cele
paszowe. Kolejnos¢ olejéw o najwiekszej konsumpcji opowiada kolejnosci olejow o najwiekszej
produkcji i uktada sie w nastepujgcy sposéb - olej palmowy (75,97 milion ton) > olej sojowy (59,35
milion ton) > olej rzepakowy (31,68 milion ton) > olej stonecznikowy (18,87 milion ton).

W roku 2022 produkcja olejéw roslinnych w Unii Europejskiej stanowita 8,28% $wiatowej
produkcji i wynosita 19,404 milion ton. Natomiast konsumpcja osiggneta poziom 25,33 milion ton.
W obu obszarach dominujgcy udziat miaty olej rzepakowy (odpowiednio 10,164 i 9,725 milion ton),
olej stonecznikowy (odpowiednio 4,605 i 5,513 milion ton), olej sojowy (odpowiednio 2,784 i 2,280
milion ton) oraz oliwa z oliwek (odpowiednio 1,800 i 1,345 milion ton) (FAS, n.d.).

W Polsce na przetomie 2019/2020 tgczna produkcja olejéw roslinnych osiggneta poziom
1162 000 t (Gtéwny Urzad Statystyczny, 2013). Natomiast przecietne miesieczne spozycie ttuszczéow
roslinnych na 1 osobe w gospodarstwach domowych w roku 2020 osiggneto poziom 0,69 kg i spadto
0 26,60% wzgledem roku 2010. W latach 2021 i 2022 roku wyprodukowano odpowiednio 1,32 1,35
min ton surowego oleju rzepakowego (PSPO, 2023). Z kolei produkcja rafinowanego oleju
rzepakowego w roku 2021 osiggneta poziom 525 tys. ton i w kolejnym roku wzrosta o 22 tys. ton.
Na cele paliwowe w roku 2021 w Polsce zuzyto 879 tys. ton oleju rzepakowego i byt to wzrost 0 5
proc. w stosunku do 2020 roku.

1.1. Sktad chemiczny olejéw roslinnych

Sktad chemiczny olejéw roslinnych jest stosunkowo zréznicowany i zmienia sie w zaleznosci od
wielu czynnikdw. Do najwazniejszych nalezy gatunek oraz odmiana surowca, z ktdérego olej jest
pozyskiwany, jego dojrzatosé, a takze warunki pogodowe oraz agrotechniczne wystepujgce podczas
uprawy. Duze znaczenia majq takze jakos¢ surowca, metoda wytwarzania oleju oraz sposéb dalszego
postepowania z olejem w tym metody oczyszczania. Dodatkowo nalezy wymieni¢ takze sposéb
pakowania oleju oraz warunki jego przechowywania.
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Frakcja zmydlajaca sie stanowi 98-99% objetosci oleju i tworzg jg lipidy ulegajgce zmydleniu, czyli
hydrolizie w pod wptywem zasady (Sudrez et al., 2021). Jej gtdwnymi sktadnikami sg triacyloglicerole
(TAG), w niewielkich ilosciach wystepujg réwniez inne lipidy, takich jak fosfolipidy, glikolipidy,
sfingolipidy oraz woski. Frakcje niezmydlajgca sie stanowig m.in. fitosterole, tokochromanole,
karotenoidy i zwigzki fenolowe.

1.1.1. Triacyloglicerole

Triacyloglicerole (TAG) pod wzgledem budowy chemicznej sg estrami glicerolu i wyzszych
kwaséw ttuszczowych (Suarez et al., 2021). Kwasy ttuszczowe tworzace triacyglicerole réznig sie
dtugoscia tancucha, potozeniem oraz liczbg wigzan podwdjnych (Rys. 1). W zaleznosci od liczby
wigzan podwdjnych kwasy ttuszczowe nazywamy nasyconymi (brak wigzania podwdjnego, ang.
saturated fatty acids SFA), jednonienasyconymi (jedno wigzanie podwéjne, ang. monounsaturated
fatty acids MUFA) lub wielonienasyconymi (od dwéch do szesciu wigzan podwdjnych, ang.
polyunsaturated fatty acids PUFA). tancuch kwasu ttuszczowego w miejscu wigzania podwadjnego
jest bardziej podatny na odtgczenie atomu wodoru i zainicjowanie reakcji rodnikowej, dlatego wraz
ze wzrostem stopnia nienasycenia olejow spada ich stabilnos¢ oksydacyjna (Kamal-Eldin, 2006).
Nienasycone kwasy ttuszczowe klasyfikujemy takze w zaleznosci od potozenia pierwszego wigzania
podwdjnego liczac od metylowego kornica tancucha wodoroweglowego, i pod tym wzgledem
wiekszos¢ kwasow ttuszczowy wystepujgcych w olejach jadalnych nalezy do rodziny w-3, w-6 oraz
w-9, ale wystepuja takze kwasy o strukturze w-7 i w-12. Gtéwne kwasy ttuszczowe wystepujgce w
olejach to kwas oleinowy (18:1, rodzina w-9, np. w oleju rzepakowym, lub w oliwie z oliwek) i
linolowy (18:2, rodzina w-6, np. w oleju z nasion czarnuszki lub w oleju stonecznikowym). W
mniejszych ilosciach i/lub rzadziej jako dominujacy kwas wystepujg kwas linolenowy (18:3, rodzina
w-3 np. w oleju Inianym lub oleju z nasion Inianki siewnej), a takze stearynowy (18:0 np. w oleju
sezamowym), palmitynowy (16:0 np. w oleju migzszu owocu palmy oleistej), mirystynowy (C14:0
np. w oleju kokosowym) oraz laurynowy (C12:0 np. w oleju kokosowym lub w oleju ziaren palmy
oleistej). Do rzadziej spotykanych kwasdéw ttuszczowych nalezy m.in. kwas y-linolenowy (18:3,
rodzina w-6, np. w oleju z nasion ogdrecznika lub wiesiotka) (Hayes, 2021; Sudrez et al., 2021).
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Rys. 1. Ogdlna budowa strukturalna triacygliceroli oraz wybranych kwasdw ttuszczowych (Hayes, 2021; Silva
et al., 2021)
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1.1.2. Sterole

Sterole nalezg do grupy steroidéw, w ktorych rdzed stanowi szkielet weglowy
cyklopentanofenantrenu (inaczej sterenu) sktadajgcy sie z czterech skondensowanych pierscieni -
jednego piecioweglowego i trzech szescioweglowych (A, B, C, D) (Rys. 2). Ten tetracykliczny uktad
podstawiony jest dwoma grupami metylowymi w pozycji C18 i C19 oraz weglowodorowym
tanicuchem bocznym o 8-10 atomach wegla przytagczonym w pozycji C17. Wystepowanie
podstawnikéw w pozycji C4 odréznia 4,4-dimetylosterole z dwoma grupami metylowymi (alkohole
triterpenowe), 4-monometylostreole z jedng grupg metylowg i 4-desmetylosterole, ktore nie
posiadajg podstawnika w tej pozycji (Zhu & Nystrom, 2019). Ze wzgledu na potozenie wigzania
podwdjnego w pierscieniu B pomiedzy C5 i C6 lub pomiedzy C7 i C8 wyrdzniamy odpowiednio A>-
sterole lub A’-sterole. Pochodne steroli nieposiadajgce wigzania podwdjnego w pierscieniu B
nazywamy stanolami (Rudzinska, 2015). Niektdrzy badacze klasyfikuja je jako podgrupe nasyconych
steroli, natomiast nienasycone sterole okreslajg jako stenole (Blekas & Boskou, 2016; Zhu &
Nystréom, 2019). Sterole rdznig sie takze budowg tancucha bocznego, ktéry przy weglu C24 moze
mieé przytgczona grupe metylowg, etylowg (o konfiguracji a lub B) lub etylodienowa, a takze mie¢
wigzania podwdjne o rdznej lokalizacji (np. pomiedzy C22 a C23 lub pomiedzy C24 a C28). Grupa
etylowa jest najbardziej rozpowszechnionym podstawnikiem (>70% steroli) i zwykle ma konfiguracje
a, natomiast grupa metylowa (<30% steroli) wystepuje zaréwno w konfiguracji a jak i B (Moreau et
al., 2018; Zhu & Nystrom, 2019). W przyrodzie sterole wystepujg w postaci wolnej (wolna grupa OH
w pozycji C3) lub w formie zwigzanej jako glikozydy, acylowane glikozydy oraz estry z kwasami
ttuszczowymi lub kwasami hydroksycynamonowymi (gtéwnie kwasem felurowym) (Moreau et al.,
2002). Glikozydy sterolowe, z polarnymi grupami hydroksylowymi w czesci glikozydowej i
niepolarnymi fragmentami w skondensowanym uktfadzie pierscieni oraz hydrofobowym taricuchem
bocznym wykazujg silne powinowactwo zaréwno do wody, jak i do ttuszczéw. Dzieki temu majg one
zdolnos$¢ zmniejszania napiecia powierzchniowego w mieszaninach wodno-olejowych. Z kolei
estryfikacja fitosteroli kwasami ttuszczowymi, wydtuzenie taricucha bocznego i wystepowanie w nim
wigzania podwdjnego zwieksza hydrofobowos¢ (Feng et al., 2022; Hu et al., 2022; Nystrom et al.,
2012). Sterole mozemy sklasyfikowa¢ takze ze wzgledu na pochodzenie jako fitosterole (sterole
roslinne), zoosterole (sterole wytwarzane gtéwnie przez zwierzeta) oraz mykosterole (sterole
produkowane przez grzyby). Na podstawie analizy komputerowej obliczono, ze istnieje 1778
mozliwych kombinacji struktury steroli, jednak dotychczasowe badania prowadzone nad sktadem
steroli wytwarzanych przez organizmy prokariotyczne i eukariotyczne potwierdzity wystepowanie
co najmniej 250 steroli (Blekas & Boskou, 2016; Nes, 2011).
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Rys. 2. Struktura chemiczna najpopularniejszych fitosteroli olejow roslinnych, IUPAC - International Union of
Pure and Applied Chemistry (Moreau et al., 2002, 2018)

Biosynteza fitosteroli inicjowana jest przez koenzym A (acetyl-CoA). Nastepnie z kwasu
mewalonowego (MVA) powstaje difosforan izopentenylu (IPP), ktéry ulega izomeryzacji do
difosforanu dimetyloallilu (DMAPP) oraz uczestniczy w reakcji elongacji z wytworzeniem difosforanu
geranylu (GPP). W wyniku kondensacji trzech czgsteczek IPP i GPP powstaje skwalen, ktéry okreslany
jest jako prekursor steroli oraz alkoholi tritepenowych, poniewaz jego cyklizacja prowadzi do
powstania cycloartenolu (u roslin) lub lanosterolu (u zwierzat), ktére nastepnie przeksztatcane sg do
steroli i alkoholi tritepenowych (Lemus et al., 2014).

Sktad fitosteroli w produktach spozywczych jest stosunkowo zréznicowany, ale trzy z nich maja
dominujacy udziat B-sitosterol (50—-65%), kampesterol (10-40%) i stigmasterol 0—-35% (Shahzad et
al.,, 2017). Niektére sterole sg typowe dla wybranej grupy roslin np. brassikasterol wystepuje
gtéwnie w tkankach roslin kapustnych (Brassicaceae). W niektorych surowcach cecha
charakterystyczng moze by¢ pozycja wigzania podwodjnego w pierscieniu B. Najbardziej
rozpowszechnione sg A’-sterole, jednak u niektérych rodzin np. dyniowatych (Cucurbitaceae) i
szarfatowatych (Amaranthaceae) dominujg A’-sterole. Stanole wystepuja gféwnie w olejach
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roslinnych, jednak ich udziat nie przekracza 10% catkowitej zawartosci fitosteroli w tych produktach.
4-monometylostreole oraz 4,4-dimetylosterole zwykle wystepujg w niewielkim stezeniu. Sg one
produktami posrednimi w biosyntezie 4-desmetylosteroli, ktére przewazajg w skfadzie fitosteroli
(Moreau et al., 2002, 2018; Rudziriska, 2015).

Znaczne ilosci fitosteroli wystepujg w surowcach oleistych oraz w olejach roslinnych, w ktérych
sg gtéwnym skfadnikiem frakcji niezmydlajgcej sie. Inne surowce roslinne bedace zrédtem fitosteroli
to ziarna zbdz, produkty zbozowe, orzechy, rosliny stragczkowe a takze warzywa i owoce. Unikalnym
sktadem i zawartoscig sktadnikéw bioaktywnych odznacza sie olej z otrgb ryzu zawierajacy, w
zaleznosci od czynnikdéw genetycznych oraz srodowiskowych 0,9-2,9% y-oryzanolu. Jest to ztozona
mieszanina estrow kwasu felurowego oraz niekiedy takze w mniejszym stezeniu kwasu kawowego
z fitosterolami gtéwnie cykloartenolem, 24-metylenocykloartenolem, pB-sitosterolem i
kampesterolem (Lerma-Garcia et al., 2009). y-oryzanol wykazuje szereg korzystnych dla zdrowia
oddziatywan, ktére w znacznej mierze przypisuje sie silnym wtasciwoscig przeciwutleniajgcym
(Lemus et al., 2014; Minatel et al., 2016). Bogatym zrddtem fitosteroli jest rowniez olej z kietkdw
pszenicy (1,700-2,600 mg/100 g), olej z kietkdw kukurydzy (1,070 mg/100 g), surowy olej
kukurydziany (780-1390 mg/100 g), surowy olej rzepakowy (680-880 mg/100 g) oraz surowy olej
sojowy (300—440 mg/100 g) (Bai et al., 2020).

Przeprowadzono (R. Yang et al.,, 2019) analize sktadu i zawartosci fitosteroli w 13 olejach
jadalnych (olej arachidowy, sojowy, rzepakowy, sezamowy, kukurydziany, stonecznikowy, Iniany, z
otrgb ryzu, orzecha wioskiego, nasion winogron, piwonii, kamelii, oliwa z oliwek). Catkowita
zwartosc fitosteroli wynosita od 142,64 mg/100 g (olej z nasion kamelii) do 1891,82 mg/100 g (olej
z otrgb ryzu). Wérdd 10 zidentyfikowanych fitosteroli najwiekszy udziat miat R-sitosterol (50,09-
735,17 mg/100 g), a w dalszej kolejnosci kampesterol, stigmasterol i A>-awenasterol. taczny udziat
R-sitosterolu i kampesterolu wynosit ponad 50% catkowitej zawartosci fitosteroli we wszystkich
badanych olejach. Wyjgtkiem byt olej z nasion kamelii, w ktéorym zawartos¢ R-sitosterolu i
kampesterolu stanowifa tgcznie 46,69% catkowitej zawartosci fitosteroli, a cycloartanol miat udziat
(20,41%) wiekszy niz w innych olejach. Najwyzsza zawartoscig fitostanoli (kampestanolu,
cykloartanolu i 24-metyleno-cykloartanolu) odznaczat sie olej z otrgb ryzu, olej kukurydziany oraz
olej z nasion piwonii.

Gtownym sterolem pochodzenia zwierzecego jest cholesterol (Moreau et al., 2002), ktéry w
organizmie cztowieka ma wiele funkgji. Jako sktadnik bton komérkowych ma wptyw na ich ptynnos¢
i przepuszczalnosé, ponadto jest rowniez prekursorem hormondw steroidowych (Rozner & Garti,
2006). W niewielkim stezeniu wystepuje takze w tkankach roslin (Blekas & Boskou, 2016). Jego
udziat w catkowitej zawartosci steroli pochodzenia roslinnego zazwyczaj nie przekracza 1-2%
(Moreau et al., 2002).

Fitosterole petnig w roslinach podobne funkcje jak cholesterol w organizmach ludzi (Gylling &
Simonen, 2015). Wchodzg w sktad bton komodrkowych i wptywajg na ich wtasciwosci
fizykochemiczne. Ponadto kampesterol jest prekursorem biosyntezy brasinosteroidéw, ktére
regulujg wiele czynnosci fizjologicznych zwigzanych z rozwojem i obrong roslin, m.in. wptywajg na
reakcje obronng w warunkach zaréwno stresu biotycznego jak i abiotycznego (Miras-Moreno et al.,
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2016). Biologiczna funkcja hydroksycynamonowych estrow steroli w roslinach jest wcigz nieznana,
jednak przypuszcza sie, ze poprzez ich antyoksydacyjne wtasciwosci mogg one rdwniez uczestniczyé
w reakcji obronnej rosliny w warunkach stresu spowodowanego m.in. przez patogenne
mikroorganizmy lub podwyzszong temperature. Rola glikozyddéw i acylowanych glikozyddw steroli
przez dtugi czas pozostawata niejasna, ale najnowsze badania wskazujg, ze sg one sktadnikami bton
komérkowych, ktére moga petni¢ funkcje czgsteczek transportujgcych prekursory lipidéw w
Scianach komodrkowych (Moreau et al., 2018).

Fitosterole majg bardzo zblizong budowe do cholesterolu i réznig sie od niego uktadem
podstawnikéw w faricuchu bocznym oraz stopniem jego nienasycenia (Moreau et al., 2018). Na
przyktad sitosterol ma w pozycji C-24 przytagczong grupe etylenowgq, kampesterol grupe metylows,
natomiast cholesterol nie ma w tym miejscu zadnego podstawnika (Poli et al., 2021). Dzieki
podobienstwu struktury fitosteroli i cholesterolu, fitosterole konkurujg z cholesterolem o wtaczanie
do misceli tworzonych w jelicie cienkim, a nastepnie w membrany enterocytéw. Ze wzgledu na
wiekszg mase czasteczkowa i wynikajgcg z tego wyzszg hydrofobowos¢ wykazujg wieksze
powinowactwo do misceli w pordwnaniu do cholesterolu. W konsekwencji cholesterol jest
wypierany z miceli, a jego absorpcja spada wraz ze wzrostem spozycia fitosteroli. Ponadto fitosterole
mogg rowniez ogranicza¢ wchtanianie cholesterolu poprzez bezposrednig kokrystalizacje z samym
cholesterolem w sSwietle jelita i ufatwianie jego eliminacji z katem. Ograniczenie wchtaniania
cholesterolu przez fitosterole waha sie od okoto 5% przy spozyciu 300-400 mg/dzien do 35-40% przy
spozyciu od 1500 do 2000 mg/dziennie. Dzienna dawka fitosteroli 300-400 mg, 1500-2000 mg i 3000
mg powoduje obnizenie stezenie cholesterolu w osoczu o odpowiednio 2-3, 9 i 12-12,5%. Przy
wiekszych dawkach obserwuje sie tendencje do stagnacji w dziataniu terapeutycznym. Jednak
nalezy zaznaczy¢, ze naturalna zawartosc fitosteroli i fitostanoli w produktach spozywczych jest zbyt
mata, aby ich spozycie mogto przyczyni¢ do poprawy profilu lipidowego krwi. W zwigzku z tym w
celu otrzymania produktow spozywczych oraz suplementéw diety, ktére mogtoby w sposdb
niefarmakologicznych wspomdc zapobieganie oraz leczenie chordb uktadu sercowo-naczyniowego
do niektérych z nich dodaje sie fitosterole i fitostanole (Assmann & Seedorf, 2011; Gylling &
Simonen, 2015; Segura et al., 2006). Liczne badania wskazujg, ze fitosterole i fitostanole majg takze
inne witasciwosci prozdrowotne m.in. dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwutleniajgce oraz
przeciwzapalne (Bradford & Awad, 2007; Miras-Moreno et al., 2016; Shahzad et al., 2017; Uddin et
al., 2018).

1.1.3. Tokochromanole

Tokochromanole sg grupga rozpuszczalnych w ttuszczach, pochodnych tokolu (Siger et al., 2021).
Sktadajg sie z hydrofilowego, chromanolowego (podstawionego grupg OH w pozycji 6) uktadu dwdch
sprzezonych pierscieni - benzenowego i tetrahydropiranowego oraz hydrofobowego, prenylowego
(powstatego w wyniku kondensacji podjednostek izoprenoidowych) taricucha bocznego (Rys. 3)
(Craft, 2015; DellaPenna & Meéne-Saffrané, 2011; Szymanska et al., 2019). W zaleznosci od liczby i
pozycji grup metylowych w pierscieniu benzenowym, opisujemy je literami alfabetu greckiego
zaczynajgc od homologu a z trzema grupami metylowymi, nastepnie B i y z dwoma grupami
metylowymi oraz & z jedng grupg metylowg (Siger et al., 2021). Tochochromanole réznig sie miedzy

17



sobg takze stopniem nienasycenia fancucha i pod tym wzgledem wyrdziniamy najbardziej
rozpowszechnione w przyrodzie tokoferole o nasyconym fancuchu bocznym, rzadko wystepujace
tokomonoenole i tokodienole odpowiednio z jednym i dwoma wigzaniami nienasyconymi oraz
znajdowane w nasionach niektérych gatunkéw roslin gtdwnie jednolisciennych tokotrienole z
trzema wigzaniami nienasyconymi w tancuchu bocznym. Kolejnym wyrdznikiem jest dtugosc
tancucha bocznego, ktory zwykle sktada sie z 16 atomdéw wegla, jednak moze byé on dtuzszy np.
plastochromanol-8 posiada 40-weglowy tancuch boczny o 8 wigzaniach nienasyconych. Do
tokochromanoli zaliczamy takie szereg innych niedawno poznanych zwigzkéw takich jak
zlokalizowane w oleju z otrgb ryzu desmetylo-tokotrienol oraz didesmetylo-tokotrienol, ktére réznig
sie od innych tokotrienoli brakiem grupy metylowej w uktadzie chromanolowym (Qureshi et al.,
2000; Szewczyk et al., 2021).

HO
ij chroman-6-ol
o]
HO
HO
CH, CHy CH,
CH, HaC
o]
CH, tokol plastochromanol-8
pierscien fancuch wodoroweglowy
chromanolowy
r A N/ A N\
R, tokoferole R R
/ tokotrienole ! 2
o] CH3 CH3
tokoferole
R CH H
Y H CH3
CHj
2 CHs . 0 H H
CHj tokotrienole

Rys. 3. Struktura chemiczna tokochromanoli (DellaPenna & Mene-Saffrané, 2011; Siger et al., 2021; Trela &
Szymanska, 2019)

Tochromanole sg wytwarzane wytgcznie przez organizmy fotosyntetyzujgce takie jak rosliny,
sinice lub algi (Siger et al., 2021). Zawartos¢ i sktad tokochromanoli zmienia sie w zaleznosci od
gatunku oraz badanego organu rosliny, a takze stadium dojrzatosci i warunkéw srodowiskowych
(Szymarniska et al., 2019). Zawarto$¢ tokochromanoli w zielonych czesciach roélin (DellaPenna &
Meéne-Saffrané, 2011) jest zwykle niewielka (10-50 g/g $wiezej masy lisci) z przewagga a-tokoferolu.
Z kolei w nasionach i olejach z nich pozyskanych poziom tokochromanoli jest znacznie wyzszy (300-
2000 g/g oleju), przy czym y-tokoferol jest czesto dominujgcym homologiem (Goyal et al., 2014;
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Trela & Szymanska, 2019; Wojdyto et al., 2022), ale znane sg oleje z znacznym (Rokosik et al., 2019;
Trela & Szymanska, 2019) lub przewazajgcym (Gérnas et al., 2022; Pieszka et al., 2015; Trela &
Szymanska, 2019) udziatem innych homologdw. B- i 6-tokoferole zwykle wystepujg w nasionach w
niewielkich ilosciach. Natomiast PC-8 jest wykrywany zaréwno w lisciach jak i w nasionach wielu
gatunkéw roslin, m.in. w nasionach rzepaku (Szymanska et al., 2019).

Poréwnano (Trela & Szymanska, 2019) zawartos¢ tokoferoli, tokotrienoli, poszczegdlnych
homologdw oraz PC-8 w 37 olejach jadalnych. Catkowita zawartosc¢ tokoferoli i tokotrienoli wynosita
odpowiednio od 1,50 (kolendra) do 247,0 mg/100 g oleju (granat) oraz od 0,10 (len) do 75,5 mg/100
g oleju (kolendra). Kolejnymi olejami o wysokiej zawartosci tokoferoli okazaty sie olej z nasion malin
(195,6 mg/100 g oleju) i Plukenetia volubils (160,7 mg/100 g oleju), natomiast wysoka zawartosc¢
tokotrienoli stwierdzono rdwniez w olejach z nasion czarnuszki, kietkdw pszenicy, oraz pestek dyni.
W dwéch olejach, z nasion kolendry i czarnuszki, catkowita zawartos¢ tokotrienoli przewyzszata
zawartos¢ tokoferoli. W siedmiu olejach nie wykryto tokotrienoli. W wiekszosci olejow (25 préb)
dominujgcym homologiem tokoferoli byt y-tokoferol, z najwyzszg zawartosciag w oleju z nasion
granatu na poziomie 238,2 mg/100 g oleju, co stanowito 96,4% catkowitej zawartosci tokoferoli w
tym oleju. Przewazajgcy udziat a-tokoferolu stwierdzono w 12 olejach, ale w 3 olejach (sezam,
ogorecznik i szatwia hiszpanska) nie wykryto jego obecnosci. Wsrdd tokotrienoli rowniez przewazat
homolog vy, z wyjatkiem olejéw z nasion sezamu, miodli indyjskiej, moringi olejodajnej, oraz
orzechdw makademia i pestek dyni, ktdre zawieraty gtéwnie a-tokotrienol. W innym badaniu
(Pieszka et al., 2015) oznaczono zawartos$¢ i sktad tokochromanoli w olejach z pestek truskawek,
malin, czarnej porzeczki i jabtek. Catkowita zawarto$¢ tokochromanoli wynosita od 58,48 mg/100 g
dla oleju z pestek truskawek do 301,92 mg/100 g dla oleju z pestek malin. Podobnie jak we wczesniej
omawiane] pracy we wszystkich olejach dominujgcym tokochromanolem byt y-tokoferol (49,02-
93,58 mg/100 g), natomiast gtéwnym tokotrienolem byt y-tokotienol (0,85-4,18 mg/100 g).

Zasadniczg rolg tokochromanoli w organizmach zaréwno roslin jak i zwierzat jest dziatanie
antyoksydacyjne poprzez eliminowanie wolnych rodnikdw oraz reaktywnych form tlenu (Craft,
2015; Szymanska et al., 2019). Dzieki amfipatycznej budowie chronig one lipidy zawarte w btonach
komoérkowych przed peroksydacjg i w konsekwencji u ludzi dziatajg prewencyjne wzgledem choréb
sercowo-naczyniowych. Ponadto ograniczajg uszkodzenia struktury DNA komodrek organizmu i
zmniejszajg prawdopodobienstwo rozwoju nowotwordw. Oprécz tego regulujg przepuszczalnos$é
bton komdrkowych, uczestniczg w szlaku sygnatowym komorki i wptywaja na ekspresje gendw.

Powszechnie przyjmuje sie (Niki & Traber, 2012; Szewczyk et al., 2021), ze witamina E jest grupg
o$miu tokochromanoli — a-, B-, y-, 6-tokoferolu oraz a-, B-, y-, 6-tokotrienolu pomimo, ze organizm
cztowieka preferuje a-tokoferol, ktéry jako jedyny jest wykrywany w wysokim stezeniu w plazmie i
w tkankach. Pozostate homologi sg degradowane i wydalane. Aktywnos¢ biologiczna wyrazona jako
ekiwalent a-tokoferolu (a-TE, mg) wynosi dla poszczegdlnych homologdéw tokoferoli a-T - 1,00; a-
T3 -0,50; B-T - 0,50; y-T — 0,10; B-T3 - 0,05; 6-T — 0,03 (Craft, 2015). Niektdérzy badacze (Azzi, 2018)
sugerujg, ze okreslenie witamina E powinno by¢ stosowane jedynie wzgledem a-tokoferolu,
poniewaz tylko ten homolog okazat sie skuteczny w prewencji i zapobieganiu choréb zwigzanych z
deficytem witaminy E. Jednoczesnie przypuszcza sie, ze inne tokochromanole réwniez majg
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znaczenie dla organizmu (Szewczyk et al., 2021). Na przyktad y-tokoferol w przeciwienistwie do a-
tokoferolu moze wychwytywaé reaktywne formy azotu, ktérych wytwarzanie jest nasilone w stanie
zapalnym (Szymanska et al.,, 2019). Ponadto niektore badania dowodzg, ze tokotrienole mogg
wspomagaé zwalczanie otytosci (Szewczyk et al.,, 2021) oraz majg wiekszg aktywnosc
przeciwnowotworowg niz tokoferole (Szymanska et al., 2019). Doktadne wyjasnienie wptywu
tokochromanoli na organizm ludzki wymaga dalszych szeroko zakrojonych badan.

1.1.4. Zwiazki fenolowe

Zwigzki fenolowe skfadajg sie z jednego lub wiecej pierscieni aromatycznych i zawierajg co
najmniej jedng grupe hydroksylowga. Zwigzki fenolowe zawierajace co najmniej dwa pierScienie
aromatyczne okreslamy jako polifenole (Cheynier, 2012). Mogg mieé prostg strukture lub wysoko
spolimeryzowang. Wiekszos¢ naturalnych zwigzkéw fenolowych wystepuje w formie glikozydéw,
estrow lub w innych potaczeniach (Vuolo et al., 2018). Ze wzgledu na zréznicowana budowe i wciaz
rosngcy liczbe nowopoznanych zwigzkéw fenolowych, w wielu pracach mozna znalez¢ rézne ich
sposoby klasyfikacji. Jeden z nich zaprezentowano na Rys. 4. Dotychczas zidentyfikowano okoto
8000 roslinnych zwigzkdéw fenolowych, wsréd ktdrych najbardziej rozpowszechnione sg flawonoidy
stanowigce okofto 60% zwigzkéw fenolowych obecnych w produktach spozywczych. Flawonoidy
sktadaja sie z dwdch pierscieni benzenowych (A i B) potgczonych przez jeden pierscien piranu (C). Z
kolei kwasy fenolowe stanowig okoto 30% zwigzkdéw fenolowych i sktadajg sie z jednego pierscienia
benzenowego podstawionego co najmniej jedng grupg hydroksylowg oraz co najmniej jedng grupg
karboksylowa. Ze wzgledu na obecnos¢ pierscieni fenolowych w swojej strukturze zwigzki fenolowe
wykazujg silne wiasciwosci antyoksydacyjne zalezne od liczby oraz uktadu podstawnikéw
hydroksylowych, ktére sg rézne dla poszczegdlnych klas i zwigzkéw (Cheetangdee, 2019; de la Rosa
et al.,, 2018; Silenzi et al., 2020). Zdolno$¢ do redukowania poziomu wolnych rodnikéw oraz
reaktywnych form tlenu w organizmie cztowieka jest silnie powigzana z wptywem zwigzkdow
fenolowych na ograniczenie rozwoju wielu probleméw zdrowotnych, w tym choréb sercowo-
naczyniowych, neurodegeneracyjnych i nowotworowych. Inne prozdrowotne witasciwosci zwigzkow
fenolowych obejmujg dziatanie przeciwzapalne, przeciwalergiczne i przeciwmutagenne, a takze
polegajgce na regulowaniu pracy uktadu immunologicznego poprzez wptyw na proliferacje i
aktywnos¢ biatych krwinek, a takze produkcje cytokin (Gorzynik-Debicka et al., 2018). Niektore
zwigzki fenolowe wptywaja takze na walory sensoryczne produktéow spozywczych, takie jak smak
gorzki lub cierpki, a takze kolor.

20



(ot )

kumaryny ZWIAZKI
FENOLOWE

lignany oH
oH Oy

kwasy fenolowe

kwasy hydroksybenzoesowe
o
Ry \
OH
HO

Ry

kwasy hydroksycynamonowe

R
OH !
HO

R2

\_p

OH

Rys. 4. Struktura klas zwigzkéw fenolowych (Ali Redha, 2021; Santos-Zea et al., 2019)

Jako duza grupa bioaktywnych sktadnikdw zwigzki fenolowe petnig w roslinach réznorodne
funkcje biologiczne istotne dla wzrostu oraz reprodukcji. Oprdcz aktywnosci przeciwutleniajace;j i
ochrony przed promieniowaniem UV nalezg do nich rowniez zwalczanie pasozytow, odstraszanie
szkodnikdw i pasozytéw, a takze wabienie owaddw zapylajgcych. Petnig rowniez role wewnetrznych
regulatorow i przekaznikéw chemicznych (lgnat et al., 2011; M. Murkovic, 2016).

Biosynteza zwigzkéw fenolowych jest oparta na szklaku kwasu szikimowego. Pierscien A
powstaje z trzech jednostek malonyl CoA, natomiast pierScien B i chroman z fenyloalaniny.
Biosynteza fenylopropanoidéw prowadzi do powstania p-kumaroilo-CoA, ktéry jest pierwszym
kluczowym produktem posrednim w dalszej syntezie wyzszych polifenoli (naringina, flawonole,
antocyjany i flawanole) (M. Murkovic, 2016).
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Zwigzki fenolowe s3 jedng z najbardziej rozpowszechnionych grup fitosktadnikéw. W réznym
stezeniu mozna je znalezé w surowcach takich jak owoce, warzywa, herbata, ziota, przyprawy,
nasiona oleiste czy produkty uboczne z rolnictwa i przemystu (Alu’datt et al., 2017; Ignat et al., 2011,
Vuolo et al., 2018). Szczegdlnie bogatym zrédtem zwigzkéw fenolowych jest oliwa z oliwek, ktéra
wedtug réznych zrddet i w zaleznosci od czynnikéw takich jak odmiana, gatunek, czas zbioru, stopien
dojrzatos$ci, warunki agrotechniczne, region uprawy i wiele innych (D. Boskou, 2015; Serreli &
Deiana, 2018) moze zawiera¢ od 50 do 801 mg GAE/kg (El Qarnifa et al., 2019; Yorulmaz & Konuskan,
2017). Gtéwne klasy zwigzkow fenolowych w oliwie z oliwek to lignany takie jak acetoksypinorezinol
i pinorezinol oraz sekoirydoidy, do ktérych nalezg charakterystyczne dla oliwy z oliwek oleaceina i
oleuropeina. Inne grupy zwigzkéw fenolowych wystepujgce w oliwie z oliwek to kwasy fenolowe
(kwas galusowy, kwas protokatechowy, kwas p-hydroksybenzoesowy, kwas wanilinowy, kwas
kawowy, kwas syryngowy, kwas p- i o-kumarowy, kwas ferulowy, i kwas cynamonowy), flawonoidy
(najbardziej skoncentrowane sg luteolina i apigenina) oraz fenyloetanoidy (w tym typowy dla oliwy
z oliwek oleocanthal). Ich stezenie poczatkowo jest niskie, ale podczas przechowywania oleju
wzrasta na skutek hydrolizy sekoirydoidéw (Serreli & Deiana, 2018). Oliwa z oliwek odznacza sie
unikalnym sktadem zwigzkéw fenolowych, ktére zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo wykazujg
silne  witasciwosci  przeciwutleniajgce, a takze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwnowotworowe i przeciwzapalne (Morales & Lucas, 2010; Serreli & Deiana, 2018). Zwigzki
fenolowe wystepujg takze w innych olejach, szczegdlnie uzyskanych na drodze ttoczenia na zimno
(Al Juhaimi et al., 2018).

1.1.5. Karotenoidy

Karotenidy to grupa tetraterpenoidowych, rozpuszczalnych w ttuszczach pigmentéw zwykle
sktadajacych sie z os$miu jednostek izoprenowych, tworzgcych wielonienasycony tancuch
zawierajgcy zwykle 40 atomow wegla, z uktadem sprzezonych wigzan podwdjnych (Da Silveira
Vasconcelos et al., 2020; Maoka, 2020; Ribeiro et al.,, 2018). Okoto 40 form karotenoidéw,
produkowanych przez niektére gatunki archontéw i nazywanych wyzszymi karotenoidami zawiera
do 50 atomdéw wegla w tancuchu. Z kolei karotenoidy o tancuchu sktadajgcym sie z mniej niz 40
atoméw wegla okreslane sg apokarotenoidami. S3 one wytwarzane sg przez pewne gatunki roslin,
wystepujg takze u niektdrych zwierzat jako produkty degradacji karotenoidéw 40-weglowych
(Maoka, 2020). Izoprenowy tancuch jest zakoriczony obustronnie (karotenoidy bicykliczne) lub
jednostronnie (karotenoidy monocykliczne) weglowodorowym pierscieniem badZz ugrupowaniem
acyklicznym (karotenoidy alifatyczne) (Gramza-Michatowska et al., 2021). Karotenoidy mozemy
podzieli¢ na podstawie struktury chemicznej na karoteny i ksantofile (Rys. 5). Karoteny to
weglowodorowe zwigzki niezawierajgce w swojej strukturze tlenu. Dotychczas zidentyfikowano
okoto 50 karotendw wystepujgcych w naturze, do ktdrych zaliczmy m.in. a-karoten, B-karoten, y-
karoten oraz likopen. Natomiast ksantofile posiadajg tlenowe grupy funkcyjne takie jak grupe
hydroksylowg, karbonylowg, aldehydowa, epoksydowa, karoboksylowg lub furanotlenkowa.
Niektére ksantofile wystepujg w formie estréw z kwasami ttuszczowym, glikozyddw, siarczkéw lub
biatkowych komplekséw. Zrdznicowana budowa i mozliwe liczne modyfikacje sprawiaja, ze
ksantofile sg znacznie bardziej obszerng grupa karotenoiddw niz karoteny — do roku 2018 poznano
okoto 800 form ksantofili takich jak luteina, zeaksantyna, B-kryptoksantyna, astaksantyna,
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fukoksantyna lub perydynina (Maoka, 2020). Nalezy rowniez dodac¢, ze ze wzgledu na wystepowania
tlenu w czgsteczce ksanotofile odznaczajg sie wiekszg polarnoscig niz karoteny (Da Silveira
Vasconcelos et al., 2020).
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Rys. 5. Struktura chemiczna wybranych karotenoidéw (Siger et al., 2021; Z. Sun et al., 1996)

Karotenoidy sg najwiekszg grupg wtérnych metabolitéw (Da Silveira Vasconcelos et al., 2020),
syntetyzowanych przez rosliny i niektére mikroorganizmy (Neri-Numa et al., 2020). Ich obecnos¢
stwierdzono w lisciach, owocach, warzywach, kwiatach, korzeniach oraz nasionach. U roslin
wyzszych wystepujg w plastydach, zwtaszcza w chloroplastach, tkankach fotosyntetyzujacych oraz
chromoplastach owocéw i kwiatow (Da Silveira Vasconcelos et al., 2020; Langi et al., 2018). Surowy
olej palmowy nalezy do najbogatszych zrddet karotenoidéw (500-700 mg/kg), w innych olejach
roslinnych zawarto$¢ karotenoidéw zwykle nie przekracza 100mg/kg oleju (Bozdogan Konuskan,
2020). Wedtug danych prezentowanych w pracy przegladowej (Aksoylu Ozbek & Giing Ergéniil,
2020) zawarto$¢ karotenoidow w zimnottoczonym oleju z pestek dyni wynosita 6,9-22,8mg/100g, a
gtownymi karotenoidami byty luteina (ponad 8,8mg/100g) i y-karoten (5,8mg/100g), w mniejszych
ilosciach wystepowaty B-karoten (0,5-0,6mg/100g), a-karoten (1,7mg/100g), zeaksantyna (2,6—
2,9mg/100g), kryptoksantyna (0,4—0,5mg/100g) i 9-cis-y- karoten (1,8mg/100g).

Najbardziej istotng cechg struktury karotenoidéw jest rozlegta delokalizacja wigzania m w
uktadzie sprzezonych wigzan podwaéjnych. Dzieki temu karotenoidy posiadajgce co najmniej siedem
sprzezonych wigzan podwdjnych majg zdolnosé pochtaniania switata widzialnego (Ribeiro et al.,
2018; Zia-ul-haqg, 2021). Dtugos¢ uktadu chromoforowego okresla spektrum absorpcji swiatta
widzialnego przez czasteczke i decyduje o barwie surowcédw, ktéra zmienia sie od zéttej, przez
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pomaranczowsy, do czerwonej (Fraser & Bramley, 2004; Ribeiro et al., 2018). Ponadto im dtuzszy
tancuch sprzezonych wigzan podwdjnych tym wieksza aktywnos¢ przeciwutleniajaca, ktéra w duzej
mierze polega na zdolnosci do wygaszenia tlenu singletowego, ale wynika takie z innych
mechanizmdw przeciwutleniajgcych (Sandmann, 2021). Niektdre pierwotne karotenoidy, takie jak
luteina, uczestniczg w procesie fotosyntezy przenoszac pochtonietg energie na czasteczki chlorofilu.
Inne, wtdrne karotenoidy, w tym astaksantyna i kantaksantyna chronig komérki przed nadmiernym
promieniowaniem podczas fotosyntezy (Langi et al., 2018). Inng funkcjg karotenoidéw jest
stabilizowanie bton komdrkowych, dzieki obecnosci lipofilowego faricucha oraz polarnych grup
funkcyjnych (Sandmann, 2021)

Ludzie i zwierzeta nie posiadajg zdolnosci syntetyzowania karotenoidéw (Neri-Numa et al.,
2020), dlatego muszg przyjmowac je razem z pozywieniem lub suplementowac. Podstawowa
funkcjg karotenoidéw w organizmie oprécz redukowania wolnych rodnikéw i ograniczania
peroksydacji lipidéw dzieki wtasciwosciom przeciwutleniajgcym jest rola prekursora witaminy A.
Nalezy dodaé, ze aktywnosc¢ prowitaminy A wykazujg jedynie karotenoidy zawierajace pierscieniowe
ugrupowanie B-jononu. Zaliczamy do nich a-karoten, B-karoten, B-kryptoksantyne oraz y-karoten
(Maoka, 2020). Z kolei luteina i zeaksantyna sg istotnymi sktadnikami plamki zéttej oka i wykazano,
ze dzieki zdolnosci pochtaniania swiatta niebieskiego ich wysoki poziom w krwi zapobiega chorobom
narzadu wzroku m.in. zwyrodnieniu plamki zéttej zwigzanym z wiekiem oraz katarakcie
(Eggersdorfer & Wyss, 2018; L. H. Li et al., 2020). Karotenoidy wykazujg takze inne wtasciwosci
prozdrowotne, w tym zmniejszajg ryzyko wystgpienia nowotwordw (np. likopen), osteoporozy,
choréb uktadu sercowo-naczyniowego poprzez ograniczanie powstawania i utleniania lipoproteiny
o niskiej gestosci, a takze korzystnie wptywajg na dziatanie funkcji poznawczych oraz uktadu
immunologicznego (Bhatt & Patel, 2020; Eggersdorfer & Wyss, 2018; Manochkumar et al., 2021;
Rowles & Erdman, 2020).

Biosynteza wiekszosci karotenoiddw rozpoczyna sie od jednostki izoprenowej, z ktérej
wytwarzany jest pirofosforan izopentenylu (IPP) i jego izomer allilowy pirofosforan dimetyloallilu
(DMAPP). Trzy czasteczki IPP sg kolejno dodawane do DMAPP przez enzym transferazy prenylowe;j,
z wytworzeniem pirofosforanu geranylogeranylu (GGPP, C20). Nastepnie w wyniku kondensacji
dwoch czgsteczek GGPP powstaje pierwszy bezbarwny karotenoid 15-cis-fitoen (C40). Substancje te
sg wytwarzane w organizmach fotosyntetyzujagcych dwoma niezaleznymi drogami: szlakiem
mewalonianu (MVA) i szlakiem 4-fosforanu metyloerytrytolu (MEP) (Da Silveira Vasconcelos et al.,
2020; Fernandes et al., 2018).

1.1.6. Fosfolipidy

Fosfolipidy to amfifiliowe estry glicerolu potgczonego z dwoma kwasami ttuszczowymi oraz
jednym kwasem fosforowym, ktéry jednoczesnie zostat zestryfikowany polarng grupg pochodzaca
od alkoholu lub aminokwasu (N. Sun et al., 2018). Uktad reszt kwasowych zestryfikowanych z
grupami hydroksylowymi glicerolu ksztattuje sie nastepujgco — w pozycji pierwszej reszta kwasu
ttuszczowego, zwykle o nasyconym tafdcuchu; w pozycji drugiej reszta kwasu ttuszczowego o
tancuchu nienasyconym; natomiast w pozycji trzeciej reszta kwasu fosforowego. Polarng grupg
przytaczong do kwasu fosforowego w fosfolipidach moze byé m.in. cholina w fosfatydylocholinie,
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seryna w fosfatydyloserynie, etanoloamina w fosfatydyloetanoloaminie, lub inozytol w
fosfatydyloinozytolu. Fosfolipidy réznig sie réwniez dtugoscig taricucha weglowodorowego w
kwasach ttuszczowych. Fosfolipidy powszechnie wystepujg w nasionach wielu roslin oleistych m.in.
soi, stonecznika, rzepaku, Inu oraz olejach z nich otrzymanych, a takze w zéttku jaj oraz mleku
(Drescher & van Hoogevest, 2020). Zawartos¢ fosfolipidow w olejach jest bardzo zréznicowana i
moze wynosi¢ od 1,3 g/kg oleju (czarna porzeczka) (Zlatanov, 1999) do 49 g/kg oleju (kasztan
jadalny) (Zlatanov et al.,, 2013). W wiekszosci olejéow dominujagcym fosfolipidem jest
fosfatydylocholina. W znacznych ilosciach wystepujg réwniez fosfatydyloetanoloamina i kwasy
fosfatydowe. W oleju z nasion aronii przewazajgcy udziat ma fosfatydyloinozytol. Fosfolipidy
usuwane sg z olejéw w procesie rafinacji.

Budowa fosfolipidéw ma kluczowe znaczenie dla ich aktywnosci biologicznej oraz ich wptywu na
zdrowie cztowieka. Badania na ludziach oraz badania przedkliniczne wykazaty pozytywny wptyw diet
wzbogaconych w fosfolipidy na funkcjonowanie proceséw poznawczych zaréwno u oséb zdrowych
jak objawiajgcych pogorszenie w dziataniu funkcji kognitywnych (Schverer et al., 2020). Istniejg dane
wskazujgce (N. Sun et al., 2018), ze suplementacja fosfolipidami, a szczegdlnie fosfatydylocholing i
fosfatydyloetanoloaming moze korzystnie wptywaé na dziatanie pamieci i opdzniaé jej pogorszenie
zwigzane z podesztym wiekiem. Wykazano, ze fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna zawierajgce w
czasteczce taficuchy kwasu dokozaheksaenowego przywracaty réwnowage lipidowg w moézgu myszy
karmionych dietg wysokottuszczowa (Y. C. Zhao et al., 2020). Ponadto fosfolipidy (N. Sun et al,,
2018), gtéwnie fosfatydylocholina i lizofosfatydylocholina, sg waznymi sktadnikami $luzu jelitowego
i majg istotng role w dziataniu uktadu odpornosciowego. Stwierdzono, ze suplementacja
fosfolipidami ma znaczny wptyw na reakcje przeciwzapalng organizmu oraz ma dziatanie
immunomodulacyjne.

Fosfolipidy sg gtdwnymi sktadnikami wszystkich bton komdrkowych, zaréwno u ludzi jak i u roslin
(Cowan, 2006; N. Sun et al., 2018). Stanowig bariere przed wnikaniem zewnetrznych czynnikéw do
wnetrza komérki (Vance et al., 2008). Budowa kwasow ttuszczowych przytgczonych do fosfolipidow
wptywa na wtasciwosci fizykochemiczne, ptynnosé i przepuszczalnosé tych struktur (Ruelland et al.,
2015). Ponadto u roslin fosfolipidy regulujg wzrost i rozwéj organizmu oraz jego odpowiedz na
czynniki stresowe (Xue et al., 2009). Majg istotne znaczenie w szlaku sygnatowym, bedac
prekursorami wtdrnych przekaznikéw, takich jak diacyloglicerole (DG) i inozytol-1,4,5-P 3 (Vance et
al., 2008). Inne fosfolipidy mogg dziata¢ jako mediatory brasinosteroidéw w roslinach. Na przyktad
lizofosfatydyloetanoloamina uczestniczy w kontroli wzrosty korzeni za posrednictwem
brassinosteroidéw u rzodkiewnika pospolitego (Ruelland et al., 2015; yoon Jeong et al., 2012).

Gtéwny szlak biosyntezy fosfolipidow, podobnie jak innych acylowych lipidéw wystepujgcych w
roslinach obejmuje acylacje 3-fosforanu glicerolu w pozycji pierwszej i drugiej (Guschina et al.,
2014).
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1.1.7. Terpeny, terpenoidy i sktadniki olejkéw eterycznych

Olejki eteryczne to ztozone mieszaniny lotnych substancji o wiasciwosciach hydrofobowych
(Masyita et al., 2022). Mogg by¢ ekstrahowane z réznych czesci roslin, takich jak kora, pgki, kwiaty,
owoce, liscie, skorki, korzenie, gatgzki czy nasiona. Mozna je réwniez pozyskiwa¢ z olejow
otrzymanych z nasion. Sktadniki olejkdw eterycznych pod wzgledem struktury mozna podzieli¢ na
cztery grupy: terpeny, terpenoidy, fenylopropanoidy i inne skfadniki. Podstawowg jednostka
budulcowa terpendw jest 5-weglowa jednostka izoprenu. Terpeny klasyfikujemy w zaleznosci od
stopnia polimeryzacji (liczby tworzacych je jednostek izoprenowych) i na tej podstawie wyrdzniamy
hemiterpeny, (5 atoméw wegla), monoterpeny (10 atoméw wegla), seskwiterpeny (15 atoméw
wegla), diterpeny (20 atomdéw wegla), triterpeny (30 atomoéw wegla) i tetraterpeny (40 atomoéw
wegla). Monoterpeny sg gtéwnymi sktadnikami olejkdéw eterycznych (90%). W mniejszych iloscigch
wystepujg seskwiterpeny, oraz hemiterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny i ich tlenowe
pochodne. Terpenoidy sg pochodnymi terpenéw zawierajgcymi tlenowe grupy funkcyjne takie jak
grupa hydroksylowa, nadtlenkowa, karbonylowa lub karboksylowa. Fenylopropanoidy sktadajg sie z
aromatycznego pierscienia potgczonego z propanowym tancuchem, ktéry czesto posiada wigzanie
podwadjne. Terpeny i terpenoidy sg syntetyzowane na drodze szlaku kwasu malonowego, natomiast
fenylopropanoidy powstajg przez szklak szikimowy. Inne sktadniki wystepujace w olejkach
eterycznych to pochodne aminokwaséw takich jak alanina, izoleucyna, leucyna, walina oraz
metionina. Inne rzadko spotykane sktadniki to poliketydy, jasmonidy takie jak kwas jasmonowy,
jasmonian metylu, cis-jasmon.

Monoterpeny i ich pochodne s3 grupg ponad 30000 wtérnych metabolitéw, ktdre w roslinach
mogg miec¢ funkcje allelopatyczne, wabigce owady zapylajagce, lub odstraszajgce szkodniki
(GralRmann, 2005). Olejki eteryczne wykazujg szeroki zakres aktywnosci biologicznej w tym dziatanie
przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne, przeciwutleniajace,
przeciwalergiczne oraz regulujace uktad immunologiczny (Masyita et al., 2022).

Poréwnano (Hamed et al., 2017; Kiralan et al., 2021) skfad olejkéw eterycznych otrzymanych
przez hydrodestylacje olejdw z nasion czarnuszki siewnej wyttoczonych z zastosowaniem prasy
hydraulicznej oraz slimakowej. W obu prébach zidentyfikowano 16 zwigzkéw, wiekszos¢ z nich byta
terpenami. Gtéwnym sktadnikami byty tymochinon (odpowiednio 56,29 i 68,13%) oraz p-cymene
(odpowiednio 26,20 i 20,11%). Oleje wyttoczono z wydajnoscig 20,5% (w prasie hydraulicznej) i
21,1% (w prasie slimakowej). Natomiast wydajnos¢ olejkéw eterycznych wynosita 1,78% (oleju
wyttoczonego za pomocg prasy hydraulicznej) i 2,6% (oleju wyttoczonego za pomoca prasy
Slimakowej). W innej pracy (lvanova-Petropulos et al., 2015) zbadano sktad zwigzkéw lotnych w
olejach z nasiona stonecznika, Inu, rzepak, sezamu oraz pestki dyni. W sumie oznaczono 97
zwigzkdw, z czego 41 stanowito terpeny i wiekszos¢ z nich wykryto w olejach z nasion stonecznika
oraz pestek dyni. Zidentyfikowano takze kwasy, alkohole, aldehydy, alkany, alkeny, estry, furany,
pirazyny oraz zwigzki siarki.
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2. Metody otrzymywania olejéow
2.1. Ttoczenie

Jedng z pierwszych metod otrzymywania olejéw byto ttoczenie. Proces ten polega na wyciskaniu
oleju z rozdrobnionego surowca pod wptywem cisnienia wytworzonego w prasie slimakowej lub
hydraulicznej. Wykorzystujac prasy hudrauliczne surowiec musi zosta¢ w pierwszej kolejnosci
rozdrobniony, a nastepnie poddany procesowi ttoczenia. Wykorzystujgc prasy slimakowe proces
rozdrabniania moze zosta¢ pominiety. Wynika to z sposobu pracy prasy $limakowej, gdzie surowiec
jest rozdrabniany bezposrednio w urzgdzeniu. Ttoczenie oleju moze odbywac sie dwiema metodami
— ttoczenie na zimno (w temperaturze do 49°C) lub ttoczenie na gorgco (w temperaturze od 90 do
100°C). Ttoczenie na gorgco umozliwia uzyskanie wiekszej wydajnosci w poréwnaniu do ttoczenia
na zimno, ale jednoczesnie negatywnie wptywa na jakos$¢ otrzymanego oleju, poniewaz wysoka
temperatura ttoczenia powoduje degradacje oleju (powstanie wolnych kwaséow ttuszczowych,
produktow utleniania TAG) oraz wydobycie wiekszej ilosci niepozgdanych substancji zawartych w
nasionach takich jak metale ciezkie lub wielkopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Z kolei
ttoczenie na zimno ma mniejszg wydajnos¢ (Yilmaz & Glineser, 2017), ale umozliwia zmniejszenie
strat substancji bioaktywnych, ktére naturalnie wystepujg w nasionach i przechodzg do oleju
podczas ttoczenia (Bozdogan Konuskan, 2020). W ten sposdb jest mozliwe otrzymanie produktu o
unikalnych walorach sensorycznych oraz o zwiekszonej wartosci dodanej. Do zalet tej metody nalezg
rowniez stosunkowo niski koszt aparatury oraz niestosowanie rozpuszczalnikéw chemicznych, co
jest dobrze przyjmowane przez konsumentow i zmniejsza ucigzliwos¢ procesu produkcyjnego dla
srodowiska. Jednak nalezy pamieta¢, ze jakos$¢ oleju otrzymanego tg metodg jest zmienna i zalezy w
duzej mierze od czynnikdw zewnetrznych niezwigzanych z samych procesem tfoczenia m.in. jakosci
nasion (Nde & Anuanwen, 2020). Produktami procesu ttoczenia zaréwno metoda ttoczenia na zimno
jak i na goraco sg olej oraz wyttok (nazywany réwniez makuchem).

W przypadku ttoczenia na zimno otrzymany olej jest nazywany olejem zimnottoczonym. Olej
pozyskany metodg ttoczenia na goraco, ze wzgledu na zawartos¢ zanieczyszczen nie jest zdatny do
spozycia i nalezy poddaé go oczyszczaniu (rafinacji). Proces ten sktada sie z czterech etapéw —
odsluzowania, odkwaszania, bielenia i odwaniania. Olej otrzymany po rafinacji jest nazywany olejem
rafinowanym.

2.2. Ekstrakcja chemiczna rozpuszczalnikiem organicznym

Ekstrakcje chemiczng rozpuszczalnikiem organicznym mozna zastosowaé w produkcji oleju
rafinowanego w celu zwiekszenia wydobycia oleju z makuchéw. Jako rozpuszczalnik obecnie zwykle
stosuje sie n-heksan ze wzgledu na jego liczne zalety takie jak tatwos¢ oddzielenia od oleju, niskie
ciepto parowania (330 kl/kg), waski zakres temperatur wrzenia (63—-69°C) oraz niepolarny charakter
(Rani et al., 2021). Otrzymang mieszanine oleju i rozpuszczalnika (miscela) podaje sie destylacji w
celu usuniecia rozpuszczalnika. Uzyskany olej jest okreslany olejem ekstrakcyjnym, natomiast
pozostato$é po procesie ekstrakcji to Sruta ekstrakcyjna. Olej ekstrakcyjny oraz olej z ttoczenia na
gorgco taczy sie otrzymujac olej surowy, ktéry jest mocno zanieczyszczony (ekstrakcja chemiczna
dodatkowo zwieksza wydobycie niepozgdanych substancji) i wymaga rafinacji, aby madgt byc
wykorzystywany w celach spozywczych.
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2.3. Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym

Alternatywng metodga produkcji olejow jest ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym (ang.
supercritical fluid extraction, SFE), jest to szczegdlny rodzaj ekstrakcji rozpuszczalnikowej, w ktorej
ptyn w stanie nadkrytycznym petni role rozpuszczalnika. Substancja chemiczna znajduje sie w stanie
nadkrytycznym, gdy jej temperatura i cisnienie przekroczg wtasciwe dla danej substancji wartosci
(punkt krytyczny). W takich warunkach ciecz i gaz nie wystepujg jako odrebne fazy, a wtasciwosci
substancji w stanie nadkrytycznym sg posrednie pomiedzy gazem i cieczg - jej lepkosci jest zblizona
do gazdéw, a gestos¢ podobna do cieczy. Dzieki temu ptyn nadkrytyczny moze przenikac statg
matryce jak gaz i jednoczesnie rozpuszczad jej sktadniki jak ciecz (Ahangari et al., 2021; Janiszewska
& Witrowa-Rajchert, 2005; Réj, 2000). W rezultacie transfer masy w SFE zachodzi duzo szybciej, a
czas procesu ulega znacznemu skrécenie w poréwnaniu do klasycznej ekstrakcji chemicznej (nawet
z kilku godzin lub dni do kilkudziesieciu minut). Przewagg SFE jest takze wysoka selektywnos¢
wzgledem ekstrahowanych sktadnikow oraz czystosé¢ koncowego produktu, ktérg uzyskuje sie
sterujgc parametrami procesu i w efekcie odpowiednio modyfikujac site solwatacji. Do zalet nalezy
rowniez mozliwos¢ prowadzenia procesu z dobrg efektywnoscia w stosunkowo niskich
temperaturach, co znacznie ogranicza straty termolabilnych sktadnikéw. Ponadto SFE nie stosuje
ucigzliwych dla srodowiska rozpuszczalnikdw lub ich wielokrotnie mniejsze objetos$ci w poréwnaniu
do klasycznej ekstrakcji chemicznej (Sahena et al., 2009). SFE umozliwia otrzymanie olejéw o bardzo
dobrej jakosci, jednak jest to metoda duzo bardziej kosztowna w poréwnaniu do dwdch pozostatych,
dlatego dotychczas nie znalazta zastosowania na szerszg skale. Jako rozpuszczalnik najczesciej
stosowany jest CO,, ze wzgledu na cechy takie jak nietoksycznos¢, niepalnosé, niski koszt, tatwosc
usuniecia po procesie ekstrakcji oraz neutralny wptyw na ekstrahowane substancje.
Skompresowany CO; ma charakter niepolarny, dlatego olej ekstrahowany w ten sposdb bedzie miat
niskg zawartos¢ polarnych sktadnikow frakcji nieglicerynowej np. zwigzkdéw fenolowych. Jednak jest
mozliwe zmodyfikowane selektywnosci procesu w kierunku wzbogacenia oleju w pozgdane polarne
substancje poprzez dodatek wspétrozpuszczalnika np. etanolu (Ahangari et al., 2021).

2.4. Poréwnanie metod otrzymywania olejow

Poréwnano (Koubaa et al., 2017) oleje z nasion opuncji czerwonej pozyskane przez ekstrakcje
heksanem oraz ekstrakcje SFE-CO,. Stwierdzono, ze ilo$¢ zwigzkdw fenolowych w oleju otrzymanym
z zastosowaniem SFE-CO; jest ponad dwukrotnie wyzsza (172,2 ug GAE/g oleju) niz w oleju
ekstrahowanym heksanem (76,1 pg GAE/g oleju). Jednoczesnie aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
mierzona metodg DPPH byta zblizona w obu olejach.

Oceniono (Gao et al., 2018) sktad olejow z orzecha wtoskiego otrzymanych jedng z pieciu metod,
poprzez ttoczenie na zimno, ttoczenie orzechéw prazonych, ekstrakcje heksanem, ekstrakcje
nadkrytyczng butanem oraz SFE-CO,. Wykazano, ze badane oleje nie rdznity sie istotnie sktadem
frakcji lipidowej, zawartoscig fitosteroli oraz skwalenu. Natomiast najwyzszg zawartoscig zwigzkéw
fenolowych oraz najwyzszg aktywnoscig przeciwutleniajgcg mierzong metodami DPPH, FRAP i ABTS
odznaczat sie olej ttoczony z orzechow prazonych (odpowiednio 84,49 mg/kg; 574,73; 111,80;
498,53 umol TE/kg). Z kolei najwyzszg zawartos$¢ tokoferoli odnotowano w oleju pozyskanym
metodg SFE-CO; (474,19 mg/kg).
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W innych badaniach (Ixtaina et al., 2011; Lopes & Bernardo-Gil, 2005) stwierdzono, ze olej
otrzymany przez klasyczng ekstrakcje rozpuszczalnikowa charakteryzowat sie wyzszg lub
porownywalng zawartoscig tokoferoli, fitosteroli oraz zwigzkéw fenolowych w poréwnaniu do oleju
uzyskanego metodg SFE-CO.

Odmienne wyniki uzyskano w kolejnej pracy (Belayneh et al., 2017), w ktdrej poréwnano
zawartos¢ substancji bioaktywnych w olejach z Inianki siewnej otrzymanych w wyniku ekstrakcji
heksanem, tfoczenia na zimno, SFE-CO, bez wspdtrozpuszczalnika oraz z etanolem jako
wspotrozpuszczalnikiem.  Ekstrakcje  nadkrytyczng  wykonano w  réinych  warunkach
temperaturowych (50 i 70°C), cisnienia (35 i 45 MPa), oraz przy réznym stezeniu etanolu (0-10%
w/w). Olej pozyskany metodg SFE-CO, w temperaturze 50°C i przy ci$nieniu 35 MPa bez udziatu
etanolu zawierat najwiecej tokoferoli i fitosteroli (odpowiednio 800 mg/kg i 7000 mg/kg). Natomiast
dodatek juz matej ilosci etanolu w procesie ekstrakcji nadkrytycznej zwiekszat zawartos¢ zwigzkéw
fenolowych, oprécz wariantu przeprowadzonego w warunkach 50°C i 35 MPa.

Zbadano (Cuco et al., 2019) wptyw temperatury i cisnienia w procesie SFE-CO, na sktad olejow
otrzymanych z pestek dyni oraz z mieszanki pestek i skérek dyni. Wyniki odniesiono do danych dla
olejow pozyskanych w wyniku klasycznej ekstrakcji heksanem i wspomaganej ultradzwiekami. Oleje
otrzymane metodg SFE-CO, charakteryzowaty sie wyzszg zawartoscig zwigzkédw fenolowych,
tokoferoliifitosteroli, przy czym wiecej substancji bioaktywnych zawierat olej otrzymany z mieszanki
pestek i skérek dyni.

W kolejnej pracy (Mohammed et al.,, 2016) poréwnano jakos¢ olejow otrzymanych przez
ttoczenie na zimno oraz SFE-CO; nasion czarnuszki. Olej uzyskany metodg SFE-CO, zwierat wiecej
tymochinonu i zwigzkéw fenolowych (odpowiednio 6,37 mg/ml i 160,51 mg/100m| GAE) oraz
odznaczat sie wyzszg aktywnoscig przeciwutleniajgcg mierzong metoda FRAP i jednoczesnie niszg
aktywnoscig przeciwutleniajgcg wyrazong jako DPPH ICso (odpowiednio 1,58 mg/ml i 538,67
mmol/100 mL).

3. Proces smazenia

Smazenie polega na ogrzewaniu produktu spozywczego w gorgcym ttuszczu. Podczas tego
procesu dochodzi do wymiany ciepta, a takze wymiany masy (Rys. 6), poniewaz sktadniki potrawy
przenikajg do oleju, z kolei olej penetruje potrawe nadajac jej charakterystyczny smak i zapach.
Szybkos$¢ wymiany ciepta zalezy od rdéznicy temperatur miedzy olejem a produktem spozywczym i
jest opisywana przez wspétczynnik przenikania ciepta (Wm2 K?). W pierwszym etapie, gdy produkt
jest zanurzony w gorgcym oleju o temperaturze od 160 do 190°C, a ciepfo jest przekazywane
konwekcyjnie poprzez graniczng warstwe oleju temperatura produktu wzrasta do 100°C w ciggu
zaledwie paru sekund. Szybko$¢ wymiany ciepta zalezy rowniez od lepkosci oleju — jest ona tym
wieksza im nizsza jest lepkosci oleju, poniewaz olej o niskiej lepkosci tworzy cieriszg warstwe
graniczng. Kolejnym etapem jest wrzenie, podczas ktérego woda rownomiernie rozproszona w
produkcie odparowuje z jego powierzchni, jednoczesnie wzrasta wspodfczynnik przenikania ciepta.
Usuniecie wody oraz ulatniajace sie pecherzyki pary wodnej, ktore drazg mikrokanaliki umozliwiajg
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powstanie chrupkiej skorki. W nastepnym etapie woda jest stopniowo usuwana z gtebszych warstw
produktu, co utatwiajg powstate wczesniej mikrokanaliki. Wspodtczynnik przenikania ciepta
zmniejsza sie i pomimo, ze parowanie zachodzi mniej intensywnie niz wczesniej to jednak ciesninie
pary wciaz jest dos¢ wysokie, aby zapobiec chtonieciu ttuszczu przez potrawe. Ciepto wewnatrz
produktu, od jego powierzchni do srodka jest przekazywane na drodze przewodzenia. Im wyzsza
temperatura i bardziej gwattowne odparowanie wody tym struktura produktu staje sie bardziej
porowata i chrupka. Po wyjeciu produktu z ttuszczu nastepuje jego ochtodzenie, a ttuszcz
zaadsorbowany na powierzchni ttuszczy wnika w porowatg strukture produktu powstata po
odparowaniu wody (Fellows, 2017; Korczak & Kmiecik, 2016).

przeptyw ciepta przeptyw masy
zewnetrzna
warstwa produktu
srodek produktu T
- woda
konwekcja pairs wotkia
) Przewodzenie | olej

Rys. 6. Schemat wymiany ciepta i masy w produkcie podczas procesu smazenia (Al Faruq et al., 2022)

Istnieje kilka metod smazenia rdznigcych sie iloscig ttuszczu smazalniczego, rodzajem
stosowanego naczynia, sposobem ogrzewania lub rodzajem potrawy. RAzni autorzy przedstawiajg
rozne sposoby ich klasyfikacji. Rozrdznia sie dwie zasadnicze metody smazenia. Pierwsza, to
smazenie w cienkiej warstwie (ang. shallow frying), w ktérym ciepto jest przekazywane poprzez
cienka warstwe oleju (1-10 mm). Proces jest najczesciej prowadzony na patelni (ang. pan frying).
Drugim popularnym sposobem smazenia jest smazenie gtebokie (ang. deep-frying), w ktorym
produkt jest catkowicie zanurzony w gorgcym ttuszczu (Fellows, 2017). Inni autorzy prezentujg nieco
bardziej szczegdtowy podziat (Korczak & Kmiecik, 2016):

e smazenie kontaktowe, bez ttuszczu, bezposrednio na nagrzanej do temperatury 150-300°C
powierzchni naczynia lub urzadzenia, pokrytej powtoka zapobiegajacg przywieraniu. W ten
sposéb mogg by¢ przygotowywane m.in. potrawy z ciasta lanego taki jak nalesniki lub gofry;

e smazenie w cienkiej warstwie ttuszczu, gdzie ttuszcz stanowi 5-10% masy smazonej potrawy
i jego gtdwna rolg jest zapobieganie przywieraniu potrawy do nagrzanej powierzchni oraz
miejscowemu jej przegrzewaniu. Temperatura procesu wynosi 170-220°C, a mechanizmem
przekazywania ciepta od goracej powierzchni do powierzchni potrawy jest przewodnictwo.
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Tym sposobem otrzymuje sie m.in. procjowane potrawy miesne, potrawy z ciasta lanego
oraz wstepnie podsmazane warzywa;

smazenie w $redniej warstwie ttuszczu, w temperaturze 160-190°C, gdzie ttuszcz stanowi
10-30% masy smazonej potrawy, a jego rolg jest nie tylko zapobieganie przywieraniu
potrawy do nagrzanej powierzchni oraz miejscowemu jej przegrzewaniu, ale takie w
pewnym stopniu, tworzenie srodowiska przekazujace ciepto do produktu. W ten sposéb
smazy sie procjowane potrwy z miesa mielonego, a takze ryby i warzywa;

smazenie gtebokie nazywane réwniez smazeniem zanurzeniowym, lub we fryturze, w
ktorym stosunek masy ttuszczu do masy produktu miesci sie w granicach od 4:1 do 10:1.
Ttuszcz petni role medium przekazujgcego konwekcyjnie ciepto od goracej powierzchni do
powierzchni potrawy. Temperatura procesu wynosi 130-180°C. W ten sposdb przygotowuje
sie m.in. frytki, chipsy, paczki.

Szczegblng, wywodzacg sie z krajéw dalekowschodnich technikg smazenia jest stir-frying,

podczas ktdrego stosuje sie patelnie typu wok. W tej metodzie potrzebne jest nieco mniej oleju niz

podczas tradycyjnego smazenia na patelni, temperatura oleju jest wyzsza (230°C), a czas smazenia
krotszy (Y. Cui et al., 2017; Devi et al., 2021).

Opracowano wiele innowacyjnych metod smazenia potraw. Ich stosowanie ma celu gtéwnie

poprawe jakosci otrzymanych potraw, w tym ograniczenie niepozgdanych przemian typowych dla

procesu smazenia. Do najbardziej popularnych, alternatywnych metod nalezg (Al Faruq et al., 2022):

smazenie mikrofalowe (ang. microwave frying) — transfer ciepta odbywa sie z
zastosowaniem promieniowania mikrofalowego, dzieki jednemu z dwéch zjawisk —
polaryzacji orientacyjnej lub przewodnictwu jonowu. Miedzynarodowy Zwigzek
Telekomunikacyjny (ang. International Telecommunications Union) zaleca, aby zakres
promieniowania mikrofalowego w warunkach domowych wynosit 2,45 GHz, natomiast w
warunkach przemystowych 915 MHz lub 2,45 GHz;

smazenie prézniowe (ang. vacuum frying) — proces jest prowadzony w szczelnie zamknietym
uktadzie, przy niskim cisnieniu (6,65kPa). Umozliwia to obnizenie temperatury smazenia
(90-120°C). Z kolei niska temperatura i zminimalizowanie ekspozycji na tlen przyczyniaja sie
do zredukowania niepozadanych przemian w oleju i potrawie podczas smazenia;

smazenie w gorgcym powietrzu (ang. air frying) — to alternatywna metoda, w ktérej zamiast
zanurzac potrawe w gorgcym oleju, jest ona pokrywana cienkg warstwa oleju i umieszczana
w strumieniu gorgcego powietrza o wysokiej predkosci przeptywu. Uzyskane produkty
zawierajg 45-50% mniej oleju, ale jednoczesnie ich cechy organoleptyczne czesto znaczgco
réznig sie od produktéw otrzymanych tradycyjng metodg;

smazenie z zastosowaniem promieniowania podczerwonego (ang. radiant frying) — w tej
metodzie ciepto jest przekazywane od zrédta podczerwieni do produktu, dzieki emisji
promieniowania o czestotliwosci w zakresie od 0,78 do 1000 pum. Trudnos$é stanowi
utrzymanie ciggtosci w przekazywaniu ciepta. Rozwigzaniem tego problemu moze byc
technika smazenia z zastosowaniem kontrolowanej dynamicznej emisji promieniowania
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podczerwonego. Stwierdzono, ze pozwala to uzyskaé produkty o mniejszej zawartosci oleju
oraz o poréwnywalnej ogdlne ocenie sensorycznej;

smazenie préziniowe wspomagane ultradzwiekami (ang. ultrasound-assisted frying) — to
hybrydowa technologia umozliwiajgca poprawe jakosci produktéw, dzieki obnizeniu
temperatury i skréceniu czasu smazenia. Uzyskane potrawy zawierajg mniej ttuszczu i sg
lepiej oceniane pod wzgledem tekstury i koloru. Ponadto jest to rozwigzanie bardziej
efektywne energetycznie w poréwnaniu do konwencjonalnych metod;

metody kombinowane takie jak smazenie mikrofalowo-prézniowe (ang. microwave vacuum
frying), smazenie mikrofalowo-prdézniowe wspomagane ultradZzwiekami (ang. ultrasound
combined with microwave vacuum frying).

4. Przemiany chemiczne podczas procesu smazenia

Wymiana masy pomiedzy sktadnikami potrawy i oleju w wysokiej temperaturze i w obecnosci

tlenu prowadzi to szeregu ztozonych interakcji pomiedzy sktadnikami medium smazalniczego a

ttuszczem wystepujagcym w smazonym produkcie oraz pozostatymi, niettuszczowymi sktadnikami

(Sdnchez-Muniz et al., 2007). Te interakcje znacznie komplikujg mechanizm przemian oraz generuja

szereg roznorodnych produktéw. Mogg one miec zaréwno pozytywny jak i negatywny wptyw na

jakos$¢ potrawy pod wzgledem zdrowotnym oraz organoleptycznym, co zostanie szerzej omdéwione

w kolejnych rozdziatach. Reakcje zachodzgce podczas procesu smazenia mozemy podzielié¢ na trzy
grupy (Zeb, 2019a):

interakcje typu olej-olej — reakcje chemiczne pomiedzy skfadnikami oleju, zostang
szczegdtowo omdwione w rozdziale 4.1 Przemiany degradacyjne olejow roslinnych podczas
smazenia;

interakcje typu zywnos¢-zywnos¢ — reakcje chemiczne pomiedzy sktadnikami potrawy,
zachodzgce pod wptywem wysokiej temperatury. Ich produktami sg m.in. 5-
hydroksymetylo-2-furfural (HMF), heterocykliczne aminy aromatyczne (HAA) i
wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), a takze produkty reakcji
nieenzymatycznego brunatnienia zachodzace pomiedzy biatkami i cukrami redukujgcymi
(tzw. reakcje Mailarda);

interakcje typu zywnosc-olej — reakcje chemiczne pomiedzy sktadnikami potrawy i
sktadnikami oleju, ich produkty mozna podzieli¢ dalej na dwie podgrupy. Do pierwszej
podgrupy nalezg zwigzki nielotne, ktére powstajg w wyniku reakcji Maillarda pomiedzy
biatkami lub aminokwasami a produktami utleniania lipidow, takimi jak aldehydy, epoksydy,
hydroksyketony i zwigzki dikarbonylowe. Produktami korcowymi sg makroczasteczki
nadajace brazowe zabarwienie. Druga podgrupa obejmuje zwigzki lotne, ktére moga
nadawacd potrawie zaréwno pozadany jak i niepozgdany smak i zapach (C. Dobarganes et al.,
2000).

Reakcje Maillarda to ztozona grupa reakcji nieenzymatycznego brunatnienia, zachodzacych

podczas proceséw obrébki termicznej (smazenie, ale takze pieczenie, grillowanie) produktéw

spozywczych pomiedzy biatkami, a cukrami redukujgcymi, ewentualnie pomiedzy biatkami a
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produktami utleniania lipidéw zawierajgcymi karbonylowe grupy funkcyjne. Produkty reakcji
Maillarda to szerokie spektrum substancji, takich jak melanoidyny, ketony, aldehydy i zwigzki
heterocykliczne, ktére mogg mieé zaréwno pozytywny jak i negatywny wptyw na wiasciwosci
odzywcze i sensoryczne potrawy (X. Liu et al., 2020). Caty proces mozna podzieli¢ na trzy etapy. W
pierwszym dochodzi do kondesacji pomiedzy wolnymi grupami aminowymi biatek i/lub
aminokwaséw z karbonylowymi grupami cukréw redukujacych z wydzieleniem czasteczki wody.
Produktem tej reakcji jest zasada Schiffera ulegajgca cyklizacji do niestabilnej czgsteczki N-
podstawionej glikozyloaminy. Nastepnie w wyniku przegrupowania Amadoriego lub
przegrupowania Heynsa powstajg pierwsze stabilne produkty, odpowiednio 1-amino-1-deoksy-2-
ketoza lub 2-amino-2-deoksyaldoza. Sg one bezbarwne i nie wptywajg na wtasciwosci sensoryczne
potrawy. Przebieg drugiego etapu zalezy od wartosci pH srodowiska. Ponizej pH 7 w wyniku 1,2-
enolizacji powstajg hydroksymetylofurfural lub furfural, natomiast powyzej pH 7 w nastepstwie 2,3-
enolizacji powstajg reduktony (np. 4-hydroksy-5-metylo-2,3-dihydrofuran-3-on, HMFon) oraz
produkty rozszczepienia (np. aldehyd pirogronowy). Substancje te majg 26ty barwe i zmieniajg
smak oraz zapach potrawy. W ostatnim etapie dochodzi do kondesacji aldorowej wczesniej
powstatych produktéw i wytworzenia melanoidyn — wielkoczasteczkowych substancji o brgzowym
zabarwieniu (Nooshkam et al., 2019). Reakcje Maiilarda zachodzace podczas smazenia w gtebokim
ttuszczu bez udziatu cukréow redukujacych prowadzg do powstania gtdwnie lotnych zwigzkéw
heterocyklicznych zawierajgcych azot, takich jak pirazyny, pirydyny czy pirole (Tamanna &
Mahmood, 2015).

Ogét zwigzkdéw lotnych powstajgcych podczas smazenia potraw jest ztozong mieszaning
kilkudziesieciu, a nawet kilkuset réznych sktadnikow, ktére mogag powstawac w efekcie kazdej z
trzech rodzajéw interakcji (olej-olej, zywnosé-zywnos¢, zywnosé-olej), dlatego jednoznaczne
okreslenie szlaku ich powstawania jest stosunkowo trudne (C. Dobarganes et al., 2000). Podczas
analizy sktadu aldehydowych zwigzkéw lotnych (Q. Zhang et al., 2015) powstatych w wyniku
ogrzewania oleju sojowego, gtebokiego smazenia ciasta pszennego lub gtebokiego smazenia
kurczaka tacznie zidentyfikowano 25 aldehydowych zwigzkéw lotnych. Stanowity one odpowiednio
71,25; 66,54; i 71,77 % wszystkich zwigzkdéw lotnych wykrytych w tych prébach. W drugiej czesci
badan (Q. Zhang et al., 2018) wykryto odpowiednio 283, 208 i 151 niealdehydowych zwigzkéw
lotnych, w tym alkany, alkeny, alkiny, alkohole, ketony, zwigzki zawierajgce azot i inne. W kolejnym
badaniu (Tian et al., 2021) wsrdod zwigzkéw lotnych powstajgcych podczas smazenia szalotki w
réznych temperaturach wykryto w sumie 93 zwigzkéw lotnych, w tym 23 aldehydy, 15 alkoholi, 25
zwigzkow zawierajacych azot, 11 zwigzkdw zawierajacych siarke, 6 fenoli, 5 ketonéw, 4 furany, 2
kwasy i 2 inne zwigzki.

4.1. Przemiany degradacyjne olejow roslinnych podczas smazenia

Podczas wytwarzania i magazynowania nienasyconego oleju w obecnosci tlenu zostaje
zapoczatkowany proces autooksydacji. Mechanizm tego procesu opiera sie na wolnorodnikowej
reakcji tancuchowej, ktdra obejmuje trzy etapy — inicjacji, propagacji i terminacji (Talbot, 2016). W
pierwszym etapie nastepuje oderwanie atomu wodoru od faricucha kwasu ttuszczowego, zwykle
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przy metylenowym atomie wegla w pozycji a wzgledem wigzania podwdjnego, w wyniku czego
powstaje rodnik alkilowy (reakcja 1).

Inicjacja: RH->R +H (reakcja 1)

Nastepnie na etapie propagacji rodnik alkilowy reaguje z tlenem co prowadzi do wytworzenia
rodnika nadtlenkowego (peroksylowego, ROQ’) (reakcja 2). Jest on bardzo reaktywny i moze
oderwaé kolejny atom wodoru od tej samej czgsteczki TAG (jesli posiada ona wiecej wigzan
wielokrotnych) lub od innej czasteczki TAG (zawierajacej nienasycone kwasy ttuszczowe). W efekcie
powstaje wodoronadtlenek TAG oraz kolejny rodnik alkilowy (reakcja 3), ktéry moze ulega¢ dalszym
analogicznym przemianom kontynuujac etap propagacji reakcji tancuchowej, poprzez wielokrotne
powtarzanie opisanych reakgcji.

Propagacja: R + 0, > ROO’ (reakcja 2)
ROO" + RH - R+ ROOH (reakcja 3)

Ostatnim etapem jest terminacja, podczas ktérej nagromadzone rodniki reagujg ze sobg w
réznych kombinacjach tworzac nierodnikowe produkty utlenienia TAG (reakcje 4-6).

Terminacja: R"+R"->RR (reakcja 4)
R"+ROO" - ROOR (reakcja 5)
ROO" + ROO" - ROOR + 0, (reakcja 6)

W niskich i srednich temperaturach proces utleniania zachodzi stosunkowo powoli, a jego
gtéwnymi produktami sg wodoronadtlenki TAG (ROOH), pierwotne (pierwszorzedowe) produkty
degradacji oleju. Pod wptywem wysokiej temperatury podczas smazenia rozpuszczalnos¢ tlenu w
oleju maleje, ale jednoczesnie nastepuje przyspieszenie i pogtebienie niepozadanych przemian,
ktére mozemy podzieli¢ w nastepujacy sposob (Chen et al., 2021; Kmiecik & Korczak, 2010):

e przemiany oksydacyjne (pod wptywem kontaktu z tlenem),
e przemiany termiczne (pod wptywem wysokiej temperatury),
e przemiany hydrolityczne (pod wptywem wody pochodzacej z produktéow).

Wszystkie wymienione reakcje zachodzg podczas smazenia jednoczesnie i z duzg intensywnoscia,
powodujgc wytworzenie niezwykle ztozonej mieszaniny produktéw.

Produkty degradacji TAG wystepujgce w olejach smazalniczych mozna pogrupowacd ze wzgledu
na mase czgsteczkowg w nastepujgcy sposob (Hosseini et al., 2016; Marquez-Ruiz et al., 2010):

e zwigzkilotne o masie czgsteczkowej nizszej niz 1,8 kDa powstate przez oderwanie fragmentu
czasteczki TAG, to zwigzki o najnizszej masie czgsteczkowej sposrdd innych produktow
degradacji TAG (np. aldehydy, ketony, matoczgsteczkowe weglowodory).

e zwigzki nielotne, o masie czgsteczkowej wyzszej niz 1,8 kDa
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o utlenione monomery TAG to zmodyfikowane TAG powstate przez przytaczenie co
najmniej jednej grupy funkcyjnej, ich masa czgsteczkowa jest zblizona do
niezmodyfikowanych TAG

o dimery i oligomery TAG powstajgce w wyniku potaczenia rodnikéw TAG, ich masa
czasteczkowa jest wyzsza niz pierwotnych, niezmodyfikowanych TAG

4.1.1. Przemiany oksydacyjne

Przemiany oksydacyjne zachodzg szczegdlnie intensywnie w cienkiej warstwie lub w gtebokim
ttuszczu, ale blisko powierzchni kontaktu oleju z powietrzem. Naktadanie sie dziatania wysokiej
temperatury i tlenu powoduje, ze wodoronadtlenki TAG stajg bardzo niestabilne i szybko ulegajg
dalszym przemianom z wytworzeniem wtérnych (drugorzedowych) produktéw (moga powstawac
rowniez w temperaturze pokojowej, ale w mniejszym stopniu). Nalezg do nich monomery
utlenionych TAG (ang. monomeric oxidized triacylglycerols, oxTAG) — s3g to triacyloglicerole
zmodyfikowane przez przytaczenie co najmniej jednej tlenowej grupy funkcyjnej np. grupy
hydroksylowej, epoksydowej, aldehydowej lub ketonowej (Rys. 7).

0O,
inicjacja
R
RH —L> R* propagacja ROO*
terminacja .
R RH
kondensacja
ROOH
niepolarne
dimery .
H HO*
y,
RO*
y ® l l
oXTAG ——> dimery krotkotaricuchowe zwigzki lotne
utlenionych TAG monomery TAG (aldehydy
cykliczne ¢ (np. core aldhydes) ketony
weglowodory
monomery . L
trimery i oligomery alkohol)

utlenionych TAG

Rys. 7. Schemat oksydacyjnych przemian ttuszczow podczas obrdébki cieplnej (Velasco et al., 2009)
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Rys. 8. Reakcja homolitycznego rozszczepienia wiqgzania C—C w taricuchu kwasu ttuszczowego TAG oraz
mozliwe produkty (Briihl, 2014; Velasco et al., 2009)

Konsekwencjg rozpadu wodoronadtlenkéw moze by¢ réwniez homolityczne rozszczepienie
wigzan C—C w tancuchach kwaséw ttuszczowych TAG (Rys. 7; Rys. 8). Prowadzi to do wytworzenia
szeregu zwigzkow lotnych takich jak aldehydy, ketony, alkany i ich pochodne (mogg one wptywac
na witasciwosci sensoryczne oleju i potrawy) oraz krétkotaricuchowych monomeréw TAG. S to
produkty utleniania TAG, w ktdrych jeden z tancuchdéw zostat skrécony do kwasu ttuszczowego o
krotkim tancuchu (ang. short chain fatty acid) (Sciezka A) lub zostat skrocony i zmodyfikowany przez
grupe aldehydowg badz ketonowg (ang. short chain aldehydic acid lub short chain keto acid tzw.
core aldehydes) (Sciezka B) (Brihl, 2014; Velasco et al., 2009).

4.1.2. Przemiany termiczne

Wsréd przemian termicznych najwieksze znaczenie ma polimeryzacja TAG. Jest to reakcja
potgczenia dwdch (dimery), trzech (trimery) lub wiecej (oligomery) czasteczek triacylogliceroli,
poprzez wigzania typu -C-C-, -C-O-C lub -C-0O-O-C- (E. Choe & Min, 2007). Powstate w wyniku tych
reakcji polimery TAG to wielkoczasteczkowe zwigzki, o masie czgsteczkowej w zakresie 690-1,600
Da, charakterystyczne dla procesdéw wysokotemperaturowych (powstajg wytgcznie pod wptywem
wysokiej temperatury). Ich zawarto$¢ oraz stopien polimeryzacji rosng wraz z postepem tego
procesu, dlatego s to dobre wyznaczniki jakosci ttuszczu smazalniczego. Przyjmuje sie, ze ich
graniczny dopuszczalny poziom nie powinien przekroczy¢ 10-16%. Polimery tworza brazowa,
przypominajaca zywice pozostatos¢ na Sciankach naczynia smazalniczego, ktéra z czasem jest bardzo
trudna do usuniecia (C. S. P. Santos et al., 2017).

Produkty polimeryzacji dzielimy na polimery utlenionych TAG oraz polimery nieutlenionych TAG
(Rys. 9). Polimery utlenionych TAG majg charakter polarny ze wzgledu obecnosci dodatkowego
atomu tlenu modyfikujgcego czasteczke co najmniej jednego meru. Powstajg poprzez potaczenie
dwéch lub wiecej czgsteczek TAG, wsrdd ktdrych co najmniej jedna z nich zostata ulegta utlenieniu
(dlatego zaliczamy je réwniez do produktéw przemian oksydacyjnych, (Rys. 7). Dodatkowy atom
tlenu wystepuje w tlenowej grupie funkcyjnej przytagczonej do tancucha jednego z kwaséw
ttuszczowych lub w wigzaniu tgczagcym dwa mery. Do tej grupy zaliczamy dimery, trimery i oligomery
utlenionych TAG. Gtéwnym mechanizmem stosowanym do opisu powstawania acyklicznych
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polimerdéw utlenionych TAG podczas smazenia jest reakcja rodnikowa (Hwang et al., 2020; Q. Zhang

et al., 2012). Powstate w wyniku utleniania triacylogliceroli alkilowe wodoronatlenki TAG (ROOH)

lub dialkilowe nadtlenki TAG (ROOR) rozpadajg sie odpowiednio do rodnikéw alkoksylowych (RO’) i

hydroksylowych (OH’) lub rodnikéw nadtlenkowych (peroksylowych, ROO’) i alkilowych (R’). Rodnik

alkoksylowy (RO’) i nadtlenkowy (ROO’) moze potaczyé sie z rodnikiem alkilowym (R’) tworzac

odpowiednio oksydimery i peroksydimery. Przebieg procesu polimeryzacji zalezy od rodzaju oleju,

temperatury i czasu procesu (E. Choe & Min, 2007). Struktura polimerdw utlenionych TAG wcigz nie

zostata precyzyjnie objasniona. Trudnos¢ stanowi niejednorodnos¢ tej grupy zwigzkéw, co wynika z

nastepujacych czynnikéw (M. C. Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2007):

e w reakcji dimeryzacji uczestnicza monomery zmodyfikowane przez rézne grupy funkcyjne;

e wiecej niz jedna grupa funkcyjna moze wystepowac w tej samej czasteczce dimeru;

e monomery tworzgce polimery mogg tgczyc¢ sie poprzez wigzania tlenowe (-C-O-C-, -C-0-O-

C-) lub beztlenowe (-C-C-).

przyktadowe substraty tworzace
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Rys. 9. Struktura przyktadowych polimerow oraz ich substratéw (Velasco et al., 2009)
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Polimery nieutlenionych TAG nie zawierajg dodatkowego atomu tlenu w czgsteczce, wiec maja
charakter niepolarny. Powstajg bez udziatu tlenu, gtéwnie w gtebokich warstwach oleju, w wyniku
reakcji rodnikowych z rodnikéw allilowych. Zaproponowano trzy gtéwne mechanizmy ich
powstawania (M. C. Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2007):

e dimery powstajg w wyniku potgczenia dwdéch rodnikéw alliowych (reakcja 7),
e niecykliczne dimery powstajg poprzez addycje rodnika alliowego do wigzania podwdéjnego
w nienasyconym faricuchu TAG (reakcja 8),
e cykliczne dimery powstaja przez addycje wewngtrzczasteczkowa rodnika dimerowego do
wigzania podwdjnego w tej samej czasteczce (reakcja 9).
—CH——CH—CH—

2 —CH~—CH—CH— ——> \ reakcja 7
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Sktad polimerdw zalezy od zastosowanych warunkéw podczas procesu smazenia. Wykazano, ze
w temperaturze 140°C powstajg gtéwnie dehydrodimery. Z kolei powyzej temperatury 250°C w
znacznych ilosciach powstaja mono-, di-, i tricykliczne dimery, natomiast nie wykryto
dehydroksydimeréw (M. C. Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2007).

Do tej grupy zaliczamy dimery, trimery i oligomery nieutlenionych TAG. Nalezy zaznaczyé¢, ze
podczas ztozonego procesu degradacji oleju zachodzgcego w czasie smazenia polimery
nieutlenionych TAG mogg ulec utlenieniu i tym samym przeksztatci¢ sie w polimery utlenionych TAG.

Polimery TAG mogg powstawac rowniez w wyniku reakcji Dielsa-Aldera (reakcja 10). Reakcja ta
zachodzi w obecnosci sprzezonych wigzan podwadjnych (M. C. Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2007).
Uczestnicza w niej dwie czasteczki, jedna z wigzaniem podwdjnym przytgcza sie do drugiej
zawierajgcej wigzania sprzezone. W efekcie powstajg cykliczne szesciocztonowe dimery. Sprzezone
wigzania podwadjne w Swiezych olejach roslinnych zwykle wystepuja jedynie w niewielkich ilosciach,
ale ich zawarto$é wzrasta podczas utleniania wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, a wiec wraz
z postepem degradacji olejéw (Q. Zhang et al., 2012). Jednak wielu autorow wskazuje, ze nie
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stwierdzito wystepowania produktéw reakcji Dielsa-Aldera w olejach poddanych dziataniu wysokiej
temperatury (Hwang et al., 2020).
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Produktami przemian termicznych mogg by¢ réwniez inne zwigzki cykliczne. Mechanizm
cyklizacji fancuchow kwaséw ttuszczowych w triacyloglicerolach oparty jest na reakcji rodnikowej i
polega na wewnatrzczasteczkowym przegrupowaniu poprzez zamkniecie pier$cienia w wyniku
utraty jednego wigzania podwdjnego. Wykazano, ze zwigzki cykliczne powstajgce z faricucha kwasu
linolowego podczas smazenia odznaczajg sie duzg rdznorodnoscig i majg strukture pierscieni
cyklopentanowych i cykloheksanowych (gdy cyklizacja zachodzi w kierunku przeciwnym do drugiego
podwdjnego wigzana) lub cyklopentenowych (gdy cyklizacja zachodzi w kierunku do drugiego
wigzania podwdjnego), przy czym nie wykryto zwigzkéw o budowie cykloheksenowej. Oprocz tego
w produktach degradacji kwasu linolowego wykryto réwniez nasycone zwigzki bicykliczne.
Natomiast wsrdd zwigzkéw cyklicznych powstajgcych z taricucha kwasu linolenowego w znacznych
ilosciach wykryto jedynie cztery dieny — dwa z pierscieniem cyklopentenowym i dwa z piersScieniem
cykloheksenowym i réznity sie one miedzy sobg potozeniem wigzania podwdjnego oraz konformacjg
pierscienia. Stwierdzono réwniez wystepowanie niewielkich ilosci nasyconych, monocyklicznych
kwasdw ttuszczowych powstatych z taricucha kwasu oleinowego. Wedtug réznych danych zawartosé
zwigzkdéw cyklicznych w olejach posmazalniczych jest stosunkowo niska i ksztattuje sie w granicach
0,01-0,66% (Christie & Dobson, 2000; Velasco et al., 2009).

4.1.3. Przemiany hydrolityczne

Przemiany hydrolityczne w olejach roslinnych moga rozpoczaé sie juz w surowcu przeznaczonym
do pozyskania oleju, szczegdlnie jesli surowiec jest nieodpowiednio przechowywany. Hydroliza w
olejach roslinnych polega na rozpadzie wigzan estrowych triacylogliceroli pod wptywem wody
podchodzacej z nasion lub z produktu podanego smazeniu. W pierwszej kolejnosci od czgsteczki TAG
odtacza sie jeden tancuch kwasu ttuszczowego, nastepnie wraz z postepem hydrolizy oddzielane s3
drugi i trzeci taficuch. W efekcie w ostatnim, najbardziej zaawansowanym stadium, produkty
hydrolizy sg mieszaning diacylogliceroli, monoacylogliceroli, glicerolu oraz wolnych kwaséw
ttuszczowych. Uwolnione kwasy ttuszczowe sg bardzo reaktywne i szybko ulatniajg sie podczas
smazenia, mogac negatywne oddziatywa¢ na wiasciwosci sensoryczne potrawy. Wazrost
temperatury nasila intensywnosc¢ hydrolizy, jednak stwierdzono, ze podczas smazenia ziemniakéw
nawet z bardzo wysokg zawartoscig wody udziat produktow hydrolizy byt niewielki w stosunku do
innych produktow degradacji oleju (Zeb, 2019b).
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5. Aspekty zdrowotne procesu smazenia

Niektére produkty termicznej obrébki olejéw roslinnych zostaty uznane za substancje
potencjalnie szkodliwe dla organizmu ludzkiego pod wzgledem zywieniowym (Q. Zhang et al., 2012).
Wykazano, ze utlenione produkty degradacji olejow zwiekszajg stres oksydacyjny w uktadzie
pokarmowym (Perez-Herrera et al.,, 2013) i podwyzszajg ryzyko wystepowania nowotwordow i
standw zapalnych. Szereg badan wskazuje rdwniez na mozliwy zwigzek pomiedzy spozywaniem
produktéw utleniania lipiddw a wystepowaniem miazdzycy, nadcisnienia, a takze choroby
Alzheimera, choroby Parkinsona, stwardnienia zanikowego bocznego i innych choréb
neurologicznych (Butterfield et al., 2010; Hosseini et al., 2016; Shamoto-Nagai et al., 2007). Ponadto
liczne badania dowodzg, ze spozycie smazonej zywnosci moze przyczyniaé sie do wielu innych
schorzen m.in. cukrzycy, zespotu metabolicznego, nadwagi i otytosci (Cahill et al., 2014; Gadiraju et
al., 2015; Sayon-Orea et al., 2013, 2014). Na podstawie powyzszych badan, trudno jest okresli¢
wptyw na zdrowie poszczegdlnych substancji powstajgcych podczas smazenia, poniewaz tworzg one
bardzo ztozong mieszanine produktow interakcji typu olej-olej, zywnosé-zywnosé oraz zywnosé-olej.
Ponizej omowiono wptyw na zdrowie niektérych z nich na podstawie badan z udziatem zwierzat i
ludzi. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, dwie kwestie. Po pierwsze dziatanie substancji wyizolowanej
moze réznic sie od jej dziatania w matrycy. Po drugie ludzie majg inny metabolizm niz zwierzeta,
dlatego badania na modelach zwierzecych nie mozna w petni odnies¢ do ludzi.

Badania zwigzkéw polarnych wyizolowanych z olejéw smazalniczych wykazaty, Zze moga one
przyczynia¢ sie do wielu problemdéw zdrowotnych takich jak nadcisnienie, zaburzenia ukfadu
hormonalnego, stres oksydacyjny w organizmie, zmiany w metabolizmie glukozy, lipidéw oraz w
funkcjonowania watroby u zwierzat, a takze nieprawidtowosci w rozwoju ptodu (Chen et al., 2021).
Najwiekszy udziat wéréd zwigzkdéw polarnych majg oxTAG, ktére sg tatwo adsorbowane w uktadzie
pokarmowym (Gloria Marquez-Ruiz & Dobarganes, 2007).

Matoczgsteczkowe aldehydy, ketony, alkohole, kwasy ttuszczowe i weglowodory powstajg w
wyniku wszystkich trzech typow interakcji wystepujacych podczas smazenia tzn. olej-olej, zywnos¢-
zywnos$¢ oraz zywnosc-olej. Jest to grupa lotnych substancji bedgcych produktamiinterakcji olej-olej
powstajgcych w efekcie homolitycznego rozczepienia fancuchéw nienasyconych kwasow
ttuszczowych podczas obrébki termicznej olejéw. Szczegdlnie negatywny wptyw na zdrowie maja
utlenione, wielokrotnie funkcjonalizowane a,R-nienasycone aldehydy takie jak: 4-
hydroksyheksenal, 4-hydroksyoktenal, 4-hydroksynonenal (HNE), 4-hydroperoksynonenal, 4-
oksononenal (ONE) i 4,5-epoksynonenal. Ze wzgledu na toksycznos$¢ sposrdd nich najlepiej
zbadanych zostat HNE, ktéry ma dziatanie mutagenne, cytotoksyczne i genotoksyczne, co z kolei
mozna powigzac z wystepowaniem licznych schorzen w tym miazdzycy, katarakty oraz choroby
Alzheimera i Parkinsona. HNE moze modyfikowac biatka, kwasy nukleinowe oraz inne bioczgsteczki
zmieniajgc w ten sposoéb ich integralnosc i funkcjonalnos¢. Ponadto dezaktywuje rézne enzymy i
hamuje proliferacje komérek (F. Aladedunye, 2016; Esterbauer, 1993). 2,4-dekadienal to kolejny
a,B-nienasycony aldehyd. Dane na temat jego toksycznosci nie sg spéjne. Niektdre prace wskazuja,
7e zwieksza stres oksydacyjny oraz ma dziatanie cytotoksyczne, mutagenne i genotoksyczne (G.
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Boskou et al., 2006; P. Lin et al., 2014). Jednak w innej pracy nie potwierdzono jego genotoksycznosci
(Bastaki et al., 2019).

Polimery TAG sg grupg produktdw powstajgcych podczas termicznej obrébki olejéw. Majg
skomplikowang strukture, dlatego doktadna identyfikacja ich poszczegdélnych form jest bardzo
trudna (Chen et al., 2021). W zwigzku z tym nie ma wielu danych na temat ich wptywu na szlaki
metaboliczne, z wyjatkiem prac dotyczacych ich absorpcji w ukfadzie pokarmowymi i strawnosci.
Zbadano strawnos¢ oleju stonecznikowego ogrzewanego przez 50 godzin w temperaturze 180°C u
szczuréw rasy Wistar i odnotowano, ze rzeczywista strawnos$¢ polimeréw, dimeréw i sumy
polimeréw w ogrzanym oleju stonecznikowym wynosi odpowiednio 30%, 59%, i 38%. Natomiast
rzeczywista strawnos$¢ monomerdéw TAG nie ulegta zmianie po ogrzaniu (Gonzdlez-Mufioz et al.,
2003). Inni autorzy (G. Marquez-Ruiz et al., 1998) wykazali, ze utlenione monomery TAG tatwo
ulegaty hydrolizie przez lipaze trzustkowa w warunkach in vitro. Jednocze$nie dimery i oligomery
byty mniej podatne na hydrolize, co wskazuje na duze znaczenie masy czgsteczkowej w strawnosci
sktadnikéw olejow posmazalniczych. Co wiecej zauwazono, ze hydroliza nieutlenionych TAG przez
lipaze trzustkowag w warunkach in vivo byta utrudniona w obecnosci polimeréw TAG. W kolejnej
pracy (G. Marquez-Ruiz et al., 1992) oceniono strawnos$¢ niepolarnych monomeréw, utlenionych
monomerdw, niepolarnych dimerdw oraz utlenionych dimeréw i polimeréw TAG. Sposréd tych
pieciu grup najmniej adsorbowane byly niepolarne dimery TAG, natomiast najwyzszg adsorpcjg
niespodziewanie odznaczaty sie utlenione dimery i polimery TAG. Wedtug publikacji (Billek, 2000)
dimery i polimery TAG ze wzgledu na niskg szybkos¢ resorpcji nie stanowig zagrozenia. Jednak inni
autorzy (C. Dobarganes & Marquez-Ruiz, 2015) zauwazyli, ze zwiekszony poziomem niestrawionych
i niewchtonietych w przewodzie pokarmowym lipiddw moze miec potencjalnie negatywny wptyw
na komorki nabtonka i metabolizm mikroflory. Stwierdzono, ze zaréwno lipidy zalegajgce w uktadzie
pokarmowym, jak i kwasy zétciowe wydzielane w pod wptywem duzego spozycia ttuszczu moga
powodowac uszkodzenie btony Sluzowej jelita, a metabolity kwaséw zétciowych wytwarzane przez
bakterie jelitowe mogg dziataé jako promotory nowotworéw. W kolejnych badaniach (Lépez-Varela
et al.,, 1995; Sanchez-Muniz et al., 1998) zauwazono, ze dieta o zwiekszonej zawartosci TPC i
polimeréw TAG miata negatywny wptyw na profil lipidowy krwi oraz powodowata uszkodzenie
watroby u szczuréw laboratoryjnych. Wedtug innych autoréw (Cao et al., 2013) wysokie stezenie
polimeréw TAG moze zmniejszy¢ liczbe zywych komérek i zahamowac ich aktywnos¢ fagocytarna.
Moze to oznaczaé, ze dimery i oligomery TAG majg negatywny wptyw na funkcjonowanie ukfadu
immunologicznego. Oprécz tego wraz ze wzrostem zawarto$¢ polimeréw w oleju odnotowano
wzrost jego lepkosci i gestosci (Hwang et al., 2020), co zwieksza adsorpcje oleju przez potrawe i tym
samym podwyzsza jej kalorycznosé. Ponadto zwiekszone spozycie oleju oznacza réwniez wiekszg
ilos¢ produktédw degradacji przyjetych razem z potrawa.

Furan bedacy cycklicznym dienylowym eterem oraz jego pochodne to lotne zwigzki, powstajace
podczas wysokotemperaturowej (powyzej 150°C) obrébki zywnosci w wyniku ztozonych reakcji,
takich jak utlenianie lipidéw, termiczna degradacja weglowodandw oraz reakcje Maillarda pomiedzy
aminokwasami i cukrami redukujgcymi. Zwigzki te majg niski prog wyczuwalnosci zapachowej i
czesto nadajg potrawom pozgdany aromat okreslany jako stodki, dymny czy karmelowy (C. Chang
et al., 2020; Koszucka & Nowak, 2019). Liczne badania in vitro i in vivo na zwierzetach
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udokumentowaty genotoksyczne i rakotwadrcze dziatanie furanu (Bakhiya & Appel, 2010; Batool et
al., 2021). Zaobserwowano hepatoksyczne dziatanie furanu u szczuréw przy ostrym oraz
przewlektym narazeniu. Stwierdzono, ze moze by¢ wchtaniany i metabolizowany przez cytochrom
P450 CYP2E1 do cis-2-buteno-1,4-diolu (BDA), ktéry ma zdolnos$¢ do wigzania sie z DNA i biatkami
(Batool et al., 2021). Uwaza sie, ze ten metabolit jest w gtdwnej mierze odpowiedzialny za toksyczne
dziatanie furanu (Koszucka & Nowak, 2019). Jednak jego wptyw na zdrowie ludzi nadal jest
niejednoznaczny. Miedzynarodowa Agencja do Badan nad Rakiem zakwalifikowata furan do Grupy
2B jako czynnik przypuszczalnie rakotwdrczy. Ponadto pochodne furanu takie jak 2-acetylofuran,
furfural i alkohol furfurylowy zostaty rozpoznane jako toksyczne i uznane za genotoksyczne przez
Europejski Urzad ds. BezpieczeAstwa Zywnosci (EFSA) (Condurso et al., 2018).

Wielkopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA, inaczej policykliczne weglowodory
aromatyczne) sktadajg sie z dwoch lub wiecej skondensowanych pierscienia aromatycznych.
Powstajg w wyniku reakcji niepetnego spalania wegla, gazu, oleju drzewnego, tytoniu, a takze
zywnosci (Koszucka & Nowak, 2019), m.in. podczas smazenia (Jong-Sun et al., 2020), zwtaszcza
wykonywanego wielokrotnie na tym samym oleju (Ganesan et al., 2019). Mechanizm powstawania
WWA podczas obrdébki termicznej oleju polega na aromatyzacji i dehydrocyklizacji nienasyconych
kwasow ttuszczowych (L. Singh et al., 2016). WWA s3g grupa ponad 100 zwigzkdw organicznych, stabo
rozpuszczalnych w wodzie i zwykle o niskiej lotnosci (Koszucka & Nowak, 2019). Natomiast dobrze
rozpuszczajg sie w ttuszczach, dzieki czemu sg tatwo wchtaniane przez uktad pokarmowy ssakow i
akumulowane szczegdlnie w tkance ttuszczowej. Sg genotoksyczne i powodujg mutacje, ktére mogg
prowadzi¢ do rozwoju nowotwordéw (Zeb, 2019c). Jeden z mechanizméw opisujgcych kancerogenne
dziatanie WWA zaktada, ze mogg one wigzac sie z DNA w okreslonych miejscach, tworzac duze,
stabilne lub niestabilne kompleksy nazywane adduktami DNA. Stabilne addukty moga powodowac
btedy w replikacji DNA, natomiast niestabilne addukty DNA rozpadajg sie eliminujgc zasade
purynowq z nici DNA. Takie mutacje jesli nie zostang naprawione stymulujg onkogeneze i w
konsekwencji rozwéj nowotwordéw. Miedzynarodowa Agencja do Badan nad Rakiem
zakwalifikowata benzo[a]piren do Grupy 1, czyli jako czynnik rakotwdrczy dla ludzi, natomiast
dibenzo[ah]antracen do Grupy 2A jako prawdopodobnie rakotwdrczy. Niektére WWA
zakwalifikowane do Grupy 3 jako nierakotwodrcze, wykazujg szkodliwe oddziatywanie w innych
obszarach np. na uktad odpornosciowy lub gospodarke hormonalng (Koszucka & Nowak, 2019).

Heterocykliczne aminy aromatyczne (HAA) sktadajg sie z trzech heterocyklicznych pierscieni, z
ktérych co najmniej dwa s aromatyczne i w ktére wbudowane sg atomy azotu (Ur Rahman et al.,
2014). Powstajg podczas obrébki termicznej (zwykle podczas smazenia na patelni lub grillowania)
wysokobiatkowych surowcéw, takich jak mieso, jajka lub ryby (Ganesan et al., 2019). Mozna je
podzieli¢ na dwie grupy: polarne (amino amidazo azoareny) i niepolarne (amino karboliny) (Michael
Murkovic, 2004; Ur Rahman et al., 2014). Polarne HAA majg strukture imidazo-chinoliny lub imidazo-
chinoksaliny i powstajg w wyniku reakcji Maillarda pomiedzy aminokwasami, kreatyng i hektozami
w temperaturze 150-300°C. Natomiast niepolarne HAA o strukturze pirydoindolu i
dipirydoimidazolu powstajg w wyniku pirolitycznych reakcji bez udziatu kreatyniny w temperaturze
powyzej 300°C. Zidentyfikowano okoto 20 zwigzkéw zaliczanych do HAA. Ustalono, ze MelQx (2-
amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5-flchinoksalina) i PhIP (2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-
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b]pirydyna) stanowig 48% wszystkich HAA powstajacych w miesie (Dana & Saguy, 2001). Kolejny
zwigzek, 1Qx (2-amino-3-metyloimidazo[4,5-f]chinoksalina), pomimo, ze powstaje podczas smazenia
w niewielkich ilosciach, to jest uwazany za najbardziej rakotwoérczy sposréod HAA (Sabally et al.,
2016). HAA samodzielnie nie maja dziatania mutagennego, jednak mogga zosta¢ aktywowane przez
enzymy metabolizujgce cytochrom 450, uszkadzajgc w ten sposéb DNA, powodujac jego mutacje i
tym samym zwiekszajac ryzyko wystgpienia réznych nowotwordéw (A. Ali et al.,, 2019). Kilka
dtugoterminowych badan in vitro, a takze in vivo na zwierzetach wykazato wystepowanie korelacji
miedzy spozyciem HAA a zachorowaniami na nowotwory (Dana & Saguy, 2001; Zeb, 2019c). Jednak
nalezy zaznaczy¢, ze wyniki badan na temat wptywu HAA na zdrowie ludzi sg sprzeczne i aspekt ten
wciaz nie zostat jednoznacznie wyjasniony (Anderson et al., 2005; Augustsson et al., 1999; Butler et
al., 2003; Rohrmann et al., 2009; Sinha et al., 2000). Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
zaklasyfikowata osiem HAA jako mozliwe czynniki rakotwdrcze dla ludzi (Grupa 2B), natomiast 2-
amino-3-metyloimidazo[4,5-f]chinolon (IQ) ocenita jako prawdopodobny czynnik rakotwodrczy dla
ludzi (Grupa 2A) (Koszucka & Nowak, 2019).

Akrylamid to nienasycony amid, o niskiej masie czgsteczkowej, bedacy jednym z produktow
posrednich reakcji Maillarda. Powstaje podczas réznych procesdéw obrdébki termicznej (powyzej
120°C), takich jak smazenie lub pieczenie w produktach spozywczych bogatych w cukry redukujgce
oraz biatka (zwtaszcza ze znacznym udziatem asparaginy) (Koszucka & Nowak, 2019). Akrylamid
moze powstawac réwniez w wyniku utleniania lipidéw, szczegdlnie podczas smazenia w gtebokim
ttuszczu (Q. Zhang et al., 2012). Stwierdzono, ze wysokie dawki akrylamidu mogg mie¢ dziatanie
neurotoksyczne, w nizszych dawkach nie zaobserwowano takiego efektu. Jednocze$nie nieznany
jest jego wptyw na uktad nerwowy przy niewielkim, ale dtugotrwatym i regularnym spozywaniu oraz
jego akumulacji w organizmie (Kopanska et al., 2018). Istniejg rowniez doniesienia, ze akrylamid
moze mie¢ dziatanie genotoksyczne, mutagenne i rakotwdrcze (AlLjahdali & Carbonero, 2019; Q.
Zhang et al., 2012), jednak dostepne dotychczas dane nie sg pod tym wzgledem spdjne (Zeb, 2019d).
Wedtug jednej z publikacji (Besaratinia & Pfeifer, 2004) mutagenne dziatanie akrylamidu na komorki
ludzkie i zwierzece wynika ze zdolnosci glycidamidu, bedacego epoksydowym metabolitem
akrylamidu do tworzenia trwatych adduktéw DNA, ktére indukujg kancerogeneze. W pracy
przeglagdowej (Ganesan et al., 2019) zaprezentowano badanie kohortowe obrazujgce zwigzek
miedzy iloscig spozytego akrylamidu a ryzykiem zachorowania na raka jelita grubego oraz cztery
kolejne badaniach kohortowe i dwa badania kliniczno-kontrolne wykazujgce wystepowanie
pozytywnej korelacji pomiedzy spozyciem akryloamidu a ryzykiem zachorowania na raka prostaty.
Jednoczesnie przedstawiono inne badania, ktdre nie potwierdzity zwigzku miedzy spozywaniem
akryloamidu a wystepowaniem nowotwordw jamy ustnej, krtani i przetyku, ptuc, piersi, jelita
grubego oraz zotadka (Ganesan et al.,, 2019). Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
zaklasyfikowata akrylamid jako prawdopodobny czynnik rakotwérczy dla ludzi (grupa 2A) (Koszucka
& Nowak, 2019).

Pozytywnym aspektem smazenia pod wzgledem zywieniowym, w poréwnaniu do innych metod
przygotowywania potraw, jest brak strat sktadnikbw mineralnych, a takie ze wzgledu na
stosunkowo krotki czas procesu w przypadku smazenia na patelni zredukowanie strat
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termolabilnych witamin (Marquez-Ruiz et al., 2010). Ponadto wiele publikacji donosi, ze niektore
produkty reakcji Maillarda, w tym zwtaszcza melanoidyny posiadajg wtasciwosci antyoksydacyjne
(Nooshkam et al., 2019; Tamanna & Mahmood, 2015; Vhangani & Van Wyk, 2016), ktére wynikaja
ze zdolnosci do przerywania faricucha reakcji rodnikowej, wytapywania reaktywnych form tlenu,
rozktadania wodoronadtlenkéw oraz cheltowania metali (Vhangani & Van Wyk, 2016). Co wiecej
melanoidyny mogg wykazywaé¢ rdéwniez inne wiasciwosci prozdrowotne w  tym
przeciwdrobnoustrojowe, prebiotyczne i przeciwnadcisnieniowe (Nooshkam et al., 2019).

6. Aspekty sensoryczne i technologiczne procesu smazenia

Smazenie ma istotny wptyw na wtasciwosci sensoryczne zywnosci, powoduje pozadane lub
niepozadane zmiany w wygladzie, teksturze, kolorze i smaku potraw smazonych. S3 one
nastepstwem reakcji Maillarda oraz reakcji utleniania ttuszczy. Przebieg tych reakcji jest ztozony i
wieloetapowy, a ich produkty — zaréwno lotne jak i nielotne - bardzo liczne. W efekcie trudno jest
jednoznacznie okredli¢ Sciezke powstawania poszczegdlnych produktow. Wiekszos¢ lotnych
produktow jest usuwana na rdéinych etapach procesu smazenia, pod wptywem wysokiej
temperatury oraz z parg wodng. Mimo to substancje te majg istotne znaczenie dla waloréw
sensorycznych potrawy. Nadajg przyrzadzanym produktom aromat okreslany jako owocowy,
trawiasty, maslany, dymny, orzechowy lub rybny (Marquez-Ruiz et al., 2010).

Stwierdzono, ze czas procesu, ilos¢ cykli smazenia, a takze profil kwaséw ttuszczowych oleju
smazalniczego majg istotny wptyw na cechy sensoryczne potrawy. Zauwazono, ze kwas linolenowy
przyczynia sie do wystepowania nieprzyjemnego, rybiego posmaku. Mozna temu zapobiec stosujgc
olej zawierajacy mniej niz 3% kwasu linolenowego. Natomiast kwas linolowy, pomimo ze sprzyja
procesowi utleniania i degradacji oleju z powodu dwdch nienasyconych wigzan w tancuchu, to
jednak korzystnie wptywa na smak potrawy, ze wzgledu na udziat w tworzeniu 2,4-dekadienalu (E.
Choe & Min, 2007; Mérquez-Ruiz et al., 2010). Jest to a,R-nienasycony aldehyd, ktéry spozywany w
nadmiernych ilosciach moze mie¢ szkodliwy wptyw na zdrowie cztowieka, jednak jednoczesnie w
duzej mierze odpowiada za pozgdany aromat potrawy. Ponadto kwas linolowy ze wzgledu na dwa
nienasycone wigzania w tafAcuchu weglowym promuje powstawanie innych, potencjalnie
szkodliwych i obnizajgcych walory organoleptyczne substancji. W zwigzku z tym przyjmuje sie, ze
optymalna zawartos$¢ kwasu linolowego w oleju przeznaczonym do smazenia wynosi 20-30%.
Poréwnano zawartos¢ trans,trans-2,4-dekadienalu powstajgcego podczas osmiu cykli smazenia
ziemniakdw w gtebokim ttuszczu i na patelni z zastosowaniem oleju stonecznikowego,
bawetnianego, palmowego i oliwy z oliwek. W kazdym przypadku zawartos¢ 2,4-dekadienalu byta
wyzsza w oleju oraz w ziemniakach pochodzacych z gtebokiego smazenia (G. Boskou et al., 2006). Z
kolei zbyt wysoka zawartos$¢ kwasu oleinowego, pomimo jego wyzsze]j stabilnosci oksydacyjne;j i
termicznej, rowniez nie jest korzystna, poniewaz nadaje smazonym potrawom staby, mato wyrazisty
smak (E. Choe & Min, 2007; Marquez-Ruiz et al., 2010).

Poréwnano wtasciwosci fizykochemiczne pasztecikdw wotowych i roslinnych otrzymanych przez
smazenie na patelni oraz w gorgcym powietrzu i w piekarniku. Stwierdzono, ze metoda obrdbki
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termicznej nie miata istotnego wptywu na teksture pasztecikdw, natomiast paszteciki obu rodzajow
usmazone na patelni byly znacznie ciemniejsze niz paszteciki otrzymane pozostatymi metodami (Vu
et al., 2022). Podobne wyniki pod wzgledem tekstury uzyskano w innym badaniu (Serrano et al.,
2007), w ktorej steki wotowe poddano obrdbce termicznej przez smazenie na patelni, pieczenie w
piekarniku, w mikrofaléwce oraz na grillu elektrycznym. W kolejnej pracy (Heredia et al., 2014)
oceniono wtasciwosci mechaniczne i optyczne frytek otrzymanych przez smazenie w gtebokim
ttuszczu i w gorgcym powietrzu. Analiza tekstury z zastosowaniem testu przebicia wykazata, ze w
pierwszym etapie procesu nastepowato miekniecie lub utrata jedrnosci wynikajgce z kleikowania
skrobi. Natomiast w drugim etapie zaobserwowano wzrost sity maksymalnej co byto efektem
pojawienia na powierzchni chrupkiej skérki. Przy czym nalezy zaznaczyé, ze podczas gtebokiego
smazenia zmiany zachodzity bardziej gwattownie — w ciggu 2 pierwszych minut zanotowano
gwattowny spadek sity maksymalnej. Natomiast podczas smazenia na patelni utrata jedrnosci
zachodzita stopniowo i najnizszg wartos$é sity maksymalnej uzyskano miedzy 15 a 21 minutg procesu.
Ponadto analiza barwy wykazata, ze wartosci parametréw a“ i b", okre$lajacych chromatycznosé
wzrastaty podczas procesu smazenia obiema metodami. Przy czym smazenie w gtebokim ttuszczu
powodowato wiekszy przyrost parametru a’, co mozna powigzac z intensywnym przebiegiem reakgcji
Maillarda.

Jak juz wspomniano postepujaca polimeryzacja TAG podczas smazenia powoduje wzrost lepkosci
oleju. Technologicznym aspektem tego zjawiska jest obnizenie konwekcyjnego wspdtczynnika ciepta
i pogorszenie transportu ciepta miedzy olejem a potrawg (Kalogianni et al.,, 2011). To z kolei
przyczynia sie do podwyzszonej adsoprcji ttuszczu przez potrawe, ktéra wydaje sie wéwczas
rozmoczona, ttusta i nieaptetyczna (Orthoefer & List, 2007). Oprdcz tego podczas smazenia
obserwuje sie pienienie oleju co przypisuje sie rosngcej zawartosci utlenionych polimeréw, TPC oraz
uwalnianiu sie lotnych krdtkotarnicuchowych kwaséw ttuszczowych (An et al., 2017; Negishi et al.,
2003). Innym objawem rosngcego poziomu TPC jest wzrost statej dielektrycznej (X. Li et al., 2020).
Ponadto nalezy wzigé pod uwage, ze intensywne zmiany wiasciwosci fizycznych oleju oraz wzrost
zawartosci produktéw degradacji podczas smazenia niekorzystnie wptywaja nie tylko na zywieniowa
wartos$¢ przygotowanych potraw, ale takze obnizajg ich stabilno$¢ podczas przechowywania.

7. Substancje o dziataniu przeciwutleniajacym i antypolimeryzacyjnym
7.1. Definicja przeciwutleniaczy, ich klasyfikacja oraz mechanizm dziatania

Przeciwutleniacz jest definiowany jako kazda substancja, ktora wystepujac w niskim stezeniu,
jest zdolna do hamowania lub znacznego opdzniania utleniania podatnych na ten proces
substratéw. Przeciwutleniacz jest okreslany rowniez jako jakakolwiek substancja, ktéra opdzinia
badz usuwa uszkodzenia oksydacyjne innej czasteczki lub im zapobiega. Zgodnie z jeszcze inng
definicjg przeciwutleniacz to substancja, ktora bezposrednio wychwytuje reaktywne formy tlenu lub
dziata posrednio poprzez hamowanie produkcji reaktywnych form tlenu lub w inny sposéb zwieksza
ochrone przeciwutleniajgcg (Gulcin, 2020). Ta mnogos¢ definicji wynika ze ztozonosci wtasciwosci
przeciwutleniajgcych, co jest réwniez przyczyng licznych i réznorodnych sposobdéw klasyfikacji
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przeciwutleniaczy opartych na mechanizmie ich dziatania. Jeden z bardziej kompleksowych

sposobéw wyrdznia (Bensid et al., 2022; Berdahl et al., 2010; Kmiecik et al., 2011; Korczak & Nogal-
Katucka, 2015; Oroian & Escriche, 2015):

przeciwutleniacze pierwotne (wtasciwe) — przerywaja tancuch reakcji rodnikowej poprzez
przekazanie atomu wodoru lub elektronu reaktywnym rodnikom. Mechanizmy te okresla
sie odpowiednio jako mechanizm przeniesienia atomu wodoru (ang. hydrogen atom
transfer HAT) oraz mechanizm przeniesienia pojedynczego elektronu (ang. single electron
transfer SET). W efekcie przeciwutleniacz staje sie rodnikiem, ktory jest stabilizowany przez
uktad rezonansowy i jest wystarczajgco stabilny (niskoenergetyczny) aby nie kontynuowac
propagacji reakcji rodnikowej. Jest to gtéwny mechanizm przeciwutleniajgcego dziatania
m.in. zwigzkéw fenolowych, syntetycznych fenolowych antyoksydantéw oraz tokoferoli;
przeciwutleniacze wtérne — dziatajgce wedtug innego mechanizmu niz przerwanie taficucha
reakcji rodnikowej:

o dezaktywatory nadtlenkdéw — dezaktywujg wodoronadtlenki, przeksztatcajgc je w
bardziej stabilne, nierodnikowe produkty. Przyktadami dezaktywatoréw
nadtlenkdw sg organiczne zwigzki siarki m.in. biatka, peptydy i aminokwasy takie jak
cysteina lub metionina

o chelatory metali — wigzg sie z metalami i zapobiegajg powstawaniu rodnikéw.
Przyktadami chelatorow metali sg kwas wersenowy, kwas cytrynowy, kwas fitynowy
i kwas fosforowy, a takze fosfolipidy oraz produkty reakcji Mailarda;

o wygaszacze tlenu singletowego — dezaktywuja tlen singletowy posiadajgcy wysoka
energie i przekierowujg tg energie w innym bardziej bezpiecznym kierunku. Taka
zdolnos¢ posiadajg m.in. karotenoidy, a takze tokoferole, flawonoidy, aminokwasy,
peptydy, produkty reakcji Mailarda oraz syntetyczne antyoksydanty — BHA i BHT
(Korczak & Nogal-Katucka, 2015);

o substancje wychwytujace tlen — reagujg z tlenem i obnizajg jego lokalne stezenie.
Przyktadem jest kwas askorbinowy;

o synergenty — samodzielnie nie posiadajg wtasciwosci przeciwutleniajgcych, ale
zwiekszajg aktywnos¢ innych przeciwutleniaczy lub regenerujg przeciwutleniacze,
ktore ulegly dezaktywacji. Na przyktad regeneracja oa-tokoferolu przez
dioleoilofosfatydyloetanoloamine (DOPE) (L. Cui et al., 2015).

Inny sposdb klasyfikacji przeciwutleniaczy wyrdznia (Korczak & Nogal-Katucka, 2015):

przeciwutleniacze prewentywne — hamujg proces utleniania na etapie jego rozpoczecia,
konkurujgc w wigzaniu tlenu z substratem podatnym na utlenianie lub wygaszajac jego
reaktywne formy;

przeciwutleniacze interwentywne — powstrzymujg propagacje reakcji autoutleniania,
poprzez rozktad lub wigzanie rodnikéw, tworzenie nierodnikowych stabilnych produktéw,
blokowanie katalizatoréw reakcji utleniania lub stabilizowanie wodoronadtlenkéw.

Nalezy dodac, ze niektére przeciwutleniacze mogg dziata¢ wg wiecej niz jednego mechanizmu

(Berdahl et al.,, 2010). Na przyktad gtdéwnym mechanizmem przeciwutleniajgcym tokoferoli i
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flawonoiddw jest przerwanie tancucha reakcji rodnikowej, ale mogg one by¢ rowniez wygaszaczami
tlenu singletowego. Z kolei kwasy fenolowe mogg wygasza¢ wolne rodniki, ale takze wigzac jony
metali (Korczak & Nogal-Katucka, 2015).

7.2. Syntetyczne antyoksydanty

Syntetyczne antyoksydanty sg powszechnie stosowane w przemysle spozywczym i odznaczajq sie
niskg ceng, tatwoscig produkcji oraz wysokg aktywnoscig przeciwutleniajgcg (Xu et al., 2021).
Wiekszos$¢ z nich ma strukture zwigzku fenolowego (Rys. 10) tak jak tert-butylohydrochinon (TBHQ),
butylohydroksytoluen (BHT), butylohydroksyanizol (BHA), galusan propylu (PG), galusan oktylu (OG)
i galusan dodecylu (DG), ktdre nalezg do najczesciej stosowanych syntetycznych antyoksydantow
(Makahleh et al., 2015). Poréwnano wptyw TBHQ, BHT, BHA, a-tokoferolu, 6-tokoferolu oraz
komercyjnego naturalnego antyoksydantu na stabilnos¢ oksydacyjng TAG wyizolowanych z oleju z
ogorecznika i wiesiotka. Stwierdzono, ze wszystkie syntetyczne antyoksydanty byty bardziej
efektywne niz naturalne, a najbardziej skuteczne okazat sie TBHQ. Natomiast najmniejszg
stabilnoscig oksydacyjng odznaczata sie proba kontrolna bez dodatkéw (Khan & Shahidi, 2001). W
innym badaniu olej w ciasteczkach z dodatkiem 1000 ppm olejku eterycznego z pszczelnika
(Dracocephalum kotschyi) charakteryzowat sie wyzszg stabilnoscia oksydacyjng niz olej w
ciasteczkach bez dodatkdw i z dodatkiem TBHQ (Hematian Sourki et al., 2022).
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Rys. 10. Struktura wybranych syntetycznych antyoksydantow (Makahleh et al.,, 2015),

TBHQ - tert-butylohydrochinon, BHT - butylohydroksytoluen, BHA — butylohydroksyanizol, PG - galusan
propylu, OG - galusan oktylu, DG - galusan dodecylu
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Bezpieczenstwo stosowania syntetycznych antyoksydantéw jest czesto kwestionowane z
powodu na ich potencjalnie toksyczne i rakotwdrcze dziatanie, zaréwno w stosunku do ludzi jak i
zwierzat (Bensid et al., 2022; N. A. Santos et al., 2012), jednak wyniki badan nie sg pod tym wzgledem
spojne (Bensid et al., 2022; Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019). Wedtug jednej z prac BHT, TBHQ, PG
oraz 2-tert-butylo-4-metylofenol (TBMP) mogg tworzy¢ kompleksy molekularne z kwasami
nukleinowymi i w ten sposéb powodowac uszkodzenia podwdjnej helisy DNA (Shahidi &
Ambigaipalan, 2017). Ponadto stwierdzono, ze BHA oraz TBHQ bedgcy metabolitem BHA mogg miec
dziatanie estrogenne (W. Wang et al., 2021). W Kanadzie stosowanie TBHQ nie jest dozwolone ze
wzgledu na jego znaczenie w zmniejszaniu ilosci czgsteczek hemoglobiny oraz przyczynianie sie do
hiperplazji komédrek (N. A. Santos et al, 2012). Jednoczesnie cze$¢ prac zauwaza
przeciwnowotworowe dziatanie TBHQ (Gharavi et al., 2006). W innych badaniach stwierdzono, ze
TBHQ, BHT i BHA majg dziatanie rakotworcze tylko w duzych dawkach i/lub przy dtugotrwatej
ekspozycji (Gharavi et al., 2006; Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019). Nalezy wzig¢ pod uwage, ze zbyt
niskie stezenie substancji antyoksydacyjnej moze okazad sie niewystarczajgco skuteczne w ochronie
stabilnosci olejow w warunkach wysokiej temperatury (Hwang & Winkler-Moser, 2016).

Niejasny wptyw syntetycznych antyoksydantéw na zdrowie powoduje, ze obecnie czesto
rezygnuje sie z ich stosowania w zywno$¢ i poszukuje innych skutecznych i jednoczesnie
nieszkodliwych dla konsumentow alternatywnych substancji antyoksydacyjnych.

7.3. Substancje pochodzenia naturalnego
7.3.1. Sterole

Fitosterole oznaczajg sie wysoka stabilnoscig termiczng i mogg ograniczaé¢ degradacje olejow
poddanych dziataniu wysokiej temperatury, przy czym stwierdzono, ze sg bardziej skuteczne w
olejach o wyzszym stopniu nienasycenia (M. A. Ali & Chew, 2022; Jill K Winkler & Warner, 2008).
Powstato kilka teorii objasniajgcych mechanizm ochronnego dziatania fitosteroli wzgledem olejow,
jednak do tej pory zadna z nich nie zostata jednoznacznie potwierdzona. Niektorzy autorzy (Gordon
& Magos, 1983; Sims et al.,, 1972) twierdzg, ze fitosterole takie jak awenasterol, fukosterol,
wernosterol i citrostadienol posiadajgce w tancuchu bocznym grupe etylidenowg mogg
wychwytywaé wolne rodniki dzieki zdolnosci do tworzenia rodnika allilowego przy C-29, ktoéry ulega
izomeryzacji do stosunkowo stabilnego rodnika przy C-24. Stwierdzono (Kochhar & Gertz, 2004), ze
efekt ochronny grupy etylidenowej dziata jedynie w wysokich temperaturach - powyzej 120°C, w
temperaturze ponizej 120°C nie wystepuje lub jest bardzo niewielki. Prawdopodobnie wynika to z
wyzszej dyfuzyjnosci tlenu w oleju w temperaturze pokojowej, co prowadzi do wytworzenia rodnika
nadtlenkowego niezdolnego do przerwania tancuchowej reakcji wolnorodnikowej. Natomiast wraz
ze wzrostem temperatury dyfuzyjnosc tlenu maleje, umozliwiajgc powstanie stabilnego rodnika przy
C-29 (Kochhar, 2000). Wedtug innych badan wtasciwosci antypolimeryzacyjne wernosterolu (Blekas
& Boskou, 2016; A. Singh, 2013) mogg wynika¢ ze wspotwystepowania grupy etylidenowej w
tainicuchu bocznym i dwéch endocyklicznych wigzan podwdéjnych przy C-8 i C-14, dzieki czemu przy
C-11 i C-16 sg dostepne dwa kolejne atomy wodoru, ktérych odszczepienie moze prowadzi¢ do
terminacji tanicuchowej reakcji utleniania lipidow. Inni autorzy (Jill Kristine Winkler & Warner, 2008)
zauwazyli, ze fukosterol nie wptynat na obnizenie poziomu polimeréw TAG, pomimo obecnosci

48



grupy etylidenowej w jego strukturze, jednoczesnie zaobserwowali niewielkie ograniczenie
polimeryzacji TAG pod wptywem ergosterolu zawierajgcego trzy wigzania podwaéjne (jedno w grupie
etylidenowej i dwa w pierscieniu B). Ponadto stwierdzono (A. Singh, 2013), ze dodatek sitosterolu
jest skuteczny w obnizaniu poziomu polimeréw TAG, co mozna przypisa¢ konwersji sitosterolu do
steradienu przez reakcje eliminacji wody.

7.3.2. Tokochromanole

Wszystkie tokochromanole sy dobrze rozpuszczalne w ttuszczach i wykazujg wtasciwosci
przeciwutleniajgce. Powszechnie uwaza sie, ze wynikajg one z dobrze poznanego mechanizmu
polegajgcego na przekazaniu aktywnym wolnym rodnikom atomu wodoru przez grupe fenolowg w
uktadzie redoks tokoferol-semichinon tokoferylu. Przy niskiej liczbie nadtlenkowej jedna czgsteczka
tokoferolu moze chroni¢ od 103 do 108 czgsteczek wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych.
Stezenie tokoferoli przy ktérym stabilnos$¢ olejow smazalniczych jest najwieksza wynosi 500—-1000
ug/g w zaleznosci od rodzaju oleju (M. A. Ali & Chew, 2022). Skuteczno$¢ dziatania tokoferoli i ich
optymalne stezenie pod wzgledem aktywnosci przeciwutleniajgcej sg rézne dla poszczegélnych
homologdw — im mniej stabilny jest homolog tym nizsze jest jego optymalne stezenie (Eunok Choe
& Min, 2006). Stwierdzono, ze a-tokoferol jest najbardziej skuteczny w niskich stezeniach i po
przekroczeniu pewnego progu dziata proutleniajgco. Efekt ten mozna objasni¢ prooksydacyjnym
wptywem utlenionej formy powstajgcej z a-tokoferolu przy jego wysokim stezeniu oraz w obecnosci
prooksydantdw takich jak metale przejsciowe lub wodoronadtlenki TAG. Homologi a-, y- i 0-
najwyzszg stabilnos¢ oksydacyjng wykazujg przy stezeniach odpowiednio 100, 250 and 500 ppm
(Mishra et al., 2021). Zaleznos¢ tg mozna powigzac z energig odtgczenia atomu wodoru od czgsteczki
tokoferolu, ktéra ksztattuje sie w nastepujacym porzadku a < B =y < § i wynosi odpowiednio -11.3,
-9.4, -8.9 i -7.3 kcal/mol. Podstawienie pierscienia benzenowego grupami metylowych w pozycji
orto i/lub para utatwia homolityczne rozszczepienie wigzania O-H, co z jednej strony zwieksza
zdolnos¢ do reagowania z innymi rodnikami, ale takze zmniejsza stabilno$¢ czasteczki tokoferolu. a-
tokoferol z dwoma grupami metylowymi w pozycji orto i z najnizszg energia odtgczenia atomu
wodoru jest uwazany za homolog o najwiekszej zdolnosci do przerywania faicucha reakcji
wolnorodnikowej, ale jednoczesnie najbardziej podatny na degradacje. Bardziej stabilne sg R- i y-
tokoferol z jednym podstawnikiem metylowym w pozycji orto. Z kolei 6-tokoferol, niepodstawiony
grupami metylowymi w pozycji orto i z najwyzszg energig odtgczenia atomu wodoru, pomimo
zazwyczaj niskiej zawartosci w oleju jest najbardziej stabilny, ale jednoczesnie jest najmniej
reaktywnym homologiem (Barouh et al., 2022; Kmiecik et al., 2019). Aktywno$¢ antyoksydacyjna
poszczegblnych homologdw tokoferoli w warunkach in vitro ksztattuje sie w porzadku &-T > y-T = B-
T > a-T, natomiast w uktadach in vivo ustala sie w porzadku przeciwnym a-T > B-T > y-T > 6-T (Siger
et al,, 2021).

Przyjmuje sie, ze najwiekszy wptyw na aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg tokochromanoli ma
struktura uktadu chromanolowego, natomiast budowa tancucha prenylowego ma niewielkie
znaczenie. Jest to zgodne z wynikami badan, wedtug ktérych tokoferole i tokotrienole odznaczajg
sie podobng zdolnoscig do zmiatania wolnych rodnikow. Jednak czes¢ publikowanych prac jest
sprzeczna z tymi danymi (Barouh et al.,, 2022) wskazujgc, ze tokotrienole s3g silniejszymi
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antyoksydantami niz odpowiadajgce im homologi tokoferoli (Lars et al., 2010; Wagner et al., 2001).
Trudno jednoznacznie okresli¢ przyczyny tych zmiennosci, jednak nie ma watpliwosci, ze oleje o
wysokiej zawartosci endogennych tokochromanoli lub / i wzbogacone dodatkiem tokochromanoli
odznaczajg sie wyzszg stabilnoscig podczas obrobki cieplnej (Javad et al., 2018; Kiran et al., 2015).
Ponadto dowiedziono (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996; Kmiecik et al., 2019), ze mieszanina
tokoferoli ma lepsze wtasciwosci ochronne w stosunku do sktadnikéw oleju niz poszczegdlne
homologi wystepujace w oleju samodzielnie, co moze wskazywa¢ na wystepowanie pewnych
synergicznych oddziatywan.

Oprécz tego inni autorzy podajg, ze przeciwutleniajgcy mechanizm dziatania tokoferoli
polegajgcy na przekazaniu aktywnym wolnym rodnikom atomu wodoru przez grupe fenolows z
wytworzeniem stabilnego, ale nieposiadajgcego wtasciwosci antyoksydacyjnych rodnika
semichinonu tokoferylu wystepuje jedynie w temperaturze pokojowej i sredniej. Natomiast pod
wptywem wysokiej temperatury dwie czgsteczki y-tokoferolu mogg przeksztatci¢ sie do jednego z
dwéch dimerdw — dimeru biphenylo-y-tokoferolu lub eterowego dimeru y-tokoferolu i oba réwniez
posiadajg wtasciwosci przeciwutleniajgce. Podobnym przemianom moze ulec y-tokotrienol. Z kolei
rozktad a-tokoferolu zachodzi duzo szybciej i prowadzi do powstania czterech produktéw, sposrdd
ktorych tylko jeden dimer a-tokoferol-etan ma wiasciwosci przeciwutleniajgce. Ten odmienny
mechanizm dziatania tokoferoli w wysokiej temperaturze moze wyjasnic¢ silniejsze wtasciwosci
ochronne y-tokoferolu w poréwnaniu do a-tokoferolu podczas obrdbki termicznej olejow (Kochhar,
2000).

7.3.3. Zwiazki fenolowe

Liczne badania dowiodty (F. Aladedunye & Matthaus, 2014; Asadi & Farahmandfar, 2020;
Manzoor et al., 2022; Sordini et al., 2019), ze wprowadzenie do medium smazalniczego nawet
matych ilosci zwigzkéw fenolowych w formie ekstraktéw roslinnych efektywnie ogranicza
niekorzystne przemiany zachodzace pod wptywem wysokiej temperatury i kontaktu z tlenem.
Zaproponowano (Wu et al., 2019) trzy mechanizmy antyoksydacyjnego dziatania zwigzkéw
fenolowych podczas smazenia. Najwieksze znaczenie ma wygaszanie wolnych rodnikéw, ktére
polega na przekazaniu rodnikom lipidowym atomoéw wodoru. Zwigzki fenolowe moga réwniez
wychwytywacé zwigzki karbonylowe, przy czym skutecznos¢ ich dziatania jest wieksza, gdy zawieraja
grupy o wiekszej nukleofilowosci. Trzecim mechanizmem antyoksydacyjnego dziatania zwigzkéw
fenolowych sg reakcje nierodnikowe, ale petne wyjasnienie ich przebiegu wymaga dalszych badan.
Ponadto zwigzki fenolowe z wbudowang strukturg katecholu (orto—difenolu), takie jak kwas
kawowy lub hydroksytyrozol majg zdolnos¢ chelatowania metali i réwniez w ten sposéb moga
wptywaé na zmniejszenie utleniania olejow (F. A. Aladedunye & Przybylski, 2013). Sezamolina jest
zwigzkiem fenolowym z grupy lignandw wstepujacym w znacznych ilosciach w oleju sezamowym. W
Srodowisku kwasnym pod wptywem wysokiej temperatury ulega rozktadowi, przy czym energia
aktywacji tej reakc;ji jest nizsza niz energia aktywacji reakcji dimeryzacji TAG, dlatego ta reakcja ma
pierwszenstwo i w ten sposéb ogranicza pogorszenie jakosci ttuszczu smazalniczego (Kochhar &
Gertz, 2004). Ponadto sezamolina jest nazywana prekursorem antyoksydantdw poniewaz
produktami jej rozktadu podczas smazenia sg sezamol (w obecnosci wody) lub sezaminol (w
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Srodowisku bezwodnym), ktére wykazujg silniejsze wtasciwosci antyoksydacyjne niz sezamolina i
mogg skutecznie ogranicza¢ termiczng degradacje olejéw (F. A. Aladedunye & Przybylski, 2013;
Kochhar, 2000; Wu et al., 2019).

Poréwnano wptyw wybranych ekstraktow etanolowych na zmniejszenie polimeryzacji TAG
podczas ogrzewania rafinowanego oleju rzepakowego i stwierdzono, ze najbardziej efektywny byt
dodatek ekstraktu z lisci zielonej herbaty, ktdre sg bogatym zrédtem zwigzkéw fenolowych (Kmiecik
et al., 2018). Mozna przypuszczaé, ze ich efekt antypolimeryzacyjny jest powigzany z dziataniem
przeciwutleniajgcym. Silne wtasciwosci antypolimeryzacyjne przypisuje sie proantocyjanidynom.
Wykazano, ze dodatek ekstraktu z widékna karbowego bogatego w proantocyjanidyny ogranicza
tworzenie zwigzkdéw polarnych oraz polimeréw w oleju smazalniczym o ponad 50% (Zulim Botega et
al., 2009). Przypuszcza sie (F. Aladedunye & Gruczynska, 2018) ze polimeryzacja polifenoli wptywa
na strukture ich powierzchni oraz inne witasciwosci fizyczne. Dzieki temu dziatanie ochronne
proantocyjanidynéw wzgledem olejow wynika nie tylko z ich wtasciwosci przeciwutleniajgcych, ale
takze przy odpowiednio duzym stopniu spolimeryzowania z ich zdolnosci do tworzenia bariery
ograniczajgcej dostep tlenu na granicy faz powietrze-olej, podobnie jak ma to miejsce przy
stosowaniu polidimetylosiloksanu (PDMS).

7.3.4. Karotenoidy

Wtasciwosci antyoksydacyjne karotenoidéw wynikajg z obecnosci diugiego uktadu sprzezonych
wigzan podwajnych, ktéry dzieki zdolnosci do delokalizacji niesparowanych elektronéw, umozliwia
karotenoidom tworzenie stabilnych rodnikéw. Antyoksydacyjny mechanizm dziatania karotenoidéw
polega na wygaszaniu tlenu singletowego oraz wychwytywaniu wolnych rodnikéw (Gramza-
Michatowska et al., 2021). Zaproponowano dwa sposoby objasnienia aktywnosci karotenoidéw
wzgledem rodnikéw lipidowych w podwyzszonej temperaturze (M. A. Ali & Chew, 2022). Wedtug
pierwszego sposobu lipidowy rodnik nadtlenkowy (ROO®) moze byé neutralizowany przez
przytaczenie do wielonienasyconego taricucha karotenoidu (CAR). Prowadzi to do wytworzenia
rodnika ROO-CAR®, ktéry w warunkach beztlenowych jest stabilny. Jednak, gdy stezenie tlenu
czgsteczkowego w uktadzie jest zbyt wysokie rodnik ROO-CAR® ulega dalszym przemianom z
wytworzeniem kolejnego rodnika ROO-CAR-OQ°, ktéry nie jest stabilny i moze inicjowac reakcje
tancuchowg, czemu przypisuje sie prooksydacyjne dziatanie karotenoidéw przy wysokim stezeniu
tlenu czasteczkowego w ukfadzie. Wedtug drugiego sposobu zdolnos¢ neutralizacji wolnych
rodnikow przez karotenoidy wynika z mozliwosci przekazaniu im atomu wodoru. Jednak
stwierdzono (Eunok Choe & Min, 2006), ze wysoki potencjat redukcyjny B-karotenu utrudnia mu
przekazanie atomu wodoru rodnikom o nizszym potencjalne, takim jak rodnik alkilowy lub
nadtlenkowy rodnik wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych. Jednoczesnie, 3-karoten moze by¢
donorem atomoéw wodoru dla innych rodnikdw, o wyzszym potencjalne redukcyjnym, w tym
rodnika hydroksylowego.

7.3.5. Fosfolipidy

Budowa fosfolipidow determinuje ich aktywnos$¢ antyoksydacyjng. Witasciwosci
przeciwutleniajgce fosfolipiddw przypisuje sie obecnosci grupy aminowej, ktéra moze by¢ donorem

51



wodoru i przerywac¢ w ten sposdb tancuch reakcji rodnikowej. Podobne dziatanie majg produkty
reakcji Maillarda powstajgce podczas smazenia z weglowodandw i aminokwasdéw, jednak
aminofosfolipidy sg bardzie hydrofobowe i dlatego wykazujg wieksze powinowactwo do ttuszczu.
Fosfolipidy mogg miec dziatanie antyoksydacyjne lub prooksydacyjne w zaleznosci od budowy
przytaczonych kwaséw ttuszczowych (M. A. Ali & Chew, 2022). Korzystny wptyw fosfolipidéw na
stabilnos¢ olejéw zaobserwowano, gdy byty zestryfikowane kwasami ttuszczowym o dtugim
tancuchu lub niskim stopniu nienasycenia. Antyoksydacyjne wifasciwosci fosfolipidéw wigzg sie
rowniez ze zdolnosci do wigzania metali grup przejsciowych. Stezenie fosfolipidéw ponizej 0,2%
wptywa na poprawe stabilnosci oleju podczas smazenia (F. A. Aladedunye & Przybylski, 2013).
Jednak zbyt wysokie stezenie fosfolipidow (Julian & Eric, 2013) mozie mieé¢ rowniez efekt
prooksydacyjny. Stwierdzono (Julian & Eric, 2013), ze powyze]j krytycznego stezenia 1,2-dioleoilo-
sn-glicero-3-fosfocholiny (DOPC) tworzg w olejach odwrécone micele (mikroemulsje, koloidy
asocjacyjne), ktére powodujg obnizenie napiecia powierzchniowego, w konsekwencji zwiekszajg
dyfuzyjnosc tlenu w oleju i w ten sposéb stajg sie miejscami tatwego i szybkiego utleniania lipidow.
Jednak w kolejnych badaniach zauwazono, ze DOPC w potgczeniu z zwigzkami fenolowymi (Rokosik,
Siger, Rudzinska, & Dwiecki, 2020; Rokosik, Siger, Rudziriska, Siejak, et al., 2020) tworzy odwrdcone
micele, ktére wykazujg synergiczne dziatanie antyoksydacyjne — dostarczenie przeciwutleniaczy do
centréw utleniania lipidéw, jakimi sg koloidy asocjacyjne zwieksza stabilnos¢ oleju. Ponadto zwigzki
fenolowe samodzielnie stabo rozpuszczajg sie w ttuszczach, ale witgczone w odwrécone micele z
amifiliowymi fosfolipidami mogg migrowaé wewnatrz oleju do obszaréw o wysokim stezeniu
rodnikéw nadtlenkowych. W innym badaniu wykazano silne antyoksydacyjne dziatanie synergiczne
fosfatydylocholiny i a-tokoferolu (Kim et al., 2015), co powigzano ze zdolnoscig fosfolipidéw
posiadajgcych aminowe grupy funkcyjne do oddania atomu wodoru, dzieki czemu mogg one
przeksztatci¢ semichinon tokoferylu do jego nieutlenionej formy i zregenerowac a-tokoferol (N. Sun
et al., 2018).
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Il. CEL PRACY

Celem gtéwnym pracy byto zbadanie mozliwosci otrzymania olejéw roslinnych o zwiekszonej
odpornosci na termiczng degradacje w tym polimeryzacje triacylogliceroli poprzez wzbogacanie
rafinowanego oleju rzepakowego lipofilowymi dodatkami pochodzenia naturalnego w postaci
olejéw ttoczonych na zimno, olejéw uzyskanych na drodze ekstrakcji nadkrytycznej CO, oraz olejku
eterycznego z czarnuszki.

Cele szczegotowe:

1. Ocena wptywu wysokojednonienasyconych olejéw zimnottoczonych na proces utleniania i
polimeryzacji triacylogliceroli rafinowanego oleju rzepakowego podczas ogrzewania.

2. Ocena wptywu olejéw otrzymanych metodg ekstrakcji nadkrytycznej CO; na proces utleniania i
polimeryzacji triacylogliceroli rafinowanego oleju rzepakowego podczas ogrzewania.

3. Ocena wptywu zimnotfoczonego oleju z nasion czarnuszki oraz olejku eterycznego z czarnuszki
na proces utleniania i polimeryzacji triacylogliceroli rafinowanego oleju rzepakowego podczas
ogrzewania.
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I1. CZESC DOSWIADCZALNA

10. Materiat badany

Rafinowany olej rzepakowy (Kujawski, Kruszwica) zakupiono w lokalnym sklepie spozywczym.
Zimnottoczone oleje z nasion rzepaku (Olini), kolendry (Efavit), czarnuszki (SEMCO) i pestek moreli
(Olini) zakupiono bezposrednio u producentéw. Oleje z nasion czarnuszki i tubinu otrzymano
metodg ekstrakcji CO; w stanie nadkrytycznym (SFE) w Instytucie Urzadzen Ekstrakcyjnych w
Makowie Mazowieckim. W celu pozyskania oleju z nasion fubinu zastosowano odmiane Boros
(pochodzacg z Hodowli Roslin Smolice Sp. z o0.0. Grupa IHAR) o wysokiej zawartosci kwasu
oleinowego i obnizonej zawartosci alkaloidéw. Warunki procesu ekstrakcji SFE byty
nastepujgce: temperatura 50°C i cisnienie 300 bar oraz etanol jako wspdtrozpuszczalnik, ktéry
nastepnie odparowano za pomocg wyparki rotacyjnej BUCHI Rotavapor R-100.

11. Metodyka badan

11.1. Model badan

W celu oceny mozliwosci przygotowania olejéw o zwiekszonej stabilnos$ci na prodesy degradac;ji
oleju w czasie ogrzewanaia badania podzielono na trzy zasadnicze etapy.

W | etapie badan kryterium wyboru dodatku do rafinowanego oleju rzepakowego byt profil
kwasow ttuszczowych. Jako dodatki wytypowano oleje zimnottoczone z przewazajagcym udziatem
jednonienasyconych kwasdw ttuszczowych, ze wzgledu na ich wyzszg stabilno$é podczas
ogrzewania, w porownaniu do kwasoéw ttuszczowych wieloninasyconych. Jako aktywne dodatki
zastosowano olej z nasion rzepaku, z nasion kolendry oraz pestek moreli.

W |l etapie badan wykorzystano oleje otrzymane metoda ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym
(SFE). Metode ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym wybrano w celu zwiekszenia zawartosci
substancji o dziataniu przeciwutleniajgcym i antypolimeryzacyjnym, gtéwnie zwigzkéw fenolowych,
w otrzymanych olejach. Ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym poddano nasiona tubinu oraz nasiona
czarnuszki. Oleje te wytypowano takze na podstawie danych literaturowych wskazujgcych na
wystepowanie w nich wysokiej zawarto$¢ zwigzkéw bioaktywnych, takich jak lupeol oraz
tokotrienole.

W Il etapie badan wykorzystano zimnottoczony olej z czarnuszki oraz pozyskany z niego olejek
eteryczny. Dodatek olejku eterycznego miat na celu wprowadzenie substancji o charakterze
przeciwutleniajgcym, bez istotnego wptywu na zmiane profilu kwaséw ttuszczowych otrzymanej
mieszanki w poréwnaniu do rafinowanego oleju rzepakowego. Olejek eteryczny z czarnuszki
uzyskano poprzez hydrodestylacje oleju zimnottoczonego. llo$¢ olejku eterycznego zastosowanego
do wzbogacenia rafinowanego oleju rzepakowego odpowiadata ilosci tego olejku wprowadzonej
przez dodanie zimnottoczonego oleju z czarnuszki. Pozwolito to na ocene oraz poréwnanie dziatania
zimnottoczonego oleju z czarnuszki oraz wyizolowanego z niego olejku eterycznego.
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W |l etapie badan stwierdzono, ze dodatek 5% oleju z czarnuszki wptynat na obnizenie poziomu
produktow utleniania i polimeryzacji TAG, ale w ograniczonym zakresie. Z tego powodu w Il etapie
badan zastosowano dodatek 10% oleju z czarnuszki, aby zweryfikowaé zasadnos¢ stosowania
wiekszego stezenia tego dodatku. Badania w Il etapie pokazaty réwniez, ze dodatek 25% oleju z
czarnuszki znaczgco zwiekszat stopnien nienasycenia mieszanki, co negatywnie wptyneto na jej
stabilnosc termiczng. Z tego powodu w |l etapie badan zastosowano dodatek 20% oleju z czarnuszki,
aby oceni¢ mozliwos$é wystepowania efektu przeciwutleniajgcego i antypolimeryzacyjnego przy
mniejszym stezeniu tego dodatku. Dodatkowo zmniejszenie stezenia dodatku miato na celu
zmniejszenie wptywu olejku eterycznego z czarnuszki na cechy oragnoleptyczne otrzymanych
mieszanek.

Otrzymane mieszanki poddano ogrzewaniu w cienkiej warstwie w temperaturze 170 i 200°C.
Nastepnie préby nieogrzane i ogrzane oraz proby olejéw wyjsciowych poddano nastepujgcym
analizom: oznaczenie profilu kwaséw ttuszczowych, oznaczenie zawartosci i sktadu tokochromanoli,
oznaczenie zawartosci i sktadu fitosteroli, oznaczenie catkowitej zawartosci zwigzkdw polarnych,
oznaczenie zawartosci i sktadu polimeréw TAG. Schematy przeprowadzonych badan w
poszczegdblnych etapach pracy zaprezentowano na Rys. 11, Rys. 12 i Rys. 13.
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Rys. 13. Schemat Il etapu badan: analiza mieszanek rafinowanego oleju rzepakowego z zimnotfoczonym

olejem z nasion czarnuszki oraz oleje z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki
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11.2. Przygotowanie prob do badan
11.2.1. Otrzymanie olejku eterycznego z oleju z czarnuszki

Olejek eteryczny z czarnuszki otrzymano z zimnottoczonego oleju z nasion czarnuszki w Katedrze
Technologii Zywnoéci Pochodzenia Roélinnego na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu zgodnie
wczesniej opisang metodyka (Edris, 2010; Myszka et al., 2017). Do kolby zawierajgcej 250ml
zimnottoczonego oleju z nasion czarnuszki dodano 250ml wody destylowanej i poddano
dwugodzinnej hydrodestylacji, za pomocg aparatu typu Clevengera. Otrzymano 1ml olejku
eterycznego w przeliczeniu na 1l oleju zimnottoczonego. Otrzymany olejek zostat zamkniety w
szklanym naczyniu i byt przechowywany w warunkach chtodniczych (4°C) do czasu przygotowania
mieszanek z olejem rzepakowym. Otrzymany olejek eteryczny poddano analizie sktadu chemicznego
za pomocg metody GC/MS.

11.2.2. Przygotowanie mieszanek i olejow z dodatkami

Préby kontrolne

Rafinowany olej bez dodatkéw (proba RAF) oraz rafinowany olej z dodatkiem TBHQ (préba
rTBHQ) stanowity odpowiednio negatywng i pozytywng prdobe kontrolng. Prébe rTBHQ otrzymano
dodajac do rafinowanego oleju rzepakowego TBHQ (200 mg/kg oleju) rozpuszczony w etanolu i
nastepnie przedmuchujac probe azotem do zaniku zapachu. Wolng przestrzen w butelce
wypetniono azotem i nastepnie mieszano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, za pomoca
wytrzasarki IKA, KS 501. Po wymieszaniu préby pozostawiono na 24 h w celu réwnomiernego
rozprowadzenia dodatku.
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Mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z wysokojednonienasyconymi olejami

zimnottoczonymi (I etap badan)

Do rafinowanego oleju rzepakowego dodano zimnottoczony olej rzepakowy w dwdch stezeniach:
5i25% (v/v). Wolng przestrzen w butelce wypetniono azotem i nastepnie mieszano przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej, za pomocg wytrzgsarki IKA, KS 501. Po wymieszaniu préby
pozostawiono na 24 h w celu rGwnomiernego rozprowadzenia dodatku. Analogicznie przygotowano
mieszanki z zimnottoczonymi olejami z nasion kolendry i z pestek moreli. Préby przygotowywano w
szklanych, ciemnych, zamykanych butelkach. Przygotowane mieszanki przechowywano w
warunkach chtodniczych (4°C) do czasu rozpoczecia procesu ogrzewania. Oznakowanie préb w |
etapie badan przedstawiono w Tabela 1.

Tabela 1. Oznakowanie préb w | etapie badan: mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z
wysokojednonienasyconymi olejami zimnotfoczonymi

Kod préby Rodzaj préby
RAF rafinowany olej rzepakowy bez dodatkdw (negatywna préba kontrolna)
TBHQ rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu (pozytywna
r
préba kontrolna)
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju
RZEP5%
rzepakowego
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju
RZEP25%
rzepakowego
RZEP100% zimnottoczony olej rzepakowy (olej wyjsciowy)
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
KOL5% )
nasion kolendry
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion
KOL25%
kolendry
KOL100% zimnottoczony olej z nasion kolendry (olej wyjsciowy)
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
MOR5% .
pestek moreli
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z pestek
MOR25% ,
moreli
MOR100% zimnottoczony olej z pestek moreli (olej wyjsciowy)
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Mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z olejami otrzymanymi metodg ekstrakcji CO, w

stanie nadkrytycznym (SFE) (Il etap badan)

Do rafinowanego oleju rzepakowego dodano olej z nasion tubinu ekstrahowanego CO, w stanie

nadkrytycznym (SFE) w dwdch w stezeniach 5 i 25% (v/v), wolng przestrzen w butelce wypetniono

azotem i nastepnie mieszano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, za pomocga wytrzasarki

IKA, KS 501. Po wymieszaniu préby pozostawiono na 24 h w celu réwnomiernego rozprowadzenia

dodatku. Analogicznie przygotowano mieszanki z olejem z nasion czarnuszki SFE. Préby

przygotowywano w szklanych, ciemnych, zamykanych butelkach. Przygotowane mieszanki

przechowywano w warunkach chtodniczych (4°C) do czasu rozpoczecia procesu ogrzewania.

Oznakowanie préb w Il etapie badan przedstawiono w Tabela 2.

Tabela 2. Oznakowanie prob w Il etapie badar: mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z olejami
otrzymanymi metodq ekstrakcji CO2 w stanie nadkrytycznym (SFE).

Kod préby Rodzaj préby
RAF rafinowany olej rzepakowy bez dodatkdw (negatywna préba kontrolna)
(TBHQ rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu (pozytywna
préba kontrolna)
tSFE5% mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE;
tSFE25% mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE;
tSFE100% olej z nasion tubinu SFE (olej wyjsciowy)
CSFE5% mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion czarnuszki SFE
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion czarnuszki
CSFE25%
SFE;
CSFE100% olej z nasion czarnuszki SFE (olej wyjsciowy)
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Mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z zimnottoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz

oleje z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki. (Il etap badan)

Do rafinowanego oleju rzepakowego dodano zimnottoczony olej z nasion czarnuszki w dwéch w
stezeniach 10 i 20% (v/v). Nastepnie przygotowano dwa oleje z dodatkiem olejku eterycznego z
czarnuszki. W celu uzyskania poréwnywalnej zawartosci olejku eterycznego w mieszankach z
zimnottoczonym olejem oraz w olejach z dodatkiem olejku eterycznego; do rafinowanego oleju
rzepakowego dodano 0,1 i 0,2% (v/v) olejku eterycznego, co odpowiadato dodatkowi 10% i 20%
zimnottoczonego oleju z czarnuszki. Nastepnie wolng przestrzen w butelce wypetniono azotem i
mieszano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, za pomocg wytrzgsarki IKA, KS 501. Po
wymieszaniu préby pozostawiono na 24 h w celu réwnomiernego rozprowadzenia dodatku. Préby
przygotowywano w szklanych, ciemnych, zamykanych butelkach. Przygotowane mieszanki
przechowywano w warunkach chtodniczych (4°C) do czasu rozpoczecia procesu ogrzewania.
Oznakowanie préb w Il etapie badan przedstawiono w Tabela 3.

Tabela 3. Oznakowanie prob w Il etapie badan: mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z zimnottoczonym
olejem z nasion czarnuszki oraz oleje z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki

Kod préoby Rodzaj préby
RAF rafinowany olej rzepakowy bez dodatkdw (negatywna préba kontrolna)
rafinowany olej rzepakowego z dodatkiem 0,1% olejku eterycznego z
EO0,1% czarnuszki
rafinowany olej rzepakowego z dodatkiem 0,2% olejku eterycznego z
E0,2% czarnuszki
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju z
CZAR10% nasion czarnuszki;
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20% zimnottoczonego oleju z
CZAR20% nasion czarnuszki;
CZAR100% zimnottoczony olej z nasion czarnuszki (olej wyjsciowy)
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11.2.3. Ogrzewanie mieszanek i olejéw z dodatkami

Rafinowany olej bez dodatkéw, rafinowany olej z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu oraz
wszystkie mieszanki poddano ogrzewaniu w dwdch temperaturach 170 i 200°C. Prébe o objetosci
50 cm? ogrzewano w cienkiej warstwie, na patelni o $rednicy dna 20 cm, za pomoca plyt grzewczej
CAT H 30/30 D. Eksperymentalnie sprawdzono, ze 7 min jest pogrzebne na doprowadzenie
temperatury oleju do 170°C i 9 min do 200°C. Nastepnie oleje ogrzewano przez 10 min utrzymujac
temperature 170 lub 200°C. Rzeczywistg temperature oleju na patelni podczas ogrzewania
kontrolowano korzystajagc z termometru elektronicznego TESTO 104. Ogrzane proby zostaty
przeniesione do plastikowych pojemnikéw i przechowywane w atmosferze azotu, bez dostepu
Swiatta w temperaturze — 30°C do czasu wykonania analiz.

11.3. Metody badawcze
11.3.1. Skfad olejku eterycznego

Sktad olejku eterycznego z czarnuszki okreslono wykonujgc analize GC/MS (Myszka et al., 2017).
Wykorzystano chromatograf gazowy Hewlett-Packard HP 7890A GC sprzezony z spektrometrem
masowym 5975C (Agilent Technologies) oraz z kolumng DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 urn) (Agilent
Technologies). Warunki pracy dla GC/MS byty nastepujgce: przeptyw helu, 0,8 ml/min; poczatkowa
temperatura pieca, 40°C (1 min), podwyzszona do 280°C z szybkoscig 9°C/min, utrzymywana przez
3 min w warunkach izotermicznych. Dla wszystkich pikdw obliczono wskazniki retencji w celu
poréwnania wynikdw uzyskanych metodg GC/MS z danymi literaturowymi. Wskazniki retencji
obliczono dla kazdego zwigzku stosujac serie homologiczne n-alkanéw C7 — C20. Widma masowe
rejestrowano w trybie zderzenia elektrondéw (70 eV) w zakresie skanowania m/z 33-350.

11.3.2. Profil kwasdéw ttuszczowych

Sktad kwaséw ttuszczowych zostat okreslony zgodnie z metodyka AOCS Ce 1h-05 (AOCS, 2005).
Prébki oleju rozpuszczono w heksanie i transestryfikowano metanolanem sodu. Analize estréw
metylowych kwasow ttuszczowych (FAME) wykonano z zastosowaniem chromatografu gazowego
Agilent 7820A GC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) wyposazonego w detektor
ptomieniowo-jonizacyjny (FID) i kolumne kapilarng SLB-IL111 (Supelco, Bellefonte, PA, USA) (100 m,
0,25 mm, 0,20 pum). Rozdziat FAME przeprowadzono w nastepujgcych warunkach: poczatkowa
temperatura pieca wynosita 150°C i rosta z szybkoscig 1,5°C/min do 200°C; temperatura portu
nastrzykowego i detektora wynosita 250°C; gazem nosnym byt hel przy przeptywie 1 ml/min. Estry
metylowe kwaséw ttuszczowych (FAME) zidentyfikowano przez poréwnanie z wzorcem GC Analysis
of a Grain Fatty Acid Methyl Ester (FAME) Mix on SP™-2560 (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Wyniki
zostaty wyrazone jako udziat procentowy poszczegdlnych kwaséw w prébce oleju.
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11.3.3.Liczba jodowa

Liczba jodowa jest miarg stopnia nienasycenia ttuszczu. Zostata obliczona zgodnie z oficjalng
metodykg AOCS Cd 1c-85 (AOCS, 2009a), na podstawie zawartosci procentowej kwasu
heksadecenowego, kwasu oktadecenowego, kwasu oktadekadienowego, kwasu
oktadekatrienowego, kwasu eikozanoidowego i kwasu dokozenowego.

11.3.4.Zawartosé i sktad tokochromanoli

Analize zawartosci i sktadu tokochromanoli wykonano zgodnie z wczesniej zaprezentowang
metodyka (Siger et al., 2016). Prébki olejow rozpuszczono w n-heksanie i poddano analizie z
zastosowaniem chromatografu cieczcowego Waters HPLC (Waters, Milford, MA) wyposazonego w
detektor fluorymetryczny (Waters 474). Rozdziat badanych zwigzkdw przeprowadzono za pomoca
kolumny LiChrosorb Si 60 (Merck, Darmstadt, Niemcy) (250 mm, 4,6 mm, 5 um). Jako faze ruchoma
zastosowano mieszaning n-heksanu z 1,4-dioksanem w stosunku 96:4 (v/v), przy natezeniu
przeptywu 1,0 ml/min. Detekcje tokochromanoli wykonano przy dtugosci fali wzbudzenia A=295 nm
oraz dtugosci fali emisji A=330 nm. W celu identyfikacji tokochromanoli uzyto wzorcéw Merck
(Darmstadt, Niemcy).

11.3.5.Zawartos¢ i sktad fitosteroli

Analize fitosteroli wykonano zgodnie z wczesniej opisang metodyka (Kmiecik et al., 2020). Prébki
olejow poddano zmydleniu z uzyciem 1 M KOH w metanolu, w temperaturze pokojowej przez 18
godzin. Frakcje niezmydlajgcy sie ekstrahowano dwukrotnie mieszaning heksan/eter metylowo-
tert-butylowy (1:1, v/v). Nastepnie pobierano warstwe heksanowg, a rozpuszczalnik odparowano w
atmosferze azotu. Do otrzymanych préb dodawano odczynnik sililujgcy (BSTFA z 1% TCMS, Thermo
Scientific) oraz pirydyne (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) i analizowano z zastosowaniem
chromatografu Agilent 7820A GC (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) wyposazonego w
detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID) oraz kolumne kapilarng DB-35MS (Agilent Technologies, 30
m, 0.20 mm, 0.33 um). Zastosowano nastepujace parametry analizy: poczatkowa temperature pieca
100°C utrzymano przez 5 min., nastepnie zwiekszono 25°C/min do 250°C, a potem 3°C/min do
290°C, temperatura detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID) wynosita 250°C; gazem nosnym byt
hel przy przeptywie 1 ml/min. Jako standard wewnetrzny stosowano 5a-cholestan. Fitosterole
identyfikowano poprzez poréwnanie czaséw ich retencji z odpowiednimi wzorcami.

11.3.6. Rozdziat frakcji niepolarnej i polarne;j

Probki olejow rozdzielono na frakcje niepolarng i polarng na kolumnach z zelem krzemionkowym,
zgodnie z wczesniej opisang metodykg (Kmiecik et al., 2018). Nawazone prdbki oleju (0,5 g)
rozpuszczono w toluenie i wprowadzo na szczyt kolumny z zelem krzemionkowym. Frakcje
niepolarng eluowano mieszaning heksanu oraz eteru diizopropylowego (82:18, v:v), a frakcje
polarng czystym eterem diizopropylowym. Obie frakcje zbierano do zakrecanych préobowek.
Czystos¢ obu frakcji oraz doktadnos¢ rozdziatu zweryfikowano metodg chromatografii
cienkowarstwowej. Ptytke TLC z Zzelem krzemionkowym wywotano mieszaning heksan:eter
diizopropylowy (82:18, v:v), spryskano roztworem siarczanu miedzi, kwasu fosforowego metanolu i
ogrzano do 120°C.
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11.3.7. Zawartosc zwigzkow polarnych (TPC)

Analize zawartosci zwigzkéw polarnych przeprowadzono zgodnie z wczesniej opisang metodyka
(Kmiecik et al., 2018). Rozpuszczone w toluenie prébki ttuszczu rozdzielano na kolumnie
chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym. Frakcje niepolarng eluowano za pomocg
mieszaniny heksanu oraz eteru diizopropylowego (82:18, v:v) i zebrano na szalkach aluminiowych.
Otrzymang w ten sposéb frakcje niepolarng poddano odparowaniu w celu usuniecia rozpuszczalnika
i zwazono. Nastepnie zawartos¢ frakcji polarnej w prébkach oleju obliczono na podstawie rdznicy
masy probki i frakcji niepolarnej, jako udziat procentowy w prébce oleju.

11.3.8.Sktad i zawartos$¢ polimerow tricylogliceroli

Zawartos$¢ dimeréw TAG we frakcji polarnej okreslono zgodnie z wczesdniej opisang metodyka
(Kmiecik et al., 2018). Analize przeprowadzono stosujgc technike wysokosprawnej chromatografii
wykluczania (HPSEC) z zastosowaniem chromatografu cieczowego Infinity 1290 HPLC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) wyposazonego w detektor ELSD (Evaporative Light Scattering
Detector). Rozdziat analizowanych zwigzkéw wykonano za pomocg dwdéch potgczonych ze sobg
kolumn Phenogel (100 A i 500 A, 5 p, 300 x 7,8 mm) (Phenomenex, Torrance, Kalifornia, USA).
Temperatura pieca kolumn wynosita 30°C, temperatura detektora ELSD wynosita 30°C. Faza
ruchoma byt dichlorometanem (DCM) o przeptywie 1 ml/min.

11.4. Metody analizy statystycznej i opracowanie wynikéw

Proces ogrzewania przygotowanych mieszanek prowadzono réwnolegle, na dwéch niezaleznych
patelniach. Wszystkie analizy przeprowadzono w dwukrotnym powtdérzeniu. Wyniki dla préb
mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg srednimi z dwdch oznaczen + odchylenie
standardowe (SD). Wyniki dla préb ogrzanych wyrazono jako srednie z czterech oznaczen + SD.
Istotnos¢ statystyczng roznic miedzy srednimi okreslono z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA), przy zastosowaniu testu Tukeya (p<0,05). Przeprowadzono wielowymiarowga
analize statystyczna z zastosowaniem analizy gtéwnych sktadowych (PCA). Obliczenia oraz wykresy
wykonano w programach Statistica 13.3 i MS Excel 2019.
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12. Wyniki

12.1. Wyniki | etapu badan — mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z olejami
zimnottoczonymi o wysokiej zawartosci jednonienasyconych kwasow ttuszczowych

12.1.1. Profil kwasdéw ttuszczowych i liczba jodowa

Gtéwnymi kwasami ttuszczowymi w badanych prébach byty kwasy z rodziny C18:1, ktérych udziat
w nieogrzanych mieszankach i prébach kontrolnych wynosit od 65,56% (RZEP25%) do 69,71%
(KOL25%) oraz 66,61, 82,18 i 70,22% odpowiednio w RZEP100%, KOL100% i MOR100% (Tabela 4).
Drugim, trzecim, czwartym i pigtym w kolejnosci byty kwasy linolowy, linolenowy, palmitynowy i
stearynowy ktérych, udziat w mieszankach i prébach kontrolnych wynosit odpowiednio 15,96-
19,34%; 6,32-9,11%; 4,11-4,32% i 1,35-1,90%. taczny udziat pozostatych zidentyfikowanych kwaséw
nie przekraczat 2%. Najwyzszym stopniem nienasycenia okreslanym przez wartosc¢ liczby jodowej
sposréd préb nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych odznaczaty sie proby RAF (112,82) i rTBHQ
(112,69), natomiast najnizsza wartosc¢ tego parametru stwierdzono w prébie KOL100% (85,73).

Udziat wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych pod wptywem ogrzewania w 170 i 200°C
zmniejszyt sie we wszystkich prébach odpowiednio o 0,30-0,97% i 0,44-1,31% (Tabela 5). Z kolei
udziat jednonienasyconych zwiekszyt sie odpowiednio o 0,13-0,91% i 0,41-1,08%. We wszystkich
przypadkach réznice udziatéw PUFA i MUFA miedzy prébami nieogrzewanymi, prébami ogrzanymi
w 170 oraz w 200°C byty istotne statystycznie, z wyjatkiem préb rTBHQ. Udziat nasyconych kwaséw
ttuszczowych zwiekszyt sie pod wptywem ogrzewania w 170 i 200°C we wszystkich prébach
odpowiednio 0 0,01-0,08% i 0,20-0,23%. Pod tym wzgledem nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic miedzy prébami rTBHQ nieogrzanymi, ogrzanymi w 170 oraz 200°C. Jednoczesnie wykazano
istotne statystycznie rdznice miedzy wszystkimi probami MOR5%. Wsrdd pozostatych mieszanek,
proby ogrzane w 200°C rdznity sie istotnie statystycznie wzgledem préb nieogrzewanych i préb
ogrzanych w 170°C. Natomiast miedzy prébami nieogrzewanymi i prébami ogrzanymi w 170°C nie
zaobserwowano istotnych statycznie réznic.
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Tabela 4. Profil kwaséw ttuszczowych [%] w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MORS5% MOR25% MOR100%
nieogrzewane | 4,21+0,03aBC  4,20+0,04aABC 4,15+0,02aABC 4,20£0,00aABC  4,14+0,02AB  4,16+0,04aABC  4,32+0,03aD  4,72+0,00F 4,11+0,00aA  4,24%0,03aCD  4,43+0,01E
c16 170°C 4,220,02aABC  4,33+0,16aBC  4,20+0,02aAB  4,23+0,01aABC - 4,19+0,01aA  4,35%0,01aC - 4,15+0,02bA  4,25+0,01aABC -
200°C 4,32+0,03bA  4,3130,01aA  4,30:0,02bA  4,36+0,01bB - 4,29+0,01bA  4,44+0,01bD - 4,24+0,01cC  4,38+0,01bB -
nicogrzewane | 1,40+0,01aCD  1,42#0,02aAD  1,47:0,01aAB  1,50+0,00aB  1,67+0,02G 1,60£0,01aF  1,90+0,01aH 3,21+0,041  1,47#0,01aAB  1,35+0,01bC 1,06+0,00E
c18 170°C 1,41#0,01aB  1,43:0,03aB  1,48#0,01aA  1,50+0,01aA - 1,61#0,01aD  1,92+0,01abE - 1,50£0,01bA  1,35+0,01bC -
200°C 1,43+0,01aA  1,44+0,01aA  1,52#0,01bB  1,54+0,01bD - 1,6540,00bE  1,93+0,01bF - 1,51#0,00bB  1,38+0,01bC -
nicogrzewane | 65,36£0,03aA  65,34:0,03aA  65,86+0,02aC  65,56:0,01aB  66,61+0,05D  67,60:0,05aF  69,71+0,05aH  82,18+0,09]  67,12+0,08aE  67,97+0,06aG  70,22+0,01
c18:1 170°C 65,78+0,03bA  65,45+0,19aB  66,1540,06bC  65,83+0,05bA - 67,90+0,02bE  69,97+0,05bG - 67,49+0,06bD  68,30+0,06bF -
200°C 66,44+0,05cB  66,26+0,10bA  66,95+0,05cD  66,58+0,06cC - 68,60+0,03cF  70,74£0,05cH - 68,21+0,03cE  68,98+0,04cG -
nieogrzewane | 18,68+0,05cB  18,63+0,05bB  18,37+0,00cA  18,21+0,02cG  16,72+0,02E  17,53#0,01cF  15,96+0,01cD  7,83#0,02C  18,33+0,03cA  19,34+0,00cH  23,33%0,02
c18:2 170°C 18,47+0,03bD  18,92+0,24bE  18,20:0,02bA  18,08+0,03bA - 17,360,01bC  15,78+0,02bB - 18,09+0,02bA  19,14%0,02bF -
200°C 18,080,05aF  18,170,05aF  17,71#0,02aA  17,58+0,03aD - 16,91#0,02aC  15,31%0,02aB - 17,660,02aA  18,62%0,01aG -
nicogrzewane | 9,10#0,02cA  9,08+0,01aA  8,83#0,01cG  9,11#0,01cA  9,13:+0,00A  7,84+0,01cB  6,80+0,00cF 0,33+0,01D  7,85+0,04cB  6,32+0,01cE 0,07+0,00C
c18:3 170°C 8,89+0,02bA  8,44+0,76aA  8,65:0,02bA  8,94%0,02bA - 7,6740,01bC  6,66+0,02bB - 7,65£0,03bC  6,1620,02bB -
200°C 8,49+0,02aB  8,57+0,04aF  8,194#0,01aF  8,50+0,04aB - 7,30£0,02aA  6,28+0,02aD - 7,2740,01aA  5,85+0,01aC -
nicogrzewane | 1,25¢0,01aB  1,34+0,01aA  1,31#0,01aA  1,42+0,00aG 1,73+0,00C 1,26£0,01aB  1,31+0,00aA 1,720,02C 1,11#0,00aF  0,78+0,00aD  0,90+0,00E
inne 170°C 1,23#0,02aAC  1,430,15aC  1,32+0,02aAB  1,42+0,01aC - 1,2740,01aAC  1,32+0,01aAB - 1,1240,02aC  0,79£0,01aD -
200°C 1,25#0,02aA  1,25¢0,01aA  1,33+0,01aE  1,44%0,02aF - 1,25¢0,01aA  1,2940,02aD - 1,11#0,01aC  0,80+0,01aB -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP100% - zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
nasion kolendry; KOL25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% - zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego
i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z pestek moreli; MOR100% - zimnottoczony olej z pestek moreli; inne - C14:0, C16:1, C20:0,
€20:1, €22:0, C22:1. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjéciowych sa $rednimi z dwéch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sa $rednimi z czterech oznaczer: + SD. Srednie w tej samej

kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami. Srednie w tym samym wierszu, po ktdrych nastepuja rézne duze litery, wskazuja na
istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami
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Tabela 5. Udziaty nasyconych, jednonienasyconych i wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych [%] oraz wartosci obliczonej liczby jodowej w wysokojednonienasyconych olejach
zimnottoczonych, w ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MORS5% MOR25% MOR100%
nieogrzewane | 6,31%#0,03aA  6,3740,07aAB  6,36+0,03aAB 6,43+0,00aABC  6,53+0,04C  6,45:0,04aBC  6,93+0,03aG  8,89+0,04H  6,16+0,01aF  591+0,04aE  5,6340,01D
SFA 170°C 6,31+0,04aAC  6,57+0,27aB  6,42+0,03aABC 6,46+0,01aAB - 6,49+0,02aAB  6,98£0,02aE - 6,23+0,04bC  5,93+0,03aD -
200°C 6,44+0,05bA  6,45:0,01aA  6,5840,03bB  6,66+0,02bC - 6,630,01bBC  7,08£0,03bF - 6,33#0,01cE  6,09+0,02bD -
nieogrzewane | 65,73#0,03aA  65,720,03aA  66,24:0,01aB  65,89+0,00aA  66,81+0,05C  68,0240,04aF  70,16+0,04aG  82,92#0,08] 67,52+0,07aD  68,37+0,05aF  70,96+0,01H
MUFA 170°C 66,14+0,02bA  65,85%0,21aB  66,530,06bC  66,16+0,05bA - 68,32+0,02bE  70,420,05bG - 67,89+0,06bD  68,70+0,06bF -
200°C 66,80+0,04cA  66,63+0,09bB  67,3240,05cC  66,91+0,06cA - 69,00+0,03cE  71,17+0,06cG - 68,59+0,02cD  69,37+0,04cF -
nicogrzewane | 27,78+0,07cC  27,71#0,04bD  27,2030,01cE  27,32#0,01cF  25,86+0,02A  25,37+0,01cG  22,76x0,01cH  8,16%0,03B  26,18+0,07cl  25,66%0,01cA  23,39+0,02B
PUFA 170°C 27,36+0,04bC  27,36+0,51abC  26,85+0,04bC 27,03+0,05bAC - 25,03+0,01bB  22,44+0,04bD - 25,74%0,04bE  25,30+0,04bB -
200°C 26,57+0,07aG  26,74+0,09aH  25,90+0,03aE  26,08+0,07aF - 24,210,03aB  21,60+0,04aA - 24,93+0,03aD  24,47+0,02aC -
nieogrzewane |112,82+0,10cA 112,69+0,09aA 112,04+0,01cl 112,31+0,01c) 110,91+0,01H 109,49+0,01cF  105,89+0,02cD  85,73+0,00B 110,45%0,09cG 108,89+0,01cE  101,66+0,02C
jg;f::a 170°C 112,2740,08bA 111,65+1,35aA 111,52+0,06bA 111,88+0,07bA - 109,01+0,02bBC  105,43+0,05bD - 109,84+0,06bC 108,43+0,04bB -
200°C 111,11#0,12aG 111,33+0,12aH 110,14+0,03aE 110,50+0,10aF - 107,84%0,05aC  104,28+0,04aA - 108,72+0,04aD 107,28+0,02aB -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP100% - zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
nasion kolendry; KOL25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% - zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego
i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z pestek moreli; MOR100% - zimnottoczony olej z pestek moreli; SFA - nasycone kwasy
ttuszczowe; MUFA - jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA - wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejow wyjsciowych sg srednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci
dla préb ogrzanych sg $rednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazuja na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami. Srednie
w tym samym wierszu, po ktérych nastepujg rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami
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12.1.2. Zawartosc¢ tokochromanoli oraz ich stabilnos¢ podczas ogrzewania

Wsrdd nieogrzanych mieszanek, préb kontrolnych oraz olejow zimnottoczonych (Tabela 6)
najwyzszg zawartoscig tokochromanoli odznaczaty sie préby RAF (70,45 mg/100g oleju) i rTBHQ
(69,24 mg/100g oleju). Dominujgcymi homologami byty y-tokoferol, z najwyzszg zawartoscig w
prébach MOR100% (54,30 mg/100g oleju) i MOR25% (36,72 mg/100g oleju) oraz a-tokoferol z
najwyzszg zawartoscig w prébach KOL100% (50,68 mg/100g oleju) i KOL25% (36,66 mg/100g oleju).
W prébie MOR100% odnotowano najwyzszg zawartos¢ 6-tokoferolu (1,65 mg/100g oleju), a w
KOL100% B-tokoferolu (1,39 mg/100g oleju). W oleju z nasion kolendry (KOL100%) oraz jego
mieszankach KOL5% i KOL25% stwierdzono takze obecnos¢ tokotrienoli. Ich gtéwnym homologiem
byt y-tokotrienol, ktérego zawartos¢ wynosita odpowiednio 3,07; 0,72 i 0,15 mg/100g oleju.

Stabilnos¢ tokochromanoli oraz poszczegdlnych homologéw podczas ogrzewania
zaprezentowano na Rys. 14, Rys. 15, Rys. 16 oraz Rys. 17. Podczas ogrzewania w 170°C najwyzszg
stabilnoscig tokochromanoli oraz poszczegdlnych homologdw charakteryzowata sie préba rTBHQ.
Wsrdd pozostatych préb, najmniejsze straty tokochromanoli, y-tokoferolu oraz PC-8 odnotowano w
prébach RZEP5% (pozostato odpowiednio 25,01; 62,77 i 60,14% poczatkowe]j zawartosci) i RZEP25%
(pozostato odpowiednio 39,75; 50,47 i 54,67% poczatkowej zawartosci). Ponadto B- i d-tokoferol
byty bardziej stabilne w prébie RZEP25% niz w prébie RAF. Natomiast w mieszankach z dodatkiem
olejow zimnottoczonych z nasion kolendry oraz pestek moreli wszystkie homologi tokoferoli
wykazywaty nizszg lub poréwnywalng stabilnos¢ wzgledem préby RAF.

W prébach rTBHQ, RAF oraz RZEP5% ogrzewanych w 200°C pozostato odpowiednio 18,04; 13,98
i 12,89% poczatkowej zawartosci tokochromanoli. W pozostatych préobach koncowa zawartosé
tokochromanoli po ogrzewaniu spadfa ponizej 10% ich poczatkowej zawartosci. Ponadto préby
rTBHQ, RAF oraz RZEP5% oznaczaty sie najwyzszg stabilnoscia y-tokoferolu oraz PC-8. W KOL5%,
MOR5% i MOR25% ogrzewanie w 200°C spodobato degradacje a- i B-tokoferolu do poziomu ponizej
granicy wykrywalnosci.
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Tabela 6. Zawartos¢ tokochromanoli oraz poszczegdinych homologéw [mg/100g oleju] w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz ich nieogrzanych i ogrzanych

mieszankach
RAF rTBHQ RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MOR5% MOR25% MOR100%
a-tokoferol 30,700,058  30,18+0,48B  25,20:0,23A  28,18+0,11E 26,41+0,24A 29,610,458 36,66+0,48F  50,68+0,49G  25,45:0,12A 20,76+0,28D  1,6620,00C
B-tokoferol 0,13+0,03AB 0,16+0,02A 0,05+0,01AB 0,15+0,05AB 0,09+0,01AB 0,19+0,01A 0,43+0,05C 1,39+0,08D 0,11+0,03AB 0,06+0,01AB n/w
y-tokoferol 33,58+0,09B  32,78+0,95AB  24,15+0,16D  31,78+0,26AC  32,84+0,25AB 31,23+0,22C 25,38+0,06D 0,59+0,08E 32,63+0,13ABC 36,72+0,18F 54,3+0,55G
o-tokoferol 0,69+0,06AB 0,74+0,02AB 0,83+0,04BC 0,68+0,04AB 0,73+0,05AB 0,93+0,06C 1,26+0,04E 0,14+0,02D 0,64+0,03A 0,92+0,04C 1,65+0,01F
PC-8 5,36+0,04D 5,37+0,03CD 3,60+0,08G 4,79+0,19BE 3,73+0,23AB 4,41+0,02CE 4,00+0,07CD n/w 4,33+0,06AB 3,7940,09A n/w
a-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w 0,04+0,01A 0,150,008 0,33+0,01C n/w n/w n/w
B-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w 0,10+0,01A 0,08+0,00A 0,89+0,098B n/w n/w n/w
y-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w 0,15+0,00A 0,72+0,01B 3,07+0,08C n/w n/w n/w
9-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,08+0,00A 0,86+0,02B n/w n/w n/w
suma tokochromanoli | 70,45+0,13D  69,24+1,39CD  53,82+0,33G  65,56%0,43BF 63,8+0,78AB 66,65+0,77CF  68,75+0,37CD  57,92+0,88E 63,16+0,36AB 62,24+0,13A 57,61+0,54E

RAF —rafinowany olej rzepakowy; rTlBHQ — rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP100% — zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
nasion kolendry; KOL25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% — zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego
i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z pestek moreli; MOR100% — zimnottoczony olej z pestek moreli; PC-8 — plastochromanol-8;
n/w — nie wykryto; wartosci sg srednimi z dwdch oznaczen + SD; $rednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami
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Rys. 14. Wykresy stabilnosci a-tokoferolu (A) i 3-tokoferolu (B) w mieszankach olejow zimnottoczonych oraz w prébach kontrolnych podczas ogrzewania w 170 i 200°C; I.
rafinowany olej rzepakowy i rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem TBHQ; Il. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; Ill. mieszanki z dodatkiem
5 oraz 25% zimnottoczonego oleju z nasion kolendry; IV. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnotfoczonego oleju z pestek moreli
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Rys. 15. Wykresy stabilnosci y-tokoferolu (A) i 0-tokoferolu (B) w mieszankach olejéw zimnottoczonych oraz w probach kontrolnych podczas ogrzewania w 170 i 200°C; I.
rafinowany olej rzepakowy i rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem TBHQ; Il. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; Ill. mieszanki z dodatkiem
5 oraz 25% zimnottoczonego oleju z nasion kolendry; IV. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnotfoczonego oleju z pestek moreli
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Rys. 16. Wykresy stabilnosci PC-8 (A) i a-tokotrienolu (B), 3-tokotrienolu (C), y-tokotrienolu (D), d-tokotrienolu (E) w mieszankach olejow zimnottoczonych oraz w probach
kontrolnych podczas ogrzewania w 170 i 200°C; |I. rafinowany olej rzepakowy i rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem TBHQ; Il. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; Ill. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnotfoczonego oleju z nasion kolendry; IV. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnotfoczonego
oleju z pestek moreli
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Rys. 17. Wykresy stabilnosci tokochromanoli w mieszankach olejow zimnottoczonych podczas ogrzewania w
170 i 200°C; I. rafinowany olej rzepakowy i rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem TBHQ; Il. mieszanki z
dodatkiem 5 oraz 25% zimnotfoczonego oleju rzepakowego; Ill. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25%
zimnottoczonego oleju z nasion kolendry; IV. mieszanki z dodatkiem 5 oraz 25% zimnotfoczonego oleju z pestek
moreli
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12.1.3. Zawartosc fitosteroli oraz ich stabilnos¢ podczas ogrzewania

Zawartosc fitosteroli w olejach wyjsciowych zawierata sie w granicach od 245,97 (dla MOR100%)
do 500,97 mg/100g oleju (dla RZEP100%) (Tabela 7). W nieogrzewanych mieszankach oraz prébach
kontrolnych wahata sie w granicach od 425,65 (dla MOR25%) do 498,05 mg/100g oleju (dla
RZEP5%). We wszystkich nieogrzewanych mieszankach oraz prébach kontrolnych dominujgcymi
fitosterolami byty PB-sitosterol (232,69-248,84 mg/100g oleju) i kampesterol (136,5-175,14
mg/100g oleju), ktére tacznie stanowity od 81,85-86,74% catkowitej zawartosci fitosteroli.
Brassikasterol byt trzecim fitosterolem pod wzgledem zawartosci (43,61-72,85 mg/100g oleju). Jego
wystepowanie stwierdzono w prébach kontrolnych oraz w mieszankach, natomiast nie
zidentyfikowano go w olejach wyjsciowych. We wszystkich prébach kontrolnych, mieszankach oraz
olejach wyjsciowych stwierdzono wystepowanie kampestanolu. Jego najwyzszg zawartoscia
odznaczata sie proba KOL100% (5,57 mg/100g oleju), jednak nie rdznita sie ona statystycznie istotnie
od proby RAF. We wszystkich préobach kontrolnych, mieszankach oraz olejach wyjsciowych wykryto
réwniez AS-awenasterol. Jego najwyzsza zawartoscig charakteryzowaty sie préby MOR100% (22,40
mg/100g oleju co stanowito ponad cztery razy wiecej niz w prébie RAF) oraz KOL100% (10,55
mg/100g co stanowito ponad dwa razy wiecej niz w probie RAF). W prébach KOL5%, KOL25%,
KOL100% i MOR100% stwierdzano réwniez wystepowanie A’-awenasterolu oraz A’-stigmasterolu.
Proby KOL5%, KOL25%, KOL100% wyrdzniaty sie zawartoscig stigmasterolu. Natomiast
citrostadienol wykrto jedynie w prébach KOL25% i KOL100%.

Pod wptywem ogrzewania w 170 i 200°C nie odnotowano zmian w zawartosci dwdch gtéwnych
fitosteroli, B-sitosterolu i kampesterolu lub byty one niewielkie i nieistotne statystyczne. Wyjatek
stanowita préba rTBHQ ogrzana w 200°C, w ktérej zawartosci B-sitosterolu i kampesterolu réznity
sie istotnie statycznie w wzgledem préby nieogrzanej. Ogrzewanie w 170 i 200°C w wiekszosci
przypadkéw spowodowato nieznaczne obnizenie zawartosci fitosteroli. W prébach ogrzanych w
170°C najwiekszy spadek zanotowano w prébie RZEP25% (o 3,99% poczatkowe]j zawartosci) oraz
wsréd préb ogrzanych w 200°C w probie RZEP5% (o 6,49% poczatkowej zawartosci). Jednak nie byty
to zmiany istotne statycznie, z wyjatkiem préby RZEP25% ogrzanej w 170°C oraz préb rTBHQ i
RZEP5% ogrzanych w 200°C. Najmniej stabilnym fitosterolem zaréwno podczas ogrzewania w 170°C
jak i w 200°C okazat sie A’-stigmasterol.
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Tabela 7. Zawartos¢ fitosteroli [mg/100 oleju] w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MORS5% MOR25% MOR100%
';';‘;iz 72,85+1,05bD 62,94+0,56aA  63,05:0,10aA  62,33+588A  57,63%2,57aAB 49,99:0,77aBC n/w 54,42+2,46aAB  43,61+1,43aC n/w
brassikasterol 170°c | 60,47+1,90aA 60,94+3,54aA  60,58+0,59aA - 61,36:0,79aA  52,08+5,02aB - 65,29+4,64aA  47,88+1,27aB -
200°C | 57,99+0,82aAB  54,45+1,69bAB 57,88+0,25aAB  59,06+3,69aAB - 61,05+2,00aB  51,87+7,94aAB - 58,89+4,51aAB  49,84+5,40aA -

';'vaiZ 165,07¢5,19aA 171,08+4,14bA 175,14+0,34aA 170,81%2,44bA 171,73+3,10A 168,11%7,97aA 149,21+578aCD 26,680,488 161,81#3,07aAD 136,50,25aC  14,26+1,46B
kampesterol  170°C |166,07+3,69aAC 174,27+1,88aC 163,34+0,58aAB - 159,79+5,88aAB 149,86+3,70aD - 154,59+4,71aBD 137,07+2,63aE -
200°C | 165,85+7,90aA 162,59+2,21aAB 164,44+5,88aAB 166,73+1,77abA - 157,12+4,61aAB 143,00£3,50aCD - 150,53+5,76aBD  130,95+6,21aC -

Z'i‘;gnf 3,91+0,51aAB 4,94+0,38aA  5,46:0,45aA  523+1,18A  4,4+0,23aAB  4,5240,38aAB  5,57:0,38A  4,040,42aAB  3,89:0,81aAB  2,25:0,84B
kampestanol 170°c | 3,15+2,74aA 5,2240,35aA  5,2610,42aA - 4,25:0,47aA  4,7410,63aA - 4,32#0,30aA  3,940,57aA -
200°C | 4,14+0,25aA 4,93:0,52aA  4,81+0,67aA - 4,03+0,25aA  5,09+1,26aA - 4,39:0,66aA  4,12+0,82aA -
';';‘;iz n/w n/w n/w n/w 3,3240,26aA  7,94%0,39aB  25,93:0,11C n/w n/w n/w
stigmasterol  170°c n/w n/w n/w - 2,68+0,25aA 8,17+0,24aB - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w - 2,91+0,38aA 7,82+0,73aB - n/w n/w -

r:;‘;ir: 238,88+4,79aA  244,02+6,99aA 248,84+1,40abA 244,34:8,01aA  251,13#535A 241,38+7,61aA 234,15:8,67aA  129,2+0,31B  233,32#4,07aA 232,69:0,99aA  200,67+1,67C
R-sitosterol  170°C |235,31+6,94aAB 248,80+4,67bC 235,43+1,42aAB - 231,786,21aAB 233,8516,47aAB - 224,893,36aA 232,01+3,16aAB -
200°C | 238,5¢11,65aA 232,98+2,17bA 233,29+7,11aA  238,90+4,15aA - 228,36+7,29aA 222,443 44aA - 221,29+7,52aA  220,92+7,23aA -

';':Iziz 4,98+0,07aA 6,2040,48aA  6,40:0,46aAB 10,553,208  5,28:0,81aA  6,92:0,26aAB  6,10:0,25A  5,14+0,05aA  8,96:0,48aAB  22,40:0,02C
awe::;tem, 170°C | 5,60£0,08aAB 6,00+0,44aAB  5,87+0,43aAB - 5,91+0,82aAB  6,47+0,58aB - 6,00£0,31bAB  9,25+0,33aC -
200°C | 5,54+0,41aA 5,330,21aA  5,70£0,69aA - 5,54+0,67aA  5,990,26aA - 5,48+0,24abA  8,71%0,31aB -

r;';‘;iz n/w n/w n/w n/w 3,99£026aB  5710,65aC  30,73%0,25C n/w n/w 2,76£0,02A
stigmAz:;terol 170°C n/w n/w n/w - 3,00+0,95abB 6,06+0,43aC - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w - 2,10+0,26bB 6,75+1,55aC - n/w n/w -
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aAB

RAF rTBHQ RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MOR5% MOR25% MOR100%
nieogrz
ewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w 5,69+0,08aB  15,73+1,25C n/w n/w 3,63+0,77A
a’-
awenasterol 170°C n/w n/w n/w n/w - n/w 5,70+0,57a - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w 5,01+0,37a - n/w n/w -
nieogrz
ewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w 4,24+0,09aA  15,25+0,01B n/w n/w n/w
citrostadienol 179°c n/w n/w n/w n/w - n/w 4,33+0,73a - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w 4,17+0,52a - n/w n/w -
i + +
r;lveinZ 485,68+11,61aAB 487'1)1_;3'54 498,05+1,28bA 490'(:)6A_Bl0'56 500,9715,66A 484,11+12,5aAB 468,38+16,9aAB 255,20+1,4D 458,74+9,98aBC 425,65+1,97aC 245,97+1,39D
+
fit(s)l;:::iloli 170°C 470,6+13,27aAB  475,85+5,40bAB 495,31+5,67bB 470,48+1,34aAB 468'731_;4'72 471,27+13,5aAB - 454,01+10,15aAC 430,14+7,08aC -
o 452,13+17,68
200°C 472,01+20,96aA 460,15+5,21aA 465,88+13,31aA 475,20+3,23abA - 461,11+10,56aA - 440,57+17,49aAB 414,53+18,57aB -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP100% - zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
nasion kolendry; KOL25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% - zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego
i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z pestek moreli; MOR100% - zimnottoczony olej z pestek moreli; n/w — nie wykryto. Wartosci
dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjéciowych sa $rednimi z dwdéch oznaczer + SD. Wartosci dla préb ogrzanych s $rednimi z czterech oznaczer + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego fitosterolu,
po ktérych nastepujg rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami; srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepujg rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy

prébkami
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12.1.4. Wptyw ogrzewania na zawartos¢ zwigzkéw polarnych (TPC)

Wyniki  analizy = zawartosci  zwigzkéw  polarnych  (TPC) w  mieszankach  z
wysokojednonienasyconymi olejami zimnottoczonymi zaprezentowano na Rys. 18. W prébach
nieogrzewanych mieszanek i prébach kontrolnych zawarto$¢ TPC wynosita od 2,04 do 4,65% i nie
stwierdzono miedzy nimi istotnych statystycznie rdinic. Zawartos¢ TPC w prébach olejéw
wyjsciowych wynosita od 4,10-6,07% i rowniez nie stwierdzono miedzy nimi istotnych statystycznie
réznic. Zawarto$¢ TPC w zadnej z mieszanek ogrzanych w 170°C nie przekroczyta 5% z wyjgtkiem
proby MOR25%. Natomiast w mieszankach ogrzanych w 200°C zawartos¢ TPC nie przekroczyta 11%
z wyjatkiem préby MOR5%. Najwyzszg zawartos$cig TPC zaréwno wsrdd proby ogrzanych w 170°C
jak i w 200°C odznaczaty sie préby oleju rafinowanego bez dodatkéw (RAF) (odpowiednio 7,78 i
12,34%). W probach RAF stwierdzono réwniez najwyzszy przyrost zawartosci TPC pod wptywem
ogrzewania w obu temperaturach (odpowiednio o 5,47 i 10,03%). Préby rTBHQ charakteryzowaty
sie drugim w kolejnosci najwyzszym przyrostem zawartos¢ TPC w tych samych warunkach
(odpowiednio o 2,98 i 9,20%). Z kolei préba MOR5% odznaczata sie najnizszg zawartoscig TPC
(3,11%) oraz najmniejszym przyrostem tego parametru (o 0,17%) w temperaturze 170°C. Wsréd
préb ogrzanych w 200°C najnizszy poziom TPC odnotowano w prébie RZEP5% (8,45%), natomiast
najnizszy jej przyrost w probie MOR25% (o 5,71%). Stwierdzono, ze préby RAF nieogrzewana oraz
ogrzane w 170 i 200°C rdznity sie miedzy sobg istotnie statystycznie. Wystepowanie istotnych
statystycznie rdznic stwierdzono takze miedzy probami rTBHQ. W pozostatych grupach nie
wykazano istotnych statystycznie réznic miedzy nieogrzanymi i ogrzanymi w 170°C mieszankach
tego samego rodzaju. Mieszanki ogrzane w 200°C rdznity sie istotnie statystycznie od nieogrzanych
i ogrzanych w 170°C mieszanek tego samego rodzaju.
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Rys. 18. Zawartosc¢ zwigzkow polarnych (TCP); a) w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz
ich nieogrzanych mieszankach b) w mieszankach ogrzanych w 170°C oraz c) w mieszankach ogrzanych w 200°C
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12.1.5.Wptyw ogrzewania na zawartos¢ utlenionych monomeréw (oxTAG) oraz
dimeroéw triacylogliceroli

Wyniki analizy zawartosci oxTAG w mieszankach z wysokojednonienasyconymi olejami
zimnottoczonymi zaprezentowano na Rys. 19. Zawartos¢ oxTAG w prdébach nieogrzewanych
wynosita od 18,20 do 43,28 mg/g oleju, natomiast w olejach wyjsciowych od 40,29 do 56,76 mg/g
oleju. Sposréd prob ogrzanych w 170°C najwyzszg zawarto$¢ oxTAG odnotowano w prébach RAF
(75,84 mg/g oleju) i MOR25% (61,84 mg/g oleju). Préba RAF rdznita sie istotnie statycznie od
pozostatych, z wyjatkiem préby MOR25%. Natomiast najnizszg zawarto$¢ oxTAG stwierdzono w
prébach MOR5% (29,04 mg/g oleju) i RZEP5% (34,80 mg/g oleju). Pozostate préby charakteryzowaty
sie zblizong zawartoscig oxTAG w przedziale od 41,14 do 49,06 mg/g oleju. Natomiast w prébach
ogrzanych w 200°C najwyzszg zawartoscig oxTAG charakteryzowata sie préba RAF (113,77 mg/g
oleju) i réznita sie ona istotnie statystycznie od préoby RZEP5% z najnizszg zawartoscig oxTAG (73,20

mg/g oleju) oraz dwdch innych préb KOL5% i KOL25%.

Wyniki analizy dimeréw w mieszankach z wysokojednonienasyconymi olejami zimnottoczonymi
zaprezentowano na Rys. 20. Wystepowanie dimerdw stwierdzono jedynie w prébach ogrzanych w
temperaturze 200°C. Ich zawarto$¢ powyzej 10 mg/g oleju obserwowano w préobach RAF, rTBHQ
oraz RZEP25%. Wynosity one odpowiednio 10,51; 10,44; 10,55 mg/g oleju. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic miedzy tymi trzema prébami a pozostatymi, z wyjatkiem préby
KOL25% o najnizszej zawartosci dimeréw na poziomie 6,11 mg/g oleju. Stanowito to ponizej 59%
zawartosci tych zwigzkéw w prébie RAF. W czterech pozostatych prébach zawartos¢ dimeréw
miescita sie w zakresie od 7,20-8,91 mg/g oleju.
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Rys. 19. Zawartos¢ monomerdow utlenionych TAG (oxTAG) a) w wysokojednonienasyconych olejach

zimnottoczonych oraz ich nieogrzanych mieszankach; b) w mieszankach ogrzanych w 170°C oraz c) w

mieszankach ogrzanych w 200°C
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Rys. 20. Zawartos¢ dimerow TAG w mieszankach z wysokojednonienasyconymi olejami zimnottoczonymi
ogrzanych w 200°C
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12.1.6. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA)

Analiza gtdwnych sktadowych pokazata, ze pierwsza i druga sktadowa objasniajg tgcznie 85,86%
wariancji wynikéw w | etapie badan(Rys. 21). Na podstawie projekcji parametrow na ptaszczyzne
stwierdzono, ze pierwsza z gtéwnych sktadowych charakteryzuje zmiennos$¢ zwigzang z profilem
kwasow ttuszczowych, poniewaz byta ujemnie skorelowana z zawartoscig MUFA (-0,973) i SFA (-
0,761) oraz dodatnio skorelowana z zawartoscig PUFA (0,971) i wartoscia liczby jodowej (0,973).
Natomiast druga sktadowa byta zwigzana ze stopniem degradacji mieszanek olejéw, poniewaz byta
ujemnie skorelowana z zawartoscig zwigzkéw polarnych (-0,935), oxTAG (-0,923) oraz dimeréw (-
0,922) i dodatnio skorelowana z zawartoscig tokochromanoli (0,852).

Projekcja préb na ptaszczyzne uwidocznita, ze proby roztozyty sie wzdtuz osi y (przypisanej do
drugiej sktadowej) zaczynajac od préb nieogrzanych, nastepnie umiejscowity sie proby ogrzane w
170°C, i po drugiej stronie osi y znalazty sie préby ogrzane w 200°C. Z kolei wzdtuz osi x (przypisanej
do pierwszej sktadowej) préby roztozyly sie zaczynajac od prob o najwyzej zawartosci PUFA i
wartosci liczby jodowej (nieogrzane préby RAF i rTBHQ). Nastepnie w srodkowej czesci osi x znalazty
sie proby o posrednim sktadzie (KOL25% nieogrzana, KOL25% ogrzane w 170°C oraz MOR100%). Po
drugiej stronie osi x, w duzym oddaleniu od pozostatych, umiejscowita sie préba KOL100%, co
wynikato z bardzo wysokiej zawartosci MUFA.

W projekcji prob na ptaszczyzne wyrdzniono trzy odrebne klastry. Pierwszy z nich grupuje
wiekszos¢ préb nieogrzanych i ogrzanych w 170°C (kolor zielony). W drugim klastrze znalazty sie
préby MOR100%, KOL25% nieogrzana oraz KOL25% ogrzana w 170°C (kolor z6tty). Trzeci klaster
(kolor czerwony) obejmowat proby ogrzane w 200°C. Nalezy zauwazyé, ze proby ogrzane w 200°C
znajdowaty sie w duzym oddaleniu od pozostatych. Wskazuje to na znacznie wieksze zréznicowanie
miedzy prébami nieogrzanymi i ogrzanymi w 200°C, niz miedzy prébami nieogrzanymi i ogrzanymi
w 170°C.
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Rys. 21. Analiza gtownych sktadowych w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz ich
nieogrzanych i ogrzewanych mieszankach a) rzut parametrow na ptaszczyzne b) rzut prob na ptaszczyzne (NOG
— proby nieogrzewane, SFA - nasycone kwasy ttuszczowe; MUFA - jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA
- wielonienasycone kwasy ttuszczowe)
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12.2. Wyniki 1l etapu badan — mieszanki rafinowanego oleju rzepakowego z olejami
pozyskanymi metodg ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym (SFE)

12.2.1. Profil kwaséw ttuszczowych i liczba jodowa

W nieogrzewanych mieszankach, prébach kontrolnych oraz prébie oleju z tubinu SFE (tSFE100%)
dominujgcy udziat miat kwas oleinowy (59,03-67,12%), a nastepnie kwas linolowy (15,60 -25,92%)
(Tabela 8). W prébie oleju z czarnuszki SFE (CSFE100%) porzadek ten miat odwrotng kolejnos¢ -
przewazat kwas linolowy (57,69%), a po nim kwas oleinowy (24,84%). Trzecim kwasem pod
wzgledem udziatu we wszystkich prébach byt kwas linolenowy (6,67-13,39%), z wyjgtkiem préby
CSFE100%, w ktérej pozycje ta zajmowat kwas palmitynowy (11,45%). Udziat kwasu stearynowego
miescit sie w granicach od 1,55% (dla rTBHQ) do 2,84% (dla CSFE100%). Zidentyfikowano takze inne
kwasy i nalezaty do nich kwas mistyrynowy, oleopalmitynowy, eikozadienowy oraz behenowy. Ich
faczny udziat w nieogrzewanych mieszankach oraz prébach kontrolnych nie przekroczyt 1,10%,
natomiast w prébach tSFE100% i CSFE100% wynosit odpowiednio 3,26 i 2,67%. W przypadku préby
tSFE100% wynikato to z zawartosci kwasu behenowego, a w przypadku proby CSFE100% z
zawartosci kwasu eikozadienowego. We wszystkich probach przewazaty kwasy MUFA (59,18-
67,28%), z wyjagtkiem préby CSFE100%, w ktorej gtdéwny udziat miaty kwasy PUFA (60,59%) (Tabela
9). Najwyzszym udziatem SFA odznaczata sie proba CSFE100% (14,43%). Poziom nienasycenia
okreslany obliczong wartoscig liczby jodowej dla nieogrzewanych mieszanek, préb kontrolnych oraz
olejow wyjsciowych miescit sie w zakresie od 110,86 do 113,82 i uktadat sie w nastepujgacym
porzagdku £SFE5% < CSFE5% < rTBHQ < RAF < £SFE25% < tSFE100% < CSFE100%. Pod wzgledem
wartosci liczby jodowej nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic miedzy nieogrzanymi
probami RAF, rTBHQ, tSFE25% oraz CSFE5%. Pozostate proby tSFE5%, £tSFE100%, CSFE25% oraz
CSFE25% rdznity sie miedzy sobg istotnie statycznie.

Ogrzewanie w 170 200°C spowodowato obnizenie udziatu PUFA oraz zwiekszenie udziatu MUFA
i SFA. W prébach ogrzanych w 170°C najmniejszy spadek udziatu PUFA zaobserwowano w prdobie
LSFE5%. Préby rTBHQ, CSFE5% i tSFE25% odznaczaty sie mniejszym spadkiem PUFA w poréwnaniu
do préby RAF. Wsrdd préb ogrzanych w 200°C najwiekszg stabilnoscig PUFA odznaczaty sie préby
£SFE5% i tSFE25%. Najwiekszy wzrost udziatu SFA i MUFA w pod wptywem ogrzewania w 170°C
stwierdzono odpowiednio w prébach RAF i CSFE25%, a pod wptywem ogrzewania w 200°C
odpowiednio w prébach rTBHQ i CSFE5%. Zanotowano takze spadek wartosci liczby jodowej, ktory
w prébach ogrzanych w 170°C wynosit od 0,13 (dla £tSFE5%) do 1,07 (dla CSFE25%), a w prébach
ogrzanych w 200°C od 0,75 (dla tSFE25%) do 2,45 (dla RAF). Wszystkie préby ogrzane w 200°C
roznity sie statystycznie istotnie w poréwnaniu do préby nieogrzewanej pod wzgledem wartosci
liczby jodowej. Wsrdd préb ogrzanych w 170°C takie rdznice stwierdzono jedynie w prébach RAF,
£SFE25% i CSFE25%.
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Tabela 8. Profil kwaséw ttuszczowych [%] w olejach SFE oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ ESFE5% ESFE25% ESFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%
nieogrzewane 4,29+0,02aA 4,28+0,00aA 4,43+0,01abC 4,68+0,02aB 6,07+0,04E 4,59+0,05abB 5,62+0,02aD 11,45+0,02F
C16:0 170°C 4,36+0,01bA 4,29+0,05aA 4,40+0,02aA 4,66+0,02aB - 4,61+0,06aB 5,69+0,13aC -
200°C 4,48+0,01cA 4,51+0,01bA 4,48+0,03bA 4,68+0,01aA - 4,71+0,02bA 5,84+0,07aB -
nieogrzewane 1,56£0,02aB 1,55£0,03aB 1,66£0,01aA 1,6740,01aA 1,9240,01C 1,68+0,03aA 1,86£0,01aC 2,84+0,04D
c18:0 170°C 1,63+0,01bAB 1,60£0,02bA 1,6340,03aAB 1,66£0,01aBC - 1,69+0,02aC 1,88+0,03aD -
200°C 1,68+0,01cA 1,70£0,01cA 1,6740,01aA 1,6740,00aA - 1,7240,03aA 1,94%0,02bB -
nieogrzewane | 67,02+0,01aA 67,12+0,05aA 66,84+0,05aA 65,60+0,02aB 59,84+0,08F 65,60+0,23aB 59,03+0,11aD 24,84+0,17C
c18:1 170°C 67,44+0,02bA 67,17+0,04aA 67,07+0,03aA 65,86+0,05bB - 65,81+0,10abB 59,84+0,49abC -
200°C 68,41+0,02cA 68,17+0,04bA 67,66+0,04aA 66,09+0,07cA - 67,04+0,05bA 60,17+0,09bB -
nieogrzewane | 18,42+0,04aA 18,46+0,01aA 18,15+0,02aD 17,7740,01aC 15,60+0,04B 19,74#0,05aE 25,92+0,05aF 57,69+0,15G
c18:2 170°C 18,15+0,01bA 18,38+0,03bA 18,1240,04aA 17,71#0,03aB - 19,640,10aC 25,28+0,30bD -
200°C 17,57+0,02cA 17,6240,02cA 17,7740,02bA 17,59+0,06bA - 18,82+0,06bA 24,94+0,04bB -
nieogrzewane 8,25+0,00aA 8,18+0,02aA 8,32+0,02aA 9,21#0,01aE 13,39+0,13F 7,83+0,08aD 6,67+0,01aC 0,51+0,03B
83 170°C 7,98+0,02bC 8,13+0,02aD 8,22+0,03bE 9,04+0,04bF - 7,74+0,04aB 6,41+0,03bA -
200°C 7,42+0,01cAB 7,55+0,01bAB 7,87+0,03cB 8,89+0,04cD - 7,11+0,02bA 6,19+0,02cC -
e nieogrzewane 0,45+0,01aA 0,41%0,01aA 0,59+0,01aB 1,0740,01aD 3,26+0,01F 0,58+0,03aB 0,90+0,02aC 2,67+0,03E
170°C 0,44+0,01aA 0,42+0,02aA 0,56+0,01aB 1,0740,02aD - 0,58+0,03aB 0,89+0,05aC -
200°C 0,44+0,01aA 0,48+0,01bA 0,56+0,01aA 1,08£0,02aC - 0,56+0,01aA 0,92+0,02aB -

RAF — rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ — rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE;
£SFE25% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; £SFE100% — olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion
czarnuszki SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion czarnuszki SFE; CSFE100% — olej nasion czarnuszki SFE; inne - C14:0, C16:1, C20:2, C22:0. Wartosci dla préb
mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjéciowych sg $rednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg érednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego
parametru, po ktdrych nastepujg rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami. Srednie w tym samym wierszu, po ktdrych nastepujg rézne duze litery, wskazuja na istotne
réznice (p <0,05) miedzy prébkamip
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Tabela 9. Udziaty nasyconych, jednonienasyconych i wielonienasyconych kwasow ttuszczowych [%] oraz wartosci obliczonej liczby jodowej w olejach SFE oraz ich
nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ ESFE5% ESFE25% ESFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%

nieogrzewane 6,14+0,05aA 6,08+0,04aA 6,51+0,02abB 7,21+0,02aB 10,91+0,01C 6,54+0,09aD 7,75+0,04aE 14,43+0,02F
SFA 170°C 6,26+0,02bAB 6,16+0,07aA 6,42+0,05aBC 7,20+0,03aD - 6,58+0,11aC 7,84+0,17aE -
200°C 6,43+0,01cA 6,51+0,02bA 6,53+0,03bA 7,24+0,02aBC - 6,72+0,04aAB 8,06+0,08aC -

nieogrzewane |  67,19+0,01aA 67,28+0,05aA 67,02+0,06aA 65,80+0,02aB 60,18+0,08E 65,77+0,22aB 59,18+0,11aD 24,98+0,16C
MUFA 170°C 67,61+0,02bA 67,33+0,03aA 67,24+0,03bA 66,05+0,04bB - 65,98+0,09aB 60,01+0,46abC -
200°C 68,58+0,02cA 68,36+0,03bA 67,84+0,04cA 66,28+0,07cA - 67,20+0,05bA 60,34+0,08bB -

nieogrzewane | 26,67+0,04aAB 26,63+0,00aA 26,47+0,04aA 26,98+0,00aB 28,98+0,09D 27,69+0,13aC 33,07+0,07aE 60,59+0,14F
PUFA 170°C 26,13+0,03bA 26,52+0,05bBC 26,34+0,07aAB 26,75+0,04bC - 27,47+0,14aD 32,1540,3bE -
200°C 24,99+0,02cA 25,17+0,02cA 25,63+0,05bA 26,48+0,07cA - 26,04+0,08bA 31,60+0,04cB -

nieogrzewane | 111,28+0,07aA 111,24+0,02aA 110,86+0,03aB 111,48+0,00aA 113,820,200  111,230,10aA 113,26+0,02aC  122,75+0,04E
liczba jodowa 170°C 110,47+0,05bA 111,030,13aBC 110,7340,12aAB 111,1440,07bC - 110,96+0,26aBC 112,19+0,11bD -
200°C 108,83+0,03cA 109,07+0,04bA 109,71+0,08bAB 110,73+0,09cBC - 109+0,15bA 111,31#0,10cC -

RAF — rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ — rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE;
£SFE25% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; tSFE100% — olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion
czarnuszki SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion czarnuszki SFE; CSFE100% — olej nasion czarnuszki SFE; SFA - nasycone kwasy ttuszczowe; MUFA -
jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA - wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg srednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla
préb ogrzanych sa $rednimi z czterech oznaczen # SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazuja na istotne réznice (p <0,05) miedzy
prébkami. Srednie w tym samym wierszu, po ktdrych nastepuja rézne duze litery, wskazuja na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami
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12.2.2. Zawartosc¢ tokochromanoli oraz ich stabilnos¢ podczas ogrzewania

Zawartos¢ tokochromanoli w olejach wyjsciowych, uzyskanych w wyniku procesu ekstrakcji CO,
w warunkach nadkrytycznych wynosita 28,97 mg/100g w oleju z nasion czarnuszki (CSFE100%) oraz
189,49 mg/100g w oleju nasion tubinu (LSFE100%) (Tabela 10). Natomiast w nieogrzewanych
mieszankach i préobach kontrolnych zawarto$¢ tokochromanoli wynosita od 59,42 do 133,11
mg/100g oleju. a- i y- tokoferol byty dominujgcymi homologami w prébach RAF (odpowiednio 42,33
i 42,31 mg/100g oleju); rTBHQ (42,10 41,52 mg/100g oleju); CSFE5% (26,17 i 31,73 mg/100g oleju)
oraz CSFE25% (22,22 i 24,42 mg/100g oleju). Z kolei y-tokoferol przewazat w préobach tSFE5%,
£SFE25% oraz £SFE100% (odpowiednio 56,00; 86,37 oraz 178,67 mg/100g oleju). Préby £SFE25% i
£SFE100% zawieraty odpowiednio ponad dwa i cztery razy wiecej y-tokoferolu w poréwnaniu do
prob RAF. Ponadto stwierdzono wystepowanie B-tokotrienolu w prébach CSFE5%, CSFE25% i
CSFE100% oraz a-tokotrienolu, y-tokotrienolu i 0-tokotrienolu w prébach CSFE25% i CSFE100%.

Stabilnos¢  tokochromanoli oraz poszczegdlnych homologéw podczas ogrzewania
zaprezentowano na Rys. 22. Wsréd préb ogrzanych w 170°C najwyzszg stabilnos$cig tokochromanoli
odznaczata sie préba rTBHQ (99,80% poczatkowej zawartosci). W prébach £SFE25%; tSFE5%;
CSFE5% i RAF koricowa zawartos¢ tokochromanoli wynosita odpowiednio 88,65; 52,01; 36,80 i
14,80% poczatkowej zawartosci. W prébie CSFE25% stwierdzono prawie catkowitg degradacje
tokochromanoli (pozostato 0,71% ich poczatkowej zawartosci). Najbardziej stabilnym homologiem
w prébie RAF i w mieszankach ogrzanych w 170°C okazat sie 6-tokoferol. Jego zawartos¢ po
ogrzewaniu wyniosta od 31,88 (CSFE5%) do 97,16% poczatkowej zawartosci (LSFE25%). Najmniej
stabilnym homologiem w tych prébach byt a-tokoferol, ktdrego pozostatosé po ogrzewaniu wyniosta
od 1,01% poczatkowej zawartosci (RAF) do 81,91% poczatkowej zawartosci (LSFE25%), z wyjgtkiem
préby CSFE25%, w ktorej poziom B-tokoferolu i PC-8 spadt ponizej poziomu wykrywalnosci.

Wsrdd préb ogrzanych w 200°C tokochromanole byty najbardziej stabilne w prébie tSFE25%
(83,13% poczatkowej zawartosci). W pozostatych prébach tokochromanole charakteryzowaty sie
mniejszg stabilnoscia. W probach tSFE5%, rTBHQ i RAF koricowa zawartosé¢ tokochromanoli
stanowita odpowiednio 23,02; 8,35 5,16% ich poczatkowej zawartosci. Jedynie w prébach CSFE5%
i CSFE25% zawartos¢ tokochromanoli spadta ponizej poziomu wykrywalnosci. W prébach RAF,
rTBHQ, tSFE5% i tSFE25% ogrzanych w 200°C najbardziej stabilnym homologiem byt &-tokoferol.
Jego pozostatos¢ po ogrzewaniu wynosita od 47,61% poczatkowej zawartosci (RAF) do 97,10%
poczatkowej zawartosci (LSFE25%). Podobnie jak w czasie ogrzewania w nizszej temperaturze
najmniejszg stabilnoscig charakteryzowat sie a-tokoferol, ktérego pozostatos¢ po ogrzewaniu
wyniosta od 1,77% poczatkowej zawartosci dla rTBHQ do 76,35% poczatkowej zawartosci tSFE25%.
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Tabela 10. Zawartosé tokochromanoli oraz poszczegdlnych homologdéw [mg/100g oleju] w olejach SFE oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ tSFE5% tSFE25% tSFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%
a-tokoferol 42,33+1,24A 42,10+0,25A 46,30+0,03G 35,99+1,94F 2,50+0,01B 26,17+0,18E 22,22+1,59D 9,64+0,01C
B-tokoferol 0,18+0,03AB 0,19+0,02A 0,14+0,01AB 0,13+0,01AB n/w 0,18+0,04A 0,10+0,01B n/w
y-tokoferol 42,31+0,39A 41,52+0,42A 56,00+0,62E 86,37+3,98F 178,67+1,92G 31,73+0,43D 24,42+0,46C 1,00+0,11B
o-tokoferol 0,94+0,01A 0,94+0,00A 1,25+0,03D 2,16+0,10E 5,14+0,09F 0,85+0,00AB 0,72+0,00B 0,22+0,05C

PC-8 9,76+0,33A 9,27+0,06A 10,39+0,02F 8,47+0,19E 3,19+0,01B 6,40+0,03C 7,20£0,07D n/w
a-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,19+0,00B 0,87+0,00A
B-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w 0,90+0,04A 4,21+0,04B 16,68+0,04C
y-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,29+0,03B 0,46+0,02A
o-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,08+0,01A 0,10+0,04A

tokocs;::r::lanoli 95,51+1,35C 94,02+0,71A 114,07+0,56A 133,11+6,19B 189,49+2,00B 66,23+0,51D 59,42+2,13E 28,97+0,12F

RAF — rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ — rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE;
£SFE25% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; tSFE100% — olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion
czarnuszki SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion czarnuszki SFE; CSFE100% — olej nasion czarnuszki SFE; PC-8 — plastochromanol-8; n/w — nie wykryto; wartosci

sg Srednimi z dwdch oznaczen + SD; $rednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepujg rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami
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Rys. 22. Wykresy stabilnosci tokochromanoli w nieogrzanych i ogrzanych mieszankach z olejami SFE; RAF — rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ — rafinowany olej rzepakowy z
dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE; tSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju
rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion czarnuszki SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju
rzepakowego i 25% oleju z nasion czarnuszki SFE
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12.2.3. Zawartosc fitosteroli oraz ich stabilnos¢ podczas ogrzewania

W nieogrzanych mieszankach oraz prébach kontrolnych zawarto$é fitosteroli miescita sie w
zakresie od 320,10 do 849,09 mg/100g oleju (

Tabela 11). Zawartos¢ fitosteroli w prébie tSFE100% wynosita 1917,86 mg/100g oleju (ponad
cztery razy wiecej niz w préobie RAF), a w probie CSFE100% 219,41 mg/100g oleju (ponad dwa razy
mniej niz w prébie RAF). W prébach w Il etapie badan zidentyfikowano jedenascie fitosteroli, przy
czym dominujacym fitosterolem we wszystkich mieszankach, prébach kontrolnych oraz prébie
CSFE100% byt B-sitosterol (41,25-50,23% catkowitej zawartosci fitosteroli). W prébie tSFE100%
przewazajacy udziat miat lupeol (43,64% catkowitej zawartosci fitosteroli), ktéry wykryto réwniez w
probach tSFE5% i tSFE25% (odpowiednio 7,28 i 24,92% catkowitej zawartosci fitosteroli).
Kampesterol byt drugim fitosterolem pod wzgledem zawartosci w prébach kontrolnych, w oleju z
czarnuszki SFE, jego mieszankach i w prébie tSFE5% oraz trzecim fitosterolem w prébie tSFE25% (po
lupeolu) i tSFE100% (po B-sitosterolu). Brassicasterol wykryto we wszystkich prébach poza prébami
£SFE100% i CSFE100%. W wszystkich prébach wykryto A*-awenasterol i kampestanol. Stigmasterol
wykryto we wszystkich prébach z wyjatkiem préb kontrolnych, A’-awenasterol w olejach
wyjsciowych oraz w mieszankach z olejem z czarnuszki, sitostanol i cykloartenol w oleju z czarnuszki
SFE i jego mieszankach a citrostadienol jedynie w olejach wyjsciowych. W prébie £tSFE100%
stwierdzono najwyzszg zawartos¢ wszystkich osSmiu wykrytych w niej fitosteroli. Zawartos¢ R-
sitosterolu i A°-awenasterolu w prébie tSFE100% byta odpowiednio prawie 3 i ponad 5 razy wyzsza
niz w probie RAF. Wsrdd mieszanek i prob kontrolnych préba £tSFE25% odznaczata sie najwyzsza
zawartoscig dziesieciu z jedenastu wykrytych w niej fitosteroli.

Zawartos¢ fitosteroli w prébach ogrzanych w 170 i w 200°C wynosita odpowiednio od 305,90 do
847,47 mg/100g oleju i od 278,86 do 840,02 mg/100g oleju. Ogrzewanie w 170°C spowodowato
istotny statycznie spadek tylko w przypadku brassicaterolu w prébach RAF oraz CSFE5%. Istotny
statystycznie spadek catkowitej zawartosci fitosteroli stwierdzono jedynie w prébie CSFE25%
ogrzanej w 200°C (pozostatos¢ stanowita 86,87% poczatkowej zawartosci). W probie CSFE25%
ogrzanej w 200°C zanotowano takze istotny statycznie ubytek brassikasterolu, kampesterolu,
kampestanolu, stigmasterolu, R-sitosterolu, sitostanolu i A>-awenasterolu. Podczas ogrzewania w
200°C wystgpito réwniez istotne statystycznie obnizenie zawartosci brassikasterolu w prébach RAF,
rTBHQ i CSFE25% oraz lupeolu w prébie tSFE5%.
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Tabela 11. Zawartos¢ fitosteroli [mg/100 oleju] w olejach SFE oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ ESFES% ESFE25% ESFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%
nicogrzewane | 58/42t1,67aAB 60,76%1,33aB 56,37+0,18aA 47,19+0,38aE n/w 39,77+0,81aD 33,27+0,47aC n/w
brassikasterol 170°C 58,52+0,63aAB 60,33+0,65aB 56,08+1,85aA 47,55+1,61aE - 38,84+0,51aD 31,48+0,24bC -
200°C 54,23+0,55bAB 55,50+1,37bB 52,89+1,13aA 45,40+0,76aE - 37,68+0,87aD 28,82+0,74cC -
nicogrzewane | 16873t0,89aA  174,70t4,60aA  166,72:7,09aA  201,00+0,37aE 276,75+1,13F 121,39¢0,96aD  107,83%1,86aC 18,9+1,3B
kampesterol 170°C 159,037,93aA  161,24500aA  166,11+4,54aA  202,02+2,62aC - 119,65¢1,26aB  103,98+1,66aB -
200°C 159,33+7,69aA 157,58+12,54aA 167,21+1,87aA 199,53+2,11aD - 118,86+1,77aC 94,96+3,02bB -
nicogrzewane | 3,360,37aAB 3,97+0,09aBC 3,80+0,01aB 5,13+0,11aC 9,08+0,29D 2,38+0,13aA 3,14+0,17aAB 2,46+0,73A
kampestanol 170°C 3,52+0,393A 3,65+0,42abA 3,88+0,483A 6,00+0,59aB - 3,0310,14bA 2,92+0,20aA -
200°C 3,22+0,26aAB 2,91+0,36bAB 3,58+0,22aB 5,25+0,58aC - 2,68+0,14abA 2,44+0,26bA -
Ritogrzewane n/w n/w 11,86+9,04aAB  23,49+0,83aBC 85,69+0,87 2,49+0,10aA 8,88+0,25aAB 29,25+1,18C
stigmasterol 170°C n/w n/w 5,59£0,15aB 23,08£0,11aD - 1,48£1,32aA 8,4910,13aC -
200°C n/w n/w 5,69£0,20aB 22,75£0,42aD - 2,56£0,08aA 7,76£0,23bC -
nicogrzewane | 237.53t1,73aA  244,8616,11aA  246,67t7,84aA  350,2910,11aD  672,36t589E  143,62t1,85aB  141,61¢1,65aB 73,57+4,43C
R-sitosterol 170°C 223,89+10,1aB 225,91+6,53aBC 242,04+7,66aC 350,43+1,87aD - 140,98+0,18aA 135,18+2,46aA -
200°C 223,88+10,39aB 219,11+13,55aB 244,91+7,04aC 348,17%3,36aD - 141,14+3,49aA 123,94+4,04bA -
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 1,62+0,11aA 1,29+0,07aA 9,5+0,65B
sitostanol 170°C n/w n/w n/w n/w - 1,55+0,13aB 1,29+0,10aA -
200°C n/w n/w n/w n/w - 2,05+0,02bB 1,04+0,04bA -
nieogrzewane 4,81+0,03aAB 5,14+0,23aA 5,32+0,37aA 10,41+0,47aC 27,66+0,82D 3,18+0,01aB 4,67+0,21aAB 10,58+0,66C
AS-awenasterol 170°C 4,22:0,442A 4,220,36aA 6,69+2,56aA 10,190,22aB - 3,2940,15aA 4,50£0,22aA -
200°C 4,05+0,37aA 4,09+0,58aA 7,09+2,22aB 10,31+0,52aC - 3,13+0,10aA 3,9740,19bA -
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 4,17+0,76aA 14,18+3,20aB 42,4+0,74C
cykloartenol 170°C n/w n/w n/w n/w - 3,93+0,40aA 12,18+0,42aB -
200°C n/w n/w n/w n/w - 4,441+0,51aA 10,77+0,92aB -
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RAF rTBHQ tSFE5% tSFE25% tSFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w 3,75+0,29A 1,48+0,05aA 6,14+0,19aAB 32,74+13,07B
A’-awenasterol 170°C n/w n/w n/w n/w - 1,20£0,18aA 5,87+0,42aB -
200°C n/w n/w n/w n/w - 1,54+0,25aA 5,16+0,68aB -
nieogrzewane n/w n/w 38,54+0,24aA 211,5845,29aB 837,03%2,82C n/w n/w n/w
lupeol 170°C n/w n/w 39,95+0,01bA 208,21+1,26aB - n/w n/w -
200°C n/w n/w 39,81#0,34bA 208,6£4,32aB - n/w n/w -
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w 11,4340,508 n/w n/w 4,260,38A
citrostadienol 170°C n/w n/w n/w n/w - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w n/w -
nieogrzewane 472,85+3,94aB 489,43+11,90aB 529,28+5,85aD 849,0945,65aE 1917,86%4,27F 320,10+3,15aA 320,9940,87aA 219,41+3,39C
suma fitosteroli 170°C 449,18+18,95aB  455,35+11,99aB  520,34x12,54aC  847,475,73aD - 313,96:1,34aA  305,90+5,04aA -
200°C 444,71+19,16aB  439,19+28,20aB 521,18+5,84aC 840,02+11,86aD - 314,07+6,78aA 278,8619,64bA -

RAF — rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ — rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE;
£SFE25% — mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; tSFE100% — olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion
czarnuszki SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion czarnuszki SFE; CSFE100% — olej nasion czarnuszki SFE; n/w — nie wykryto. Wartosci dla préb mieszanek
nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg $rednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla prob ogrzanych sg $rednimi z czterech oznaczer + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego fitosterolu,
po ktérych nastepujg rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami; srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p
<0,05) miedzy probkami
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12.2.4. Wptyw ogrzewania na zawartosc zwigzkéw polarnych

Wyniki analizy zawartosci zwigzkdw polarnych (TPC) w olejach wyjsciowych oraz w ich
nieogrzanych i ogrzanych mieszankach zaprezentowano na Rys. 23. Zawartos$¢ zwigzkdéw polarnych
w prébach nieogrzewanych wahata sie w zakresie od 2,75 (RAF) do 11,78% (CSFE25%) i zwiekszata
sie w prébach z wiekszym dodatkiem olejéw wyjsciowych. Nie stwierdzono istotnych réznic miedzy
probami RAF, rTBHQ oraz £tSFE5%, a takze miedzy prébami tSFE25% oraz CSFE5%.

W prébach ogrzanych w temperaturze 170 i 200°C zawartos¢ TPC wynosita odpowiednio od 5,88
do 18,18% oraz od 10,51 do 22,35%. Sposréd wszystkich préb ogrzanych w 170°C najnizsza
zawartoscig TPC odznaczata sie préba rTBHQ (5,88%), a wsrdd mieszanek ogrzanych w 170°C préba
LSFE5% (6,78%). Zawartos¢ TPC w prébie tSFE5% byta 0 0,9% wyzsza niz w prébie rTBHQ oraz 0 2,6%
nizsza niz w prébie RAF. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy prébami rTBHQ,
£SFE5% oraz CSFE5%. Wsrdd préb ogrzanych w 200°C najnizszg zawartos¢ TPC stwierdzono w prébie
LSFE25%, ktéra zawierata odpowiednio 0 1,83 i 6,27% mniej TPC niz préby rTBHQ i RAF i rdznita sie
pod tym wzgledem istotnie statystycznie od pozostatych préob. Natomiast najwyzszg zawartos¢ TPC
zaréwno w 170°C jak i w 200°C charakteryzowata sie préba CSFE25%, ona rowniez rdznita sie
statystycznie istotnie od innych préb.

Ogrzewania spowodowato istotny statystycznie wzrost zawartosci TPC we wszystkich prébach
ogrzanych zaréwno w 170°C jak i w 200°C. Wsrdd préb ogrzanych w 170°C najmniejszym wzrostem
zawartosci TPC odznaczaty sie proby CSFE5% (0 2,33%), rTBHQ (2,93%) i tSFE25% (3,04%). Sposrdd
préb ogrzanych w 200°C najmniejszy wzrost TPC obserwowano w prébach tSFE25% (4,81%), £ SFE5%
(7,85%) i rTBHQ (9,39%). Natomiast najwiekszym przyrostem zawartosci TPC zaréwno w 170°C jak i
w 200°C odznaczata sie proba RAF (odpowiednio 0 6,64% i 14,04%).
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Rys. 23. Zawartosc¢ zwigzkdow polarnych a) w olejach SFE oraz ich nieogrzanych mieszankach,; b) w mieszankach
ogrzanych w 170°C oraz c) w mieszankach ogrzane w 200°C
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12.2.5.Wptyw ogrzewania na zawartos¢ utlenionych monomeréw (oxTAG) oraz
dimeroéw triacylogliceroli

Wyniki analizy zawartosci oxTAG w olejach wyjsciowych oraz w ich nieogrzanych i ogrzanych
mieszankach zaprezentowano na Rys. 24. Zawarto$¢ oxTAG w nieogrzewanych mieszankach i
prébach kontrolnych wynosita od 26,73 do 82,97 mg/g oleju. Nie stwierdzono istotnych réznic
miedzy prébami RAF, rTBHQ oraz £SFE5%, a takze miedzy prébami tSFE25% oraz CSFE5%. Najwyzszg
zawartosciag oxTAG odznaczata sie préba CSFE25%, ktdra rdznita sie statystycznie istotnie od

pozostatych.

Zawarto$¢ oxTAG w prébach ogrzanych w 170°C wahata sie w zakresie od 56,91 do 131,01 mg/g
oleju i ksztattowata sie w nastepujgcym porzadku rTBHQ < £SFE5% < CSFE5% < £SFE25% < RAF <
CSFE25%. Nie stwierdzono istotnych statyczne réznic miedzy trzema prébami o najnizszej zawartosci
oxTAG. Zawieraty one odpowiednio o 34,76, 25,19 i 20,24 mg/g oleju mniej oxTAG niz préba RAF.

Zawartos¢ oxTAG w probach ogrzanych w 200°C miescita sie w granicach od 102,40 do 173,06
mg/g oleju i uktadata sie w nastepujgcym porzadku tSFE25% < tSFE5% < rTBHQ < CSFE5% < RAF <
CSFE25%. Proby tSFE5% i tSFE25% zawieraty odpowiednio 0 4,01 i 9,05 mg/g oleju mniej oxTAG niz
préba rTBHQ oraz o 44,47 i 49,51 mg/g oleju mniej niz proba RAF.

Ogrzewanie spowodowato istotny statystycznie wzrost zawartosci oxTAG we wszystkich prébach
ogrzanych zarowno w 170 jak i w 200°C. Wsrdd préb ogrzanych w 170°C najmniejszym wzrostem
zawartosci oxTAG odznaczaty proby CSFE5% (o 26,55 mg/g oleju), rTBHQ (28,45 mg/g oleju) i
LSFE25% (30,17 mg/g oleju). Natomiast najwiekszy wzrost oxTAG w temperaturze 170°C
zanotowano w probach RAF (64,94 mg/g oleju) i CSFE25% (48,04 mg/g oleju). Z kolei najmniejszym
i najwiekszym wzrostem zawartosci oxTAG pod wptywem ogrzewania w 200°C odznaczaty
odpowiednio proby tSFE25% (o 47,13 mg/g oleju) i RAF (0 125 mg/g oleju).

Wyniki analizy zawartosci dimeréw w olejach wyjsciowych oraz w ich nieogrzanych i ogrzanych
mieszankach zaprezentowano na Rys. 25. Wystepowanie dimerdw stwierdzono jedynie w prébach
ogrzanych w 200°C. Ich zawartos¢ wynosita od 2,72 do 18,20 mg/g oleju i uktadata sie wedtug
nastepujgcego porzadku £SFE25% < tSFE5% < rTBHQ < RAF < CSFE25% < CSFE5%. Préby tSFE5% i
LSFE25% zawieraty odpowiednio o 5,03 i 7,33 mg/g oleju mniej dimerdw niz préba rTBHQ oraz o
9,43 i 11,74 mg/g oleju mniej niz proba RAF. Nie stwierdzono istotnych statycznie réznic miedzy
zawartoscig dimerdw w prébach £SFE5% i tSFE25%, natomiast roznity sie one istotni statycznie w
porownaniu do innych prob.
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12.2.6. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA)

W analizie gtdwnych sktadowych stwierdzono, ze pierwsze trzy sktadowe tgcznie objasniaty
97,30% zmiennosci wynikéw w Il etapie badan (Rys. 26). Rozpatrujgc projekcje parametrow na
ptaszczyzne na podstawie dwdch pierwszych sktadowych mozna zauwazyé, ze pierwsza sktadowa
(58,23% zmiennosci wynikow) charakteryzuje profil kwaséw ttuszczowych i stopien utleniania prob,
poniewaz byta ujemnie skorelowana z udziatem SFA (-0,9303), PUFA (-0,9672), wartoscig liczby
jodowej (-0,8998), zawartoscig zwigzkéw polarnych (-0,8854) oraz oxTAG (-0,9074) i dodatnio
skorelowana z udziatem MUFA (0,9775). Natomiast druga sktadowa (27,03% zmiennosci wynikow)
byta powigzana z zawartoscig zwigzkdéw czynnych oraz polimeryzacjg, poniewaz byta dodatnio
skorelowana z zawartoscig tokochromanoli (0,9207) i fitosteroli (0,7133) oraz ujemnie skorelowana
z zawartosci dimerow (-0,7864).

Projekcja przypadkdow na ptaszczyzne pokazata tendencje, zgodnie z ktérg proby uktadaty sie w
nastepujgcym porzadku - od préb nieogrzewanych, przez préby ogrzane w 170°C, po proby ogrzane
w 200°C. W prawej gornej ¢wiartce znalazty sie wszystkie proby nieogrzewane (z wyjgtkiem
CSFE25%, ktdra znalazta sie w lewej gornej éwiartce) oraz trzy préb ogrzane w temperaturze 170°C
(rTBHQ, tSFE5%, tSFE25%) oraz jedna ogrzana w 200°C (£SFE25%). Proby z prawej gornej éwiartki
tworzyty pierwszy klaster (kolor zielony), ktory podzielono dalej na dwa podklastry. Pierwszy z nich
obejmowat proby z dodatkiem 25% oleju z tubinu SFE nieogrzang oraz ogrzane w 170 i w 200°,
charakteryzujace sie wysokg zawartoscig tokochromanoli i fitosteroli. Drugi podklaster zawierat
nieogrzewane préby RAF i rTBHQ, £SFE5% i CSFE5% oraz ogrzane w 170°C proby £tSFE5% i CSFE5%.
Préby te byty mocno skupione, co wskazuje na niewielkie zréoznicowanie miedzy nimi. Drugi klaster
(kolor z6tty) znajdowat sie w prawej dolnej ¢wiartce i obejmowat dwa podklastry. Pierwszy z nich
zawierat proby RAF i CSFE5% ogrzane w 170°C oraz prébe tSFE5% ogrzang w 200°C, ktdre réwniez
znajdowaty sie w niewielkim oddaleniu od siebie co wskazuje na podobienstwo miedzy nimi. W
drugim podklasterze znalazty sie préby o najwyzszej zawartosci dimerdw i byty to RAF, rTBHQ oraz
CSFE5% ogrzane w 200°C. Préby z dodatkiem 25% oleju z czarnuszki SFE, nieogrzana oraz ogrzane w
170 i w 200°C, tworzyty trzeci klaster (kolor czerwony), ale znajdowaty sie w znacznym rozproszeniu
€O oznhacza, ze proces ogrzewania zaréwno w 170 jak i w 200°C spowodowat znaczne zmiany w
prébach z dodatkiem 25% oleju z nasion czarnuszki SFE. Oba oleje wyjsciowe tSFE100% i CSFE100%
znajdowaty sie w znaczymy oddaleniu od pozostatych co w przypadku oleju z tubiny wynikato z
wysokiej zawartosci tokochromanoli i fitosteroli, a w przypadku oleju z czarnuszki byto efektem
znacznie wyzszego udziatu PUFA oraz znacznie wyzszej wartosci liczby jodowej w poréwnaniu do
pozostatych prob.
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Rys. 26. Analiza gtownych sktadowych w olejach SFE oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach a) rzut
parametréow na ptaszczyzne b) rzut prob na ptaszczyzne (NOG — proby nieogrzewane, SFA - nasycone kwasy
tfuszczowe; MUFA - jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA - wielonienasycone kwasy tfuszczowe)
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12.3. Wyniki 1ll etapu badan - mieszanki

rafinowanego oleju

rzepakowego z

zimnotfoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz oleje z dodatkiem olejku
eterycznego z czarnuszki

12.3.1. Skfad olejku eterycznego

W sktadzie olejku eterycznego z czarnuszki zidentyfikowano szesnascie zwigzkéw (Tabela 12).
Gtéwnymi sktadnikami byty p-cymen, tymochinon, a-tujen, ktérych tgczny udziat stanowit ponad
72,38%. Udziat a-pinenu, sabinenu, B-pinenu, limonenu, y-terpinenu, trans-4-metoksytujanu,
longifolenu zawierat sie w granicach 1,60-4,76%. Udziat pozostatych sktadnikéw nie przekroczyt 1%.

Tabela 12. Sktad olejku eterycznego

Nr Nazwa zwigzku Stezenie [%] Czas retencji [min] RI

1 a-tujen 15,32 7,811 933
2 a-pinen 3,94 7,99 943
3 sabinen 1,60 8,729 980
4 B-pinen 3,43 8,866 987
5 3-karen 0,81 9,561 1024
6 p-cymen 33,51 9,709 1033
7 limonen 4,08 9,799 1038
8 y-terpinen 4,37 10,317 1066
9 cis-4-metoksytujan 0,97 11,011 1102
10 trans-4-metoksytujan 4,76 11,429 1128
11 terpinen-4-ol 0,39 12,563 1192
12 B-cyklocitral 0,73 12,863 1210
13 tymochinon 23,55 13,646 1260
14 a-longipinen 0,60 15,405 1373
15 longifolen 1,93 16,363 -

101



12.3.2. Profil kwasdéw ttuszczowych i liczba jodowa

We wszystkich nieogrzanych mieszankach i w nieogrzewanym oleju rzepakowym (RAF)
najwiekszym udziatem charakteryzowat sie kwas oleinowy (od 57,69% dla CZAR20% do 65,60% dla
RAF), w nastepnej kolejnosci kwas linolowy (18,46—-25,92%) (Tabela 13). W prdébie CZAR100%
(zimnottoczony olej z nasion czarnuszki) proporcje te ksztattowaty sie odwrotnie i dominujgcy udziat
miat kwas linolowy (57,14%), a po nim kwas oleinowy (23,59%). Préby nieogrzewane i CZAR100%
zawieraty takze kwas linolenowy (odpowiednio 7,18-8,57% i 0,61%), palmitynowy (odpowiednio
4,53—6,04% i 12,57%) oraz stearynowy (odpowiednio 1,71-1,97% i 2,88%). Préba CZAR100%
odznaczata sie najwyzszg wartoscig liczby jodowej (121,04) z przewaga kwaséw wieloninasyconych
(PUFA) (57,75%), natomiast w nieogrzanych mieszankach i probie RAF dominujgcy udziat miaty
kwasy jednonienasycone (MUFA) (58,04-65,94%) (Tabela 14). Ogrzewanie zaréwno w 170 jak i w
200°C spowodowato zwiekszenie udziatu SFA i MUFA oraz zmniejszenie udziatu PUFA i wartosci
liczby jodowej w poréwnaniu do préb nieogrzewanych. Réznice te byty istotne statystycznie pod
wzgledem udziatu PUFA w prébach RAF, E0,1% i E0,2% ogrzanych w 170 i 200°C oraz w prdbach
CZAR10% i CZAR20% ogrzanych w 200°C. Rdznice istotne statycznie pod wzgledem udziatu SFA,
MUFA oraz wartosci liczby jodowej zaobserwowano takze we wszystkich prébach ogrzanych w
200°C. W proébie CZAR20% ogrzanej w 170 i 200°C stwierdzono najwiekszy spadek udziatu PUFA
(odpowiednio 0 0,37 i 1,45%) oraz wartosci liczby jodowej (odpowiednio 0 0,53 i2,1) w poréwnaniu
do préby nieogrzanej. Najwiekszy wzrost udziatu MUFA pod wptywem ogrzewania w 170 i 200°C
obserwowano odpowiednio w prébach RAF (0,14%) i CZAR20% (0,43%). Najwiekszym wzrostem
udziatu SFA podczas ogrzewania w obu temperaturach charakteryzowata sie préoba EO0,2%
(odpowiednio 0,38 1,13%).
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Tabela 13. Profil kwasow ttuszczowych [%] w nieogrzanych i ogrzanych mieszankach z zimnottoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz olejach z dodatkiem olejku

eterycznego z czarnuszki

RAF E0,1% E0,2% CZAR10% CZAR20% CZAR100%

nieogrzewane 4,53+0,08bA 4,63+0aAB 4,61+0,13aAB 5,44+0,16aBC 6,04+0,14aC 12,57+0,46D
16 170°C 4,6240,02aA 4,73+0,02aA 4,53+0,02abA 5,35+0,11aB 6,15+0,20aC -
200°C 4,68+0,01aA 4,70+0,07aA 4,71+0,03bA 5,46+0,06aB 6,38+0,05aC -

nieogrzewane 1,74+0,03aA 1,71%0,01aA 1,72+0,00aA 1,83+0,00aB 1,97+0,01aC 2,88+0,00D
18 170°C 1,73+0,00aA 1,74+0,01aAB 1,75+0,01aB 1,87+0,01bC 1,97+0,00aD -
200°C 1,78+0,00bA 1,79+0,01bA 1,79+0,02bA 1,92+0,01cB 2,03+0,02bC -

nieogrzewane 65,60+0,14aA 65,22+0,03aA 65,18+0,02aA 61,60+0,06aD 57,69+0,28aC 23,59+0,17B
18:1 170°C 65,58+0,02aA 65,35+0,02aA 65,55+0,03bA 61,78+0,11aC 57,94+0,43aB -
200°C 66,22+0,05bA 66,22+0,21bA 66,29+0,17cA 62,59+0,05bC 58,69+0,04bB -

nieogrzewane 18,46+0,06¢A 18,49+0,01bA 18,53+0,06aA 22,04+0,06aB 25,92+0,28aC 57,14+0,43D
18:2 170°C 18,30+0,02bA 18,36+0,05aA 18,33+0,01bA 21,96+0,05aB 25,67+0,34aC -
200°C 17,84+0,02aA 17,85+0,11aA 17,80+0,10cA 21,32+0,07bB 24,99+0,09bC -

nieogrzewane 8,39+0,03aA 8,53+0,01bA 8,57+0,05bA 7,80+0,13aD 7,18+0,12aC 0,61+0,008
18:3 170°C 8,39+0,01aA 8,42+0,06aA 8,42+0,02aA 7,72+0,05aC 7,05+0,07aB -
200°C 8,02+0,01bA 8,00+0,08aA 7,97+0,13aA 7,36+0,05bC 6,65+0,12bB -

nieogrzewane 1,29+0,00aA 1,34+0,12aA 1,32+0,13aA 1,21+0,10aA 1,13+0,11aA 0,30+0,19B
inne 170°C 1,22+0,01bA 1,22+0,01abA 1,27+0,01bD 1,1540,01bC 1,04+0,03aB -
200°C 1,30+0,02¢B 1,27+0,01bA 1,27+0,01cAB 1,18+0,01cD 1,06+0,01aC -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,1% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki; E0,2% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,2% oleju
eterycznego i nasion z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki; inne — C14:0, C16:1, C20:0, C22:0, C22:1. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych
sq $rednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla prob ogrzanych sa $rednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepujg rézne mate litery,
wskazujg na istotne rdznice (p <0,05) miedzy prébkami; Srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepujg rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami
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Tabela 14. Udziaty nasyconych, jednonienasyconych i wielonienasyconych kwasow ttuszczowych [%] oraz wartosci obliczonej liczby jodowej w nieogrzanych i
ogrzanych mieszankach z zimnottoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki

RAF EO0,1% EO0,2% CZAR10% CZAR20% CZAR100%
nieogrzewane 7,2240,03aA 7,3920,01bA 7,3620,13aA 8,21+0,12abB 8,88+0,12aB 15,65+0,40C
SFA 170°C 7,36+0,02aA 7,50+0,02aA 7,33+0,02aA 8,17+0,11aB 8,99+0,17aC -
200°C 7,53%0,03bA 7,55+0,05aA 7,55+0,05bA 8,3710,06bB 9,31+0,06bC -
nieogrzewane 65,94+0,12aA 65,60+0,02aA 65,55+0,01aA 61,96+0,07aD 58,04+0,28aC 23,80+0,15B
MUFA 170°C 65,95+0,02bA 65,72+0,02aA 65,93+0,03bA 62,14+0,12aC 58,29+0,43aB -
200°C 66,62+0,05cA 66,61+0,21bA 66,68+0,17cA 62,96+0,06bC 59,05+0,03bB -
nieogrzewane 26,85+0,09cA 27,02+0,00bA 27,09+0,11bA 29,84+0,19aB 33,09+0,16aC 57,75+0,43D
PUFA 170°C 26,68+0,02bA 26,78+0,04aA 26,75+0,03aA 29,68+0,02aB 32,72+0,26aC -
200°C 25,85+0,02aA 25,84+0,19aA 25,77+0,22aA 28,68+0,12bB 31,64+0,03bC -
nieogrzewane 110,6120,08cA 110,74%0,01aA 110,8620,25bA 111,8520,39aA 113,56%0,07cC 121,04+0,87D
liczba jodowa 170°C 110,3410,01bA 110,34+0,09bA 110,4610,04aA 111,68+0,14aB 113,03+0,04bC -
200°C 109,14+0,02aA 109,10+0,22cA 109,01+0,34aA 110,31+0,20bB 111,46+0,20aC -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,1% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki; E0,2% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,2% oleju
eterycznego i nasion z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki; SFA - nasycone kwasy ttuszczowe; MUFA - jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA - wielonienasycone kwasy
ttuszczowe; wartosci dla prob NOG/CZAR100% sg srednimi z dwdch oznaczeri + SD; wartosci dla préb ogrzanych sg srednimi z czterech oznaczer + SD; $rednie w tej samej kolumnie dla wybranego
parametru, po ktérych nastepujg rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami; Srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne
réznice (p <0,05) miedzy probkami
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12.3.3. Zawartosc tokochromanoli oraz ich stabilnos¢ podczas ogrzewania

Zawartos$¢ tokochromanoli w nieogrzanych mieszankach oraz w prébach RAF i CZAR100% miescita sie
w zakresie 30,87—-68,35 mg/100g (Tabela 15). W nieogrzanych mieszankach i w prébie RAF gtéwnymi
tokochromanolami byty a- i y-tokoferol (odpowiednio 23,78-29,26 mg/100g i 27,67—33,65 mg/100g),
natomiast w prébie CZAR100% gtéwnym tokochromanolem byt B-tokotrienol (18,46 mg/100g), ktorego
obecno$é stwierdzono réwniez w prébach CZAR10% i CZAR20% (odpowiednio 0,78 i 2,72 mg/100g). 6-
tokoferol wystepowat we wszystkich w nieogrzanych mieszankach oraz w prébach RAF i CZAR100% (0,54—
2,88 mg/100g), natomiast B-tokoferol i PC-8 jedynie w nieogrzanych mieszankach i w prdébie RAF
(odpowiednio 0,05-0,12 mg/100g i 3,81-4,62 mg/100g).

Stabilnos¢ tokochromanoli oraz poszczegdlnych homologdéw podczas ogrzewania zaprezentowano na
Rys. 27. Proces ogrzewania spowodowat straty tokochromanoli, a w niektdrych przypadkach ich catkowitg
degradacje. Wsrdéd préb ogrzanych w 170°C najwyzszg i najnizszg stabilnoscig tokochromanoli odznaczaty
sie odpowiednio proby CZAR20% (pozostato$¢ stanowita 45,07% poczgtkowej zawartosci) i CZAR10%
(pozostatos¢ stanowita 18,4% poczatkowej zawartosci). Ponadto préba CZAR10% charakteryzowata sie
rowniez najwiekszym ubytkiem a- i y-tokoferolu oraz PC-8. Ogrzewanie w 200°C we wszystkich prébach
spowodowato ubytek tokochromanoli do poziomu ponizej 7% poczatkowej zawartosci. Tak znaczne straty
tokochromanoli wynikaty ze znacznej degradacji a-tokoferolu podczas ogrzewania, ktéry w prdbach
nieogrzewanych obok y-tokoferoluu miat dominujgcy udziat i stanowit 39,87-43,33% zawartosci
tokochromanoli. Zawartos¢ a-tokoferolu w prébach ogrzanych w 170 i 200°C wahata sie odpowiednio od
5,55 do 32,99% wartosci poczatkowej oraz od 0,72% wartosci poczatkowej do poziomu niewykrywalnego.
Wiekszg stabilnoscig charakteryzowaty sie y-tokoferol i PC-8, a najbardziej stabilny okazat sie 6-tokoferol,
ktdrego zawartos¢ w prébach ogrzanych w 170 i 200°C uksztattowata sie na poziomie odpowiednio 54,71—
72,19% i 27,62—-49,86% wartosci poczatkowej zawartosci. Wsrdd préb ogrzanych w 170°C B-tokoferol
wystepowat jedynie w prébach RAF, E0,1% i E0,2%, a a- i B-tokotrienol zidentyfikowano tylko w prébie
CZAR20%. Po ogrzewaniu w temperaturze 200°C B-tokoferolu, a- i B-tokotrienoli nie wykryto w zadnej
prébie.
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Tabela 15. Zawartos¢ tokochromanoli oraz poszczegdlnych homologéw [mg/100g oleju] w zimnottoczonym oleju z nasion czarnuszki, jego nieogrzanych
mieszankach oraz nieogrzewanych olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki

RAF E0,1% E0,2% CZAR10% CZAR20% CZAR100%
a-tokoferol 28,71+0,45A 28,69+1,24A 29,2610,75A 25,82+0,36D 23,78+0,60C 0,53+0,01B
B-tokoferol 0,12+0,03AB 0,13+0,03B 0,15+0,03B 0,05+0,01A 0,05+0,01A n/w
y-tokoferol 32,39+0,85AB 32,21+0,27A 33,65+0,81B 30,08+0,51E 27,67+0,63D 0,29+0,01C
o-tokoferol 0,73+0,05A 0,65+0,02A 0,67+0,04A 0,56+0,01B 0,54+0,04B 2,88+0,00C

PC-8 4,55+0,43A 4,53+0,23A 4,62+0,06A 4,22+0,06AB 3,81+0,23B n/w
a-tokotrienol n/w n/w n/w 0,55+0,05A 1,12+0,08B 5,95+0,02C
B-tokotrienol n/w n/w n/w 0,78+0,05A 2,72+0,11B 18,46+0,02C
y-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w n/w
o-tokotrienol n/w n/w n/w n/w n/w 2,78+0,02

suma tokochromanoli 66,49+1,70A 66,21+1,64A 68,35+1,63A 62,06+0,95B 59,65+1,17B 30,87+0,08C

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,1% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki; E0,2% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,2% oleju

eterycznego i nasion z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki; PC-8 — plastochromanol-8; n/w — nie wykryto; wartosci sg srednimi z dwdch oznaczen + SD; $rednie w tym
samym wierszu, po ktdrych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami
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Rys. 27. Wykresy stabilnosci tokochromanoli i poszczegdlnych homologdéw podczas ogrzewania mieszanek z zimnotfoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz olejow z dodatkiem
olejku eterycznego z czarnuszki; RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - rafinowany olej rzepakowego z dodatkiem 0,1% olejku eterycznego z czarnuszki; E0,2% - rafinowany
olej rzepakowego z dodatkiem 0,2% olejku eterycznego z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego;
CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20% zimnottoczonego oleju rzepakowego
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12.3.4. Zawartosc i stabilnos¢ fitosteroli podczas ogrzewania

Zawarto$¢ fitosteroli w nieogrzanych mieszankach oraz w préobach RAF i CZAR100% wynosita
286,87-527,05 mg/100g (Tabela 16). Dominujgcym fitosterolem w nieogrzanych mieszankach oraz
w prébach RAF i CZAR100% byt B-sitosterol, ktdry stanowit 49,51-63,16% catkowitej zawartosci
fitosteroli. Drugim i trzecim pod wzgledem zawartosci byty kampesterol oraz brassikasterol, ktorych
udziat wynosit odpowiednio 21,05-35,32% oraz 11,49-13,38%. Zgodnie z przewidywaniami préba
CZAR100% nie zawierata brassikasterolu. We wszystkich prébach stwierdzono wystepowanie
kampestanolu i A>-awenasterolu, ktdrych faczny udziat stanowit 2,02-5,35% zawartosci fitosteroli.
Natomiast stigmasterol wykryto jedynie w prébach CZAR10%, CZAR20%, CZAR100%.

Ogrzewanie w 170 i 200°C spowodowato obnizenie zawartosci fitosteroli odpowiednio o 2,27-
81,53 i 17,04-77,66 mg/100g. Ogrzewanie w 170°C wptyneto na istotny statystycznie ubytek
fitosteroli w prébie CZAR10%. Natomiast w prébach ogrzanych w 200°C ubytek fitosteroli byt istotny
statystycznie w prébach RAF, CZAR10% i CZAR20%. Préba CZAR10% ogrzana w 170°C odznaczata sie
najwiekszym spadkiem zawartosci dwdch gtéwnych fitosteroli — kampesterolu i B-sitosterolu oraz
zawartosci fitosteroli ogétem (odpowiednio o 16,68; 16,35; 15,99% poczatkowej zawartosci).
Podobnych obserwacji dokonano po ogrzewaniu w 200°C. W prébie CZAR10% stwierdzono
najwiekszy ubytek kampesterolu i B-sitosterolu oraz zawartosci fitosteroli ogétem (odpowiednio o
15,40; 14,75; 15,23% poczatkowej zawartosci). Wystepowanie istotnych statystycznie réznic w
zawartosci fitosteroli miedzy prébami ogrzanymi w 170 i 200°C stwierdzono w prdobach RAF i
CZAR20%.
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Tabela 16. Zawartos¢ fitosteroli [mg/100g oleju] w zimnottoczonym oleju z nasion czarnuszki, jego nieogrzanych i ogrzanych mieszankach oraz nieogrzanych i

ogrzanych olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki

RAF E0,1% EO0,2% CZAR10% CZAR20% CZAR100%
nieogrzewane 67,45+0,02bA 66,66%2,94aA 70,65+1,10aA 63,64+2,69bA 54,35+1,05bB n/w
brassikasterol 170°C 56,52+1,66aA 65,23+1,56aB 66,52+3,76aB 56,33+0,52aA 54,05+0,48bA -
200°C 53,35+2,12aAB 64,97+6,45aB 62,36+7,41aB 54,34+0,53aAB 50,11+0,78aA -
nieogrzewane 185,69+0,25bA 184,83+0,90aA 181,32+1,83aA 173,98+3,48bB 158,95+1,72bC 60,38+0,57D
kampesterol 170°C 183,60+0,66bB 179,32+13,76aB 179,74+11,83aB 144,96+1,21aA 159,48+1,89bAB -
200°C 178,46+3,06aC 166,65+6,24aBC 165,91+8,86aBC 147,19+9,78aA 154,90+0,41aAB -
nieogrzewane 5,41+0,57aA 4,32+0,17aA 4,66+0,37bA 6,14+1,62bA 4,66+0,35aA 5,6510,32A
kampestanol 170°C 5,09+0,22aB 4,11+0,48aAB 4,36+0,16bAB 3,97+0,21aA 4,68+0,21aB -
200°C 4,66+0,36aB 3,40+0,11aA 3,54+0,20aA 3,7010,36aAB 4,10+0,32aAB -
nieogrzewane n/w n/w n/w 3,57+0,23aA 5,87+0,01aB 29,97+0,22C
stigmasterol 170°C n/w n/w n/w 3,41+0,28aA 5,68+0,61aB -
200°C n/w n/w n/w 3,23+0,37aA 5,45+0,30aB -
nieogrzewane 260,32+1,63aAB 263,92+2,62aA 264,98+3,58aA 256,03+2,71bB 241,41+1,42aD 181,19+0,87C
B-sitosterol 170°C 256,5714,24aA 247,82+4,18aA 254,33+4,48aA 214,18+1,81aB 238,18+1,94aC -
200°C 246,79+12,49aB 244,47+9,86aAB 243,69+14,23aAB 218,27+14,13aA 234,25+1,52bAB -
nieogrzewane 6,92+0,17aAB 6,31+0,41bA 6,31+0,05aA 6,6610,16aAB 7,83+0,09aB 9,69+0,62C
A3-awenasterol 170°C 6,93+1,23aAB 5,62+0,10abA 5,72+0,39aA 5,64+0,44aA 8,74+1,74aB -
200°C 5,92+0,12aAB 5,14+0,33aA 5,30+0,92aA 5,63+0,75aA 7,23%0,22aB -
nieogrzewane 525,8+1,00bA 526,05+1,16aA 527,92+3,89aA 510,01+10,58bA 473,08+4,64bC 286,87+0,42B
suma fitosteroli 170°C 508,72+6,02bA 502,10+11,96aA 510,67+20,44aA 428,48+3,41aB 470,81+2,53bC -
200°C 489,19+11,54aB 484,63+21,31aAB 480,80+31,25aAB 432,35+25,71aA 456,04+1,42aAB -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - rafinowany olej rzepakowego z dodatkiem 0,1% olejku eterycznego z czarnuszki; E0,2% - rafinowany olej rzepakowego z dodatkiem 0,2% olejku eterycznego z
czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20% zimnottoczonego oleju
rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki; n/w — nie wykryto. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg srednimi z dwdch oznaczer + SD. Wartosci
dla préb ogrzanych sa érednimi z czterech oznaczer + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego fitosterolu, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazuja na istotne réznice (p <0,05) miedzy

prébkami; srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepujg rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami.
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12.3.5. Wptyw ogrzewania na zawartos¢ zwigzkéw polarnych (TPC)

Wyniki analizy zawartosci zwigzkéw polarnych (TPC) w mieszankach z zimnottoczonym olejem z
nasion czarnuszki oraz olejkiem eterycznym z czarnuszki zaprezentowano na Rys. 28. Zawartos¢ TPC
w nieogrzanych mieszankach i w probie RAF miescita sie w granicach od 2,25 (E0,1%) do 4,48%
(CZAR20%). W prébie CZAR100% zawartos¢ TPC wynosita 10,07%. Nie stwierdzono istotnych
statycznie réznic miedzy prébami RAF, E0,1% i E0,2%, natomiast réznity sie one istotnie od préb
CZAR10%, CZAR20% i CZAR100%. Istotny statycznie wzrost TPC nastgpit we wszystkich prébach
zaréwno pod wpltywem ogrzewania w 170 jak w 200°C. Najnizszg zawartoscig TPC sposrod prébach
ogrzanych w 170°C odznaczata sie préba E0,1% (6,48%). W zadnej prébie ogrzanejw 170°C parametr
ten nie przekroczyt 7% i rdznice miedzy nimi nie byty istotne statystycznie, z wyjgtkiem préby
CZAR20%, w ktorej poziom TPC byt prawie dwukrotnie wyzszy (11,38%) niz w innych prébach
ogrzanych w tych samych warunkach. Zawartos¢ TPC w prébach ogrzanych w 200°C wynosita od
11,26 do 16,24% i ukfadata sie w nastepujgcym porzadku CZAR10% < EO0,1% < E0,2% < RAF <
CZAR20%. Najmniejszy przyrost zawartosci TPC podczas ogrzewania zaréwno w 170 jak i w 200°C
zanotowano w probie CZAR10% i wynosit on odpowiednio 2,00 oraz 6,78% i byt o0 1,82 oraz 3,87%
mniejszy niz w prébie RAF. Z kolei w prébie CZAR20% stwierdzono najwiekszy przyrost zawartosci
TPC podczas ogrzewania w obu temperaturach i wynosit on odpowiednio 7,16 oraz 12,02% i byt o
3,34 1,37% wiekszy niz w prébie RAF. Wsréd préb ogrzanych w 200°C obserwowano wystepowanie
istotnych statystycznie rdznic. Préba RAF rdznita sie statystycznie znaczaco od innych olejow
ogrzanych w tych samych warunkach, z wyjatkiem préby E0,2%; podobnie préba CZAR10% rdznita
sie od pozostatych z wyjgtkiem préby E0,2%, natomiast préba CZAR20% rdznita sie statystycznie
znaczgco od wszystkich préb ogrzanych w 200°C.

110



16 | - Srednia
[] Srednia+Btad std
14 I T SredniatOdch.std
12 +
— 10} —J
>
d 8 L
6
4 = =
2 — =
O N N N N
& & o o o
T “o "o ei? 67,9 %,9
° © 7 < 7,
G e @
G) C) _%
b) 18
16
14
12
=
S, 8l
sl — = ——— =
4 L
2 L
0 " "
& & Q Q
Yo %, % q@ @,9
o o 7 ‘D
% %
c) 18 :
16 =
14 =1 —
i —— —
T 10 B
S~
et 8 |
6 L
4 B
2 L
0 1 " "
) & & al Q
Yo % %0 e?,p ﬁi,p
o o ] ‘_')
% %

Rys. 28. Zawartos¢ zwigzkow polarnych a) w zimnottoczonym oleju z nasion czarnuszki, jego nieogrzanych
mieszankach oraz nieogrzanych olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki b) w mieszankach oraz
olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki ogrzanych w 170°C oraz c¢) w mieszankach oraz olejach z
dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki ogrzanych w 200°C
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12.3.6. Wptyw ogrzewania na zawartos¢ utlenionych monomeréw (oxTAG) oraz
dimeroéw triacylogliceroli

Wyniki analizy zawartosci oxTAG w mieszankach z zimnottoczonym olejem z nasion czarnuszki
oraz olejkiem eterycznym z czarnuszki zaprezentowano na Rys. 29. Zawartos$¢ oxTAG w nieogrzanych
mieszankach i w prébie RAF wynosita od 19,85 mg/g oleju (E0,1%) do 38,97 mg/g oleju (CZAR10%),
w prébach ogrzanych w 170°C od 58,48 mg/g oleju (CZAR10%) do 94,88 mg/g oleju (CZAR20%), a w
prébach ogrzanych w 200°C od 94,59 mg/g oleju do 135,64 mg/g oleju (CZAR20%). Ogrzewanie w
170 i 200°C spowodowato istotny statycznie wzrost zawartosci oxTAG we wszystkich prdébach.
Najmniejszy przyrost zawartosci oxTAG pod wptywem ogrzewania w 170 i w 200°C zanotowano w
probie CZAR10% i wynosit on odpowiednio 19,75 mg/g oleju (co stanowito 7,70% poczatkowej
zawartosci) oraz 55,62 mg/g oleju (co stanowito 21,68% poczatkowej zawartosci). Natomiast
najwiekszy przyrost zawartosci oxTAG pod wptywem ogrzewania w 170 i w 200°C stwierdzono w
prébie CZAR20% i wynosit on odpowiednio 61,12 mg/g oleju (co stanowito 20,63% poczatkowej

zawartosci) oraz 101,88 mg/g oleju (co stanowito 34,39% poczatkowej zawartosci).

Wyniki analizy zawartosci dimeréw TAG w mieszankach z zimnottoczonym olejem z nasion
czarnuszki oraz olejkiem eterycznym z czarnuszki zaprezentowano na Rys. 30. Wystepowanie
dimeréw TAG stwierdzono jedynie wsrdd prébach ogrzanych w 200°C. Ich zawartos$¢ miescita sie w
zakresie od 5,81-11,49 mg/g oleju i ksztattowata sie wedtug nastepujgcego porzadku CZAR10% <
RAF < E0,1% < CZAR20% < EO0,2%. Nie stwierdzono miedzy nimi istotnych statystycznie rdznic z
wyjatkiem préb o najmniejszej i najwyzszej zawartosci dimerow TAG, ktére rdznity sie istotnie od
pozostatych prob. Proby RAF i E0,2% zawieraty odpowiednio o 2,19 mg/g oleju i 5,68 mg/g oleju
wiecej dimerdéw TAG niz préba CZAR10% (co stanowito odpowiednio 37,69% i 97,76% ich zawartosci
w prébie CZAR10%). Z kolei proby RAF i E0,1% charakteryzowaty sie bardzo podobng zawartoscia
dimerow TAG (8,00 i 8,01 mg/g oleju), odpowiednio o 3,49 i 3,48 mg/ oleju wyzszg w poréwnaniu
do préby E0,2%.
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Rys. 29. Zawartos¢ monomerdw utlenionych TAG (oxTAG) w mieszankach z zimnottoczonym olejem z nasion
czarnuszki oraz olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki; a) w zimnotfoczonym oleju z nasion
czarnuszki, jego nieogrzanych mieszankach oraz nieogrzanych olejach z dodatkiem olejku eterycznego z
czarnuszki b) w mieszankach oraz olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki ogrzanych w 170°C oraz
c) w mieszankach oraz olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki ogrzanych w 200°C
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Rys. 30. Zawartosc¢ dimeréw TAG w mieszankach z zimnotfoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz olejach z
dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki ogrzanych w 200°C
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12.3.7. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA)

Analiza gtdwnych sktadowych pokazata, ze pierwsza i druga sktadowa objasniajg tgcznie 94,98%
wariancji wynikéw w Il etapie badan (Rys. 31). Na podstawie projekcji parametréw na ptaszczyzne
stwierdzono, ze pierwsza z gtdwnych sktadowych charakteryzuje zmiennos¢ zwigzang z profilem
kwaséw ttuszczowych, poniewaz byta ujemnie skorelowana z zawartoscia MUFA (-0,995) oraz
dodatnio skorelowana z zawartoscig PUFA (0,994), SFA (0,996) i wartoscig liczby jodowej (0,961).
Natomiast druga sktadowa byta zwigzana ze stopniem degradacji mieszanek olejéw, poniewaz byta
ujemnie skorelowana z zawartoscig zwigzkéw polarnych (-0,964), oxTAG (-0,981) oraz dimerdéw (-
0,897) i dodatnio skorelowana z zawartoscig tokochromanoli (0,936).

Projekcja przypadkdéw na ptaszczyzne pokazata, ze po lewej stronie osi x znajdujg sie proby o
najwyzszej zawartosci MUFA (préby RAF, EO0,1%, E0,2%). Natomiast po prawej stronie osi x
zlokalizowane zostaty préby z wyzszg zawartoscig PUFA, SFA i wyZzsza liczba jodowa (préby CZAR10%
i CZAR20%). Préba CZAR100% umiejscowita sie w znacznym oddaleniu od pozostatych ze wzgledu
na dominujgcy udziat PUFA w sktadzie tej proby. Proby wzdtuz osi y uktadaty sie w nastepujacy
sposéb od préb nieogrzanych, przez préby ogrzane w 170°C i na konicu osi y zlokalizowano préby
ogrzane w 200°C.

Na podstawie projekcji przypadkdw na ptaszczyzne wyodrebniono cztery klastry. Pierwszy klaster
(kolor zielony) znajdowat sie w lewej gérnej ¢wiartce i obejmowat dwa podklastry. Pierwszy z nich
zawierat wszystkie proby nieogrzane (z wyjatkiem préoby CZAR20%), natomiast drugi podklaster
grupowat préby RAF, E0,1% i E0,2% ogrzane w 170°C. Drugi klaster (kolor czerwony) znajdowat sie
w lewej dolnej ¢wiartce obejmowat proby RAF, E0,1% i E0,2% ogrzane w 200°C. Préby w pierwszym
i drugim klastrze charakteryzowaty niskim stopniem nienasycenia i wysokim udziatem MUFA. Trzeci
(kolor niebieski) oraz czwarty (kolor z6tty) klaster znajdowaty sie odpowiednio w prawej gérnej oraz
prawej dolnej ¢wiartce. Obejmowaty proby z dodatkiem zimnottocznego oleju z czarnuszki (z
wyjatkiem nieogrzewanej proby CZAR10%), ktore odznaczaty sie wyzszym stopniem nienasycenia i
wyzszym udziatem PUFA w poréwnaniu do pozostatych préb. Nalezy zwrdcié uwage, ze préby w
czwartym klastrze znajdowaty sie w duzym oddaleniu od siebie co wskazuje na ich znaczne
zréznicowanie.
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Rys. 31. Analiza gtéwnych sktadowych w mieszankach z zimnottoczonym olejem z nasion czarnuszki oraz
olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki a) rzut parametréw na ptaszczyzne b) rzut przypadkow na

ptaszczyzne (NOG — proby nieogrzewane, SFA - nasycone kwasy ttuszczowe; MUFA - jednonienasycone kwasy
ttuszczowe; PUFA - wielonienasycone kwasy ttuszczowe)

116



13. Dyskusja

Dodatki olejow zimnottoczonych, otrzymanych na drodze ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym
a takze olejek eteryczny z czarnuszki zastosowane w przedstawianej pracy w wiekszosci okazaty sie
skuteczne w ograniczaniu utleniania i polimeryzacji TAG. W | etapie badan mieszanki z
wysokojednonienasyconymi olejami zimnottoczonymi ogrzane w 170 i 200°C odznaczaty sie nizszym
poziomem zwigzkdéw polarnych oraz oxTAG w pordwnaniu do rafinowanego oleju rzepakowego.
Mozna to powigzac z wptywem profilu kwasow ttuszczowych, poniewaz mieszanki z olejem z nasion
kolendry oraz olejem z pestek moreli charakteryzowaty sie nizszym stopniem nienasycenia
okreslanym wartoscig liczby jodowej w poréwnaniu do pozostatych préb. Uzyskane wyniki sg zgodne
z danymi prezentowanymi przez innych autoréw (F. Aladedunye & Przybylski, 2013; Jill K. Winkler
et al., 2007) i mozna je uzasadnia¢ wiekszg podatnoscig PUFA na degradacje pod wptywem wysokiej
temperatury i kontaktu z tlenem. Jednak jest to tylko czesciowe objasnienie, poniewaz mieszanki z
zimnottoczonym olejem rzepakowym charakteryzowaty sie podobnym stopniem nienasycenia do
rafinowanego oleju rzepakowego, ale jednoczesnie nizszg zawartoscig zwigzkdédw polarnych oraz
oXTAG. Ponadto profil kwasow ttuszczowych nie ttumaczy zmiennosci w poziomie zwigzkow
polarnych i oxTAG miedzy poszczegdlnymi mieszankami z wysokojednonienasyconymi olejami
zimnottoczonymi. Zmienno$¢ ta moze wynikaé¢ z wptywu zwigzkéw fenolowych, ktérych bogatym
zrédtem wedtug wielu publikacji (Kostadinovic-Velickovska & Mitrev, 2013; Kostadinovi¢
Velickovska et al., 2015; Siger et al., 2008) s3 oleje zimnottoczone. Liczne badania dowodzg, ze oleje
0 wyzszej zawartosci natywnych lub dodanych zwigzkéw fenolowych odznaczajg sie wyiszg
stabilnoscig w testach przyspieszonego starzenia (Del Carlo et al., 2004; Y. Y. Zhang et al., 2018) oraz
podczas smazenia (Jiménez et al.,, 2017; Kmiecik et al., 2018; Wu et al., 2022). Przypisuje sie to
gtéwnie zdolnosci zwigzkéw fenolowych do wygaszania wolnych rodnikéw poprzez oddanie atomu
wodoru lub elektronu. Nalezy przy tym zaznaczyé, ze istotne znaczenie ma struktura zwigzkéw
fenolowych, w tym liczba i potozenie grup hydroksylowych, stopien metylacji, wystepowanie innych
podstawnikéw, glikozylacja, a takze obecnos$¢ podwdjnego wigzania miedzy Cyi Cs (w pierscieniu C
flawonoiddow) (Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018; Vuolo et al., 2018). W literaturze brak danych na
temat sktadu zwigzkéw fenolowych w oleju z nasion kolendry. Natomiast zbadano ich sktad w
ekstrakcie z nasion kolendry (Palmieri et al., 2020). Zidentyfikowano 10 zwigzkéw fenolowych, przy
czym dominujacy udziat miaty kwas chlorogenowy (490,56 pg/g ekstraktu), nastepnie kwas
wanilinowy (273,23 ug/g ekstraktu) oraz kwas ferulowy (239,21 ug/g ekstraktu). Silne wtasciwosci
antyoksydacyjne (Cirillo et al., 2012) kwasu ferulowego i wanilinowego wynikajg z obecnosci grupy
hydroksylowej podstawionej w pozycji para wzgledem bocznego tancucha ze sprzezonym
wigzaniem podwdjnym. Taki uktad umozliwia delokalizacje elektronu w catej czasteczce rodnika
fenoksylowego, co korzystnie wptywa na jego stabilno$¢ i tym samym poprawia wtasciwosci
przeciwutleniajgce zwigzku fenolowego. Ponadto grupa metoksylowa podstawiona w pozycji orto
do grupy hydroksylowej moze by¢é donorem elektronu, co réwniez zwieksza aktywnos¢
przeciwutleniajgcg kwasu ferulowego oraz wanilinowego. Kwas cholorogenowy wykazuje silniejsze
wtasciwosci antyoksydacyjne niz kwas ferulowy i wanilinowy, dzieki obecnosci dwdch grup
hydroksylowych podstawionych w pozycji orto. Taki uktad dodatkowo stabilizuje powstaty rodnik
fenoksylowy poprzez wytworzenie p-chinonu. W publikacji (Ramadan & Moersel, 2006) poréwnano
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aktywnos¢ przeciwutleniajgcg 10 olejéw mierzong testem DPPH. Stwierdzono, ze olej z kolendry
odznaczat sie najwyzszg efektywnoscig w wygaszaniu wolnych rodnikéw. Wedtug autoréw rdznice
w wiasciwosciach przeciwutleniajgcych olejow mogg wynika¢ z réznic w zawartosci i skfadzie
polarnych bioaktywnych sktadnikéw frakcji niezmydlajacej, réznic w strukturze potencjalnych
fenolowych przeciwutleniaczy w olejach, synergicznych interakcji miedzy polarnymi substancjami
bioaktywnymi a innymi sktadnikami olejow lub z rdéznicy w kinetyce reakcji przeciwutleniaczy
wystepujacych w olejach. Wszystkie te czynniki mogg przyczynic¢ sie do radykalnej skutecznosci
wygaszania olejow. Autorzy zauwazajg rowniez, ze wtasciwosci antyoksydacyjne wynikajg nie tylko
z catkowitej zawartosci przeciwutleniaczy, ale takze z wystepowania okreslonych zwigzkéw oraz z
ich pofagczonego dziatania.

Innym czynnikiem moggcym mie¢ wptyw na zahamowanie utleniania i polimeryzacji TAG w
mieszankach z olejem z nasion kolendry jest wystepowanie w tych prébach olejku eterycznego.
Dowiedziono (H. Yang et al.,, 2022), ze dodatek olejku eterycznego z kolendry do oleju
stonecznikowego wptywa na ograniczenie powstawania zwigzkéow polarnych i polimeréw TAG
podczas gtebokiego smazenia. Wedtug danych literaturowych (H. Yang et al., 2022) olejek eteryczny
z kolendry moze by¢ bogatym zrédtem niefenolowych substancji przeciwutleniajgcych takich jak
linalol, limonen, y-terpinen oraz eugenol.

W |l etapie badan prdéba z dodatkiem oleju z czarnuszki otrzymanego na drodze ekstrakcji
rozpuszczalnikiem w stanie nadkrytycznym (CSFE5%) charakteryzowata sie zblizonym stopniem
nienasycenia w poréwnaniu do proby RAF i jednoczesnie mniejszym wzrostem zawartosci zwigzkow
polarnych oraz utlenionych monomeréw TAG w 170°C. Moze to wynika¢ z wyziszej zawartosci
zwigzkdéw fenolowych w mieszance, dzieki uzyciu etanolu jako wspodtrozpuszczalnika podczas
procesu ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym nasion czarnuszki. Jak wykazano we wczesniejszych
badaniach (Belayneh et al., 2017) zastosowanie nawet niewielkiej ilosci etanolu jako
wspotrozpuszczalnika znacznie zwieksza efektywnosc ekstrakcji zwigzkdw fenolowych. W trzecim
etapie badan préba CZAR10% ogrzana w 170°C, odznaczata sie porownywalnym profilem kwasow
ttuszczowych oraz porownywalng zawartoscig zwigzkdéw polarnych i oxTAG w wzgledem prdoby RAF.
Na podstawie uzyskanych wynikdéw mozna wnioskowac, ze podczas ogrzewania w 170°C substancje
zawarte w probie CSFE5% wykazywaty silniejsze wtasciwosci przeciwutleniajgce niz w prdébie
CZAR10%. Potwierdzajg to badania innych autorow (Mohammed et al.,, 2016), w ktérych
stwierdzono, ze olej nasion czarnuszki pozyskany metodg SFE zawierat wiecej zwigzkéw fenolowych
i odznaczat sie wyzszg aktywnoscia przeciwutleniajgca niz olej zimnottoczony. W prébach CSFE25%
(Il etap badan) oraz CZAR20% (Il etap badan) profil kwaséw ttuszczowych miat wptyw na przemiany
zachodzace w olejach podczas ogrzewania w poréwnaniu do substancji o charakterze
przeciutleniaczy w nich zawartych. Wiekszy dodatek oleju z czarnuszki znacznie wptynat na profil
kwasow ttuszczowych przygotowanych mieszanek. Charakteryzowaty sie one najwiekszym udziatem
PUFA (odpowiednio o0 6,40 i 6,24% wiecej niz w prébie RAF) oraz wyzszym stopniem nienasycenia
okreslanym wartoscig liczby jodowej (odpowiednio o 2,95 i 1,90 wiecej niz w prébie RAF), a
jednoczesnie najwyziszg zawartoscig zwigzkéw polarnych oraz oxTAG w 170°C. Podobne wyniki
uzyskano w pracy (Ardabili et al., 2010), w ktérej badano wptyw dodatku oleju z pestek dyni oraz
oliwy z oliwek stabilnos¢ rafinowanego oleju rzepakowego podczas smazenie. Stwierdzono, ze
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proba z najmniejszym dodatkiem oleju z pestek dyni odznaczata sie najwiekszg stabilnoscia,
okreslang m.in. przez czas smazenie w temperaturze 180°C potrzebny do osiggniecia poziomu 24%
zawartosci zwigzkdw polarnych w prdébie. Autorzy przypisuja zaobserwowane rdznice miedzy
probami réznicom w sktadzie substancji towarzyszacych zwtaszcza zwigzkéw fenolowych.

Dodatek 0,1% olejku eterycznego z czarnuszki oraz 10% oleju zimnotoczonego skutecznie obnizat
poziom zwigzkédw polarnych i oxTAG podczas ogrzewania w 200°C w poréwnaniu do proby RAF.
Takiego efektu nie stwierdzono w prébach E0,1% i T10% ogrzanych w 170°. Mozna przypuszczaé, ze
mechanizm dziatania substancji przeciwutleniajgcych zawartych w olejku eterycznym z czarnuszki
wymaga zastosowania temperatury wyzszej niz 170°C. Drugim mozliwym wyttumaczeniem jest, ze
gtéwnymi przeciwutleniaczami podczas ogrzewania w 170°C byly tokochromanole. Podczas
ogrzewania w 200°C ulegty one znacznej degradacji i przestaty petni¢ swojg ochronng role wzgledem
sktadnikéw oleju. Wéwczas mogty ujawnic sie przeciwutleniajgce wtasciwosci substancji zawartych
w olejku eterycznym z czarnuszki. Nalezy w tym miejscu pamietaé, ze sktadniki olejkéw
eterycznychstosunkowo nietrwate podczas obrdbki termicznej (Mahanta et al., 2021). Jednak
ogrzewanie mogto spowodowac przeksztatcenie niektérych z nich do bardziej stabilnej formy
wykazujgcej witasciwosci ochronne w warunkach wysokiej temperatury. Podobny mechanizm
obserwowano w przypadku sezamoliny, ktéra podczas obrébki termicznej ulega przeksztatceniu do
sezamolu lub sezaminolu o silniejszych witasciwosciach przeciwutleniajgcych (Kochhar, 2000).
Zaprezentowane w obecnej pracy wyniki wptywu dodatku olejku eterycznego z czarnuszki na
stabilnos¢ termiczng rafinowanego oleju rzepakowego wymagajg dalszych badan w celu bardziej
precyzyjnego zrozumienia obserwowanych zjawisk.

Nalezy dodac¢, ze sktad olejku eterycznego z czarnuszki moze znacznie réznic sie (Burits & Bucar,
2000; Kazemi, 2014a; Kiralan et al., 2021; Piras et al., 2013; S. Singh et al., 2014) w zaleznosci od
wielu czynnikéw takich jak warunki Srodowiskowe, termin siewu, warunki przechowywania nasion,
a takze region uprawy. Jak wykazano we wczesniejszych badaniach (Turkmani et al., 2015) sktad
olejku eterycznego z czarnuszki znacznie wptywa na jego aktywnosé przeciwutleniajagca i mozna
przypuszczaé, ze ma rowniez istotny wptyw na jego zdolno$¢ do ograniczania termicznej degradacji
olejow. W pracy innych autoréw (Erkan et al., 2012) stwierdzono, ze dodatek olejku eterycznego z
czarnuszki zwiekszat stabilno$¢ oleju stonecznikowego w warunkach przy$pieszonego starzenia. W
dotychczasowych badaniach brak danych dotyczgcych wptywu dodatku olejku eterycznego z
czarnuszki na stabilnos¢ rafinowanego oleju rzepakowego w warunkach wysokiej temperatury.
Natomiast badano wptyw dodatku innych olejkéw eterycznych, m.in. olejku z czarnego pieprzu,
imbiru (Chandran et al.,, 2017), liscia laurowego, oregano i rozmarynu (Olmedo et al., 2015).
Stwierdzono (Olmedo et al., 2015; D. Wang et al., 2020), ze olejki eteryczne z wysoka zawartosciag
karwakolu lub jego pochodnych byty efektywne w ograniczaniu termo-oksydatywnej degradacji
olejow jadalnych, co mozna przypisa¢ jego fenolowej strukturze. Inne substancje, o strukturze
niefenolowej, zawarte w olejkach eterycznych w tym w olejku eterycznym z czarnuszki otrzymanym
w toku badan niniejszej pracy, réwniez mogg wykazywac wiasciwosci przeciwutleniajace. Nalezg do
nich y-terpinen, limonen a takze tymochinon, ktéry wedtug badan innych autoréw (Kazemi, 2014b;
Kiralan et al., 2021) w przewazajgcym stopniu odpowiada za aktywnos$¢ antyoksydacyjng olejku
eterycznego z czarnuszki. Wtasciwosci przeciwutleniajace y-terpinenu wynikajg z jego zdolnosci do
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przerywania tancucha reakcji rodnikowej poprzez generowanie rodnika wodoronadtlenkowego
(HOO"), ktéry bardzo szybko ulega reakcji samoterminacji (HOO®* + HOO® — HOOH) (Baschieri et al.,
2017). Wykazano takze, ze y-terpinen dziata synergicznie z tokoferolami i zwigzkami fenolowymi,
regenerujac je z ich form rodnikowych poprzez wytworzenie szybko samoterminujgcego rodnika
HOO® (Guo et al., 2021). Wedtug jednej z publikacji (Baschieri et al., 2017) antyoksydacyjne
wtasciwosci limonenu, linalolu i citralu, a takze innych niefenolowych sktadnikéw olejkéw
eterycznych mogg wynikac z reakcji ich wspétutleniania z substratem i szybkiej samoterminacji. Jest
to mechanizm podobny do wyzej opisanego mechanizmu dziatania y-terpinenu, z tg réznicy, ze nie
stwierdzono w nim udziatu rodnika HOO". Autorzy zauwazajg, ze przeciwutleniajgce wtasciwosci
sktadnikéw olejkow eterycznych prawdopodobnie ujawniajg sie w dos¢ waskim zakresie stezen. W
obecnej pracy moze to ttumaczy¢ wyzszg zawartos¢ zwigzkdw polarnych, oxTAG oraz dimeréw w
prébie E0,2% w poréwnaniu do proby EO,1%. Moze to Swiadczy¢, ze zostato przekroczone
optymalne stezenie olejku eterycznego pod wzgledem jego wtasciwosci przeciwutleniajgcych. W
kolejnej pracy (Milos & Makota, 2012) oceniono wtasciwosci przeciwutleniajgce tymolu, karwakrolu,
tymochinonu i p-cymenu oraz ich mieszanek. Stwierdzono pewne rozbieznosci w dziataniu
wiekszosci mieszanek oraz indywidualnym dziataniu poszczegdlnych sktadnikéow. Silny efekt
antagonistyczny stwierdzono tylko, gdy tymochinon byt potagczony z p-cymenem. Inne kombinacje
dwéch przeciwutleniaczy wykazywaty w pewnym stopniu efekt synergistyczny. Bardziej ztozone,
trzy- i czterosktadnikowe mieszaniny przeciwutleniaczy wykazywaty spadek aktywnosci
antyoksydacyjnej w poréwnaniu z ich poszczegdlnymi sktadnikami. Mozne to oznaczaé, ze
antagonistyczne dziatanie miedzy tymochinonem i p-cymenem przewaza nad synergistycznym
dziataniem innych uktaddéw przeciwutleniaczy.

W |l etapie badan préby o wyzszej zawartosci tokochromanoli, charakteryzowaty sie wyraznie
mniejszym wzrostem poziomu zwigzkéw polarnych oraz oxTAG zaréwno w 170 jak i 200°C, pomimo
wyzszego stopnia nienasycenia w poréwnaniu do proby RAF. Podobnych obserwacji dokonano pod
wzgledem zawartosci dimeréw w prébach ogrzanych w 200°C. Potwierdza to analiza PCA, ktéra
wykazata, ze zawartosé¢ tokochromanoli byta odwrotnie skorelowana z zawartoscig dimerdw.
Uzyskane w obecnej pracy wyniki mozna powigzac¢ z wyzszg catkowitg zawartoscig tokochromanoli
w mieszankach z olejem z tubinu. Liczne badania potwierdzajg silne przeciwutleniajgce wtasciwosci
tokochromanoli (Kamal-Eldin; Afaf, 2019; Obranovic¢ et al., 2015; Siger et al., 2021). Wykazano (M.
A. Ali & Chew, 2022), ze optymalna zawartos¢ tokoferoli pod wzgledem ich wptywu na stabilnos¢
termiczng olejow wynosi 500-1000 pg/g. Mozna przypuszczaé, ze oprocz catkowitej zawartosci
tokochromanoli réwniez ich sktad ma istotny wptyw na stopier zaawansowania proceséw utleniania
i polimeryzacji TAG podczas obrdbki termicznej. W obecnej pracy, we wszystkich etapach badan
stwierdzono, ze najmniej stabilnym homologiem byt a-tokoferol, wiekszg stabilnoscig
charakteryzowat sie y-tokoferol, a najbardziej stabilny okazat sie 6-tokoferol, co jest zgodne
wczesniejszymi wynikami badan (Kmiecik et al.,, 2019). Wieksza podatnos$¢ a-tokoferolu na
degradacje w pordéwnaniu do innych homologéw wynika prawdopodobnie z nizszej energii
odtaczenia atomu wodoru (Barouh et al., 2022; Kmiecik et al., 2019). Z drugiej strony tatwos¢
przekazania atomu wodoru przez a-tokoferol wptywa na jego wyiszg reaktywnos¢ i tym samym
moze przyczyniac sie do silniejszych wiasciwosci antyoksydacyjnych. Jest to zgodne z wynikami
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otrzymanymi w obecnej pracy w etapie Ill, w ktérej préba CZAR10% wyrdzniajgca sie najnizszym
poziomem produktéw degradacji w temperaturze 200°C, charakteryzowata sie najmniejsza
stabilnoscig tokochromanoli. Starty tokochromanoli wynikaty gtéwnie z obnizenia zawartosci a-
tokoferolu, ktéry miat dominujacy udziat w sktadzie tokochromanoli w nieogrzewanej prébie
CZAR10%. Nalezy zauwazy¢, ze y-tokoferol réwniez miat znaczgcy udziat w sktadzie tokochromanoli,
co takze mogto wptyng¢ na ograniczenie degradacji TAG w mieszance. Mechanizm dziatania
tockochromanoli jest bardzo ztozony i zalezy od wielu czynnikdw w tym temperatury i czasu trwania
eksperymentu, dostepu tlenu (smazenie gtebokie Ilub w cienkiej warstwie), stezenia
tokochromanoli, proporcji miedzy homologami, obecnosci innych antyoksydantéw oraz innych
substancji moggcych wchodzié¢ w interakcje synergiczne lub antagonistyczne. W obecnej pracy, w
etapie badan y-tokoferol byt dominujgcym homologiem tokochromanoli w prébach £SFE5% i
LSFE25% (jego udziat byt odpowiednio o 8,50 i 50,38% wiekszy niz a-tokoferolu), co mogto wptynaé
na mniejszy wzrost zawarto$é produktéw utleniania i polimeryzacji TAG, zwtaszcza polimeréw w
prébie tSFE25%. W badaniach innych autoréw wykazano, ze oleje ze znacza przewagg y-tokoferolu
charakteryzowaty sie wyzszg aktywnoscig przeciwutleniajgcg (Seppanen et al., 2010) oraz wiekszg
stabilnoscig oksydacyjng (Zaunschirm et al., 2018). Mozliwg przyczyng silniejszych wiasciwosci
ochronnych y-tokoferolu w poréwnaniu do a-tokoferolu podczas obrébki termicznej wynika z
innych mechanizméw ich przeksztatcenia (Kochhar, 2000). Pod wptywem wysokiej temperatury y-
tokoferol ulega przeksztatceniu do jednego z dwdch dimerdw, z ktérych oba posiadajg wtasciwosci
przeciwutleniajgce, podczas gdy a-tokoferol rozktada sie z wytworzeniem czterech produktow, ale
tylko jeden z nich ma wtasciwosci przeciwutleniajgce. Nalezy zaznaczy¢, ze wiele dotychczasowych
badan (Athanasiadis et al., 2023; Kiran et al., 2015; Kmiecik et al., 2019) zauwaza wyzszg aktywnosé
przeciwutleniajgcg mieszaniny tokoferoli w poréwnaniu do indywidualnego dziatania
poszczegdlnych homologdéw, co wskazuje na wystepowanie synergistycznych oddziatywan miedzy
tokoferolami.

Dodatek oleju z tubinu SFE w stezeniu 5 i 25% byt bardziej efektywny w ograniczaniu przyrostu
zawartosci zwigzkéw polarnych oraz oxTAG podczas ogrzewania w 200° niz dodatek rTBHQ. Moze
to wynikaé z mniejszej odpornosci TBHQ na degradacje w zastosowanych warunkach w poréwnaniu
do tokochromanoli, a takze z mniejszej stabilnosci tokochromannoli w prébie rTBHQ niz w
mieszankach z olejem z nasion tubinu. Co wiecej wsrdd préb ogrzanych w 200°C mieszanki £tSFE5% i
LSFE25% wyrdzniaty sie nizszg zawartoscig dimerdw, w poréwnaniu do préby RAF oraz préby rTBHQ.
Mozna przypuszczaé, ze jest to efektem nizszej zawartosci oxTAG, z ktérych w wyniku reakcji
polimeryzacji w warunkach wysokiej temperatury powstajg dimery (Velasco et al., 2009). Badania
innych autoréw (Nystrom et al., 2007) wykazaty, ze dodatek 0,5% i 1% a-tokoferolu ograniczat
polimeryzacje podczas ogrzewania w 180°C. W pordéwnaniu do préoby wysokooleinowego oleju
stonecznikowego, ktéry poddano oczyszczaniu w celu usuniecia wszelkich pro- i antyoksydantéw,
proby z dodatkiem a-tokoferolu oznaczaty sie istotnie nizszym poziomem polimerdw juz w pierwszej
godzinie ogrzewania. Efekt ten pogtebiat sie przez caty czas trwania eksperymentu (6 godzin). Jednak
dopiero w ostatniej godzinie zanotowano istotng statycznie réznice miedzy prébami z dodatkiem
0,5 i 1% a-tokoferolu — wiekszy dodatek a-tokoferolu bardziej spowalniat procesy polimeryzacji. Z
kolei w pordéwnaniu do proby wysokooleinowego oleju stonecznikowego nie poddanego
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oczyszczaniu w celu usuniecia wszelkich pro- i antyoksydantéw antypolimeryzacyjny efekt dodatku
a-tokoferolu w obu stezeniach byt statycznie istotny dopiero w 3 godzinie ogrzewania i utrzymat sie
w 6 godzinie do korica eksperymentu.

Kolejnym czynnikiem moggcym ogranicza¢ utlenianie i polimeryzacje TAG w prébach z
dodatkiem oleju z nasion tubinu zaréwno w 170 jak i w 200°C jest wysoka zawartos¢ fitosteroli.
Potwierdzajg to wyniki analizy PCA, zgodnie z ktdrg w Il etapie badan zawarto$é fitosteroli byta
odwrotnie skorelowana z zawartoscig dimerdw TAG. Nalezy zaznaczy¢, ze zawartos¢ fitosteroli w
oleju z nasion tubinu SFE, wykorzystywanego do badan w pracy, byta wyzsza niz w innych
doniesieniach dotyczacych tego oleju (Hamama & Bhardwaj, 2004). Moze to wynikac z zastosowania
ekstrakcji CO, w stanie nadkrytycznym jako metody pozyskania oleju lub moze to by¢ rdwniez cechg
charakterystyczng dla odmiany tubinu uzytej w badaniach. Kolejnym istotnym czynnikiem moggcym
ograniczaé termiczng degradacje w badanych mieszankach madgt by¢ sktad fitosteroli. Dominujgcym
fitosterolem we wszystkich mieszankach oraz prébach kontrolnych byt B-sitosterol, przy czym w
prébach tSFE5% i tSFE25% jego zawartosc byta znacznie wyzsza niz w innych prébach, co mogto
wptynac na wiekszg stabilnosé termiczng prob z dodatkiem oleju z tubinu. W literaturze (Kiran et al.,
2015) wykazano, ze dodatek B-sitosterolu do oleju sojowego byt bardziej efektywny w ograniczaniu
formowania zwigzkdéw polarnych podczas smazenia niz dodatek BHT i poréwnywalnie skuteczny w
stosunku do TBHQ. W innej pracy (Singh 2013) autor stwierdzit, ze dodatek sitosterolu powodowat
obnizenie poziomu polimeréw TAG w trioleinie oraz rafinowanym oleju rzepakowym,
wysokooleinowym oleju stonecznikowym oraz oleju Inianym podczas ogrzewania w temperaturze
180°C przez 72 godziny. Jednakze zastosowany dodatek powodowat réwniez wzrost poziomu
produktéw hydrolizy. Wedtug autora antypolimeryzacyjny wptyw sitosterolu moze by¢ efektem
przeksztatcenia sitosterolu do steradienu w wyniku reakcji eliminacji wody. W obecnej pracy
gtéwnym fitosterolem w oleju z tubinu byt rzadko wystepujgcy w olejach lupeol co jest typowe dla
tubinu i zgodne z danymi uzyskanymi przez innych autorow (Hamama & Bhardwaj, 2004). Znaczne
ilosci lupeolu stwierdzono takze w prébach tSFE5% i tSFE25%, co mozna powigzaé z niisza
zawartoscig zwigzkéw polarnych oraz dimerédw w tych prébach po procesie ogrzewania w
porownaniu do pozostatych préb. Wedtug autoréw innej publikacji (Santiago & Mayor, 2014)
wtasciwosci przeciwutleniajgce lupeolu moga wynika¢ ze jego zdolnosci do zmiatania wolnych
rodnikéw. W kolejnej pracy (C. Wang et al., 2019) dotyczacej wtasciwosci antyoksydacyjnych oleju z
nasion azjatyckiej odmiany oliwnika ekstrahowanego metodg SFE stwierdzono wstepowanie
wysokiej dodatniej korelacji pomiedzy zawartos$cig lupeolu a aktywnoscig przeciwutleniajgca
mierzong zdolnoscia do wychwytywania wolnych rodnikébw DPPH. Byta ona najwyisza w
porownaniu do aktywnosci innych fitosteroli. Autorzy sugerujg, ze aktywnos¢ antyoksydacyjng
lupeolu mozna powigzac z wystepowaniem w strukturze jego bocznego taricucha nienasyconego
wigzania w pozycji C-21. Taka struktura moze zwieksza¢ stabilnos¢ termiczng oleju w podobny
sposdb jak grupa etylidenowa w taricuchu bocznym A%-awenasterolu, A’-awenasterolu, fukosterolu,
wernosterolu i citrostadienolu (Kochhar, 2000). Mozna réwniez wnioskowaé, ze znacznie wyzsza
zawartos¢ A*-awenasterolu w prébie £SFE25% w poréwnaniu do innych prob w |l etapie badan oraz
wystepowanie citrostadienolu i A’-awenasterolu w probie KOL25% w | etapie badarn mogto
przyczynic sie do spowolnienia utleniania i polimeryzacji TAG w tych prébach.
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Na ograniczenie zawartosci zwigzkéw polarnych oraz dimeréw w prébach CSFE5% i CSFE25%
mogto mie¢ wptyw wystepowanie w tych prébach cykloartenolu. Feluran cykloartenolu jest jednym
z gtéwnych sktadnikow (M. A. Ali & Chew, 2022) y-oryzanolu bedacego ztozong mieszaning
felurowych estréw okoto 16 réznych fitosteroli. Dane na temat wptywu y-oryzanolu na stabilnos¢
termiczng olejow sg dosé rozbiezne. Wielu autoréw (F. Aladedunye et al., 2017; Maxwell D. Erickson
et al., 2022) przyjmuje, ze dobra stabilnos¢ termiczna oleju z otrgb ryzu wynika z wysokiej zawartosci
v-oryzanolu. W jednej z publikacji (Kiran et al., 2015) stwierdzono, ze préba oleju sojowego z
dodatkiem y-oryzanolu ogrzana w 180°C charakteryzowata sie znacznie nizszg zawartoscig zwigzkdéw
polarnych niz préba bez dodatku oraz préby z dodatkiem BHT i TBHQ. Jednak w innej publikacji
wykazano (Winkler-Moser et al., 2015), ze y-oryzanol ograniczat polimeryzacje TAG, ale tylko w
niewielkim stopniu i byt znacznie mniej skuteczny niz syntetyczne felurany steroli. Wedtug oceny
autoréw wystepowanie w strukturze cykloartenolu, dwdch grup metylowych przy C-4, jak réwniez
grupy cyklopropanowej miedzy C-9 i C-19 moze obnizaé ich witasciwosci antypolimeryzacyjne,
poniewaz sg to gtéwne rdinice w strukturze sktadnikdw y-oryzanolu i badanych fitosteroli.
Najnizszym poziomem polimeréw odznaczaty sie préby z dodatkiem ferulanu cholestanylu i
sitostanylu, nieco wyzszym préby z dodatkiem felurandéw cholestenylu i sitostenylu jednak te réznice
byty istotne statystycznie jedynie po 8 godzinach smazenia.

W trzecim etapie badan jedynie dodatek 10% oleju z nasion czarnuszki skutecznie ograniczat
polimeryzacje TAG w 200°C. Oprdcz opisanego wyzej wptywu profilu kwaséw ttuszczowych oraz
olejku eterycznego moze to wynikaé¢ z wptywu A°-stigmasterolu, ktéry wystepowat w prébach z
dodatkiem zimnottoczonego oleju z czarnuszki. Wystepowanie A°-stigmasterolu oraz A’-
stigmasterolu w prébach z dodatkiem oleju z kolendry oraz A>-stigmasterolu w prébach z dodatkiem
oleju z tubinu réwniez mogto przyczynic¢ sie do uzyskania w tych prébach najnizszej zawartosci
dimeréw w | i Il etapie badan. Ochronne dziatanie A®>-stigmasterolu oraz A’-stigmasterolu podczas
obrabki cieplnej dotychczas zostato zbadane w niewielkim stopniu. W jednej z publikacji (M. Chang
et al., 2020) wykazano, ze podczas ogrzewania oleju sojowego w temperaturze 60°C stigmasterol
dziatat jako proutleniacz, natomiast w temperaturze 180°C wykazywat dziatanie przeciwutleniajgce.

Na podstawie wynikdw obecnej pracy, mozna przypuszczaé, ze dziatanie tokochromanoli i
fitosteroli, podobnie jak dziatanie tokochromanolii olejku eterycznego z czarnuszki uzupetnia sie, w
ten sposéb, ze kiedy tokoferole ulegng degradacji, funkcje ochrong przyjmuja fitosterole ze wzgledu
na ich wyzszg stabilno$¢ podczas obrébki termicznej. W obecnej pracy fitosterole odznaczaty sie
wysoka stabilnoscia, ktéra w zadnej prébie nie spadta ponizej 84,01% ich poczatkowej zawartosci,
co jest zgodne z wynikami innych autorow (Y. Lin et al., 2017). Wyniki badan na temat interakcji
pomiedzy tokoferolami i sterolami sg podzielone. Czes$¢ publikacji dowodzi synergicznego dziatania
tokoferolii steroli (J. Yang et al., 2015; Z. Zhao et al., 2021). Efekt ten nie zostat jednak potwierdzony
w pracy (Nystrom et al.,, 2007), w ktérej stwierdzono, ze mieszanina ferulanu sitostanylu i a-
tokoferolu skutecznie hamuje polimeryzacje, ale nie w sposdb synergistyczny. Aktorzy sugeruja, ze
przeciwutleniacze dziatajgce w oparciu o inne mechanizmy przeciwutleniajgce wykazujg silniejszy
efekt synergiczny, poniewaz zapobiegajg utlenianiu na rdine sposoby. Natomiast gtéwnym
mechanizmem przeciwutleniajgcym zaréwno feluranu sitostanylu jak i a-tokoferolu jest przekazanie
atomu wodoru reaktywnym rodnikom. W pracy innych autoréw (R. Liu et al., 2021) zauwazono, ze
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mieszanki tokoferole - fitosterole oraz tokoferole - y-oryzanol wykazywaty antagonistyczne
oddziatywanie w oleju z otrgb ryzu w tescie Rancimat. Jednak ci sami autorzy w kolejnej publikacji
(Tang et al., 2022) stwierdzili wystepowanie synergistyczne oddziatywan tych samych mieszanek w
rafinowanym oleju kokosowym. Autorzy wnioskujg, ze ta sama kombinacja dwdch substancji
bioaktywnych w zaleznosci od srodowiska lipidowego, w ktérym wystepuje moze powodowac rézne
interakcje i tym samym moze wykazywad rézne wiasciwosci przeciwutleniajgce. Autorzy zauwazyli
rowniez, ze rodzaj interakcji zalezat od proporcji sktadnikéw mieszanek, a takze od stezenia
mieszanek. Ponadto autorzy stwierdzili, ze lepsze zrozumienie obserwowanych zjawisk wymaga
dalszych badan. W innej publikacji (Grajzer et al., 2020) stwierdzono wystepowanie interakcji
synergicznych miedzy tokoferolami, fitosterolami i polifenolami. Jednoczesnie zauwazono, ze
wtasciwosci antyoksydacyjne tokoferoli i polifenoli zalezg od stosunku molowego przeciwutleniacza
do kwasu a-linolenowego. W kolejnej publikacji (Winkler-Moser et al., 2013) autorzy stwierdzili, ze
lepsze wtasciwosci antypolimeryzacyjne mieszaniny felurandw steroli oraz tokoferoli wynikajg nie
tyle z ich synergistyczny interakcji, co ze wzajemnej ochrony podczas ogrzewania.

W pracy innych autorow analizowano wptyw dodatku oleju z nasion pistacji atlantyckiej (w
dwéch stezeniach) oraz dodatku frakcji niezmydlajgcej z tego oleju na termiczng stabilnosé
otrzymanych mieszanek podczas 48 h smazenia plasterkdw ziemniakdw w trdjsktadnikowej
mieszance rafinowanego oleju rzepakowego z olejem palmowego i oliwg z oliwek extra virgin.
Wszystkie zastosowane dodatki wptynety na obnizenie poziomu oxTAG, dimeréw oraz catkowitej
zawartosci polimerdw w mieszankach w poréwnaniu do préby bez dodatkéw. Jednak w poréwnaniu
do préby z dodatkiem TBHQ jedynie préba z dodatkiem frakcji niezmydlajacej uzyskata podobng
stabilnos¢ termiczna. Autorzy zauwazajg, ze frakcja niezmydlajgca jest bogatym zrédtem substancji
czynnych takich jak sterole, tokoferole i zwigzki fenolowe, ktére w badanych mieszankach mogty
dziata¢ przeciwutleniajgco i antypolimeryzacyjnie. Autorzy jednak nie wskazujg, ktéra z nich miata
dominujgcy wptyw. Nalezy zauwazy¢, ze wptyw poszczegdlnych substancji czynnych na zmniejszenie
degradacji olejow podczas obrébki cieplnej, w tym polimeryzacji TAG, jest bardzo ztozony i wymaga
dalszych badan m.in. pod wzgledem optymalnej zawartosci i sktadu poszczegdlnych substancji w
olejach, a takze ich formy (wolnej lub zestryfikowanej), ich interakcji z matrycg i innymi
przeciwutleniaczami oraz znaczeniem warunkéw procesu smazenia.
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14. Whnioski i stwierdzenia

Oleje zimnotfoczone oraz otrzymane przez ekstrakcje CO, w stanie nadkrytycznym z
zastosowaniem wspotrozpuszczalnika efektywnie ograniczaty utlenianie i polimeryzacje
triacylogliceroli podczas obrdébki termicznej. Przygotowane mieszaniny charakteryzowaty
sie podobng lub wyzszg stabilnoscig w poréwnaniu do rafinowanego oleju rzepakowego z
dodatkiem syntetycznego antyoksydanta TBHQ oraz wyzszg stabilnoscig w poréwnaniu do
rafinowanego oleju rzepakowego bez dodatkéw.

Kluczowym czynnikiem wptywajgcym na stabilnos$¢ termiczng mieszanek byt profil kwaséw
ttuszczowych, sposdb pozyskiwania olejow oraz zawarto$é tokochromanoli i fitosteroli.
Istotne znaczenie miat takze sktad substancji czynnych. Znaczna przewaga y-tokoferolu w
sktadzie tokochromanoli wptywata na lepszg odpornos¢ na utlenianie oraz polimeryzacje
triacylogliceroli. Mozna to ttumaczyé mechanizmem, w ktérym y-tokoferol w warunkach
wysokiej temperatury rozktada sie do dwdch substancji o witasciwosciach
przeciwutleniajgcych. Ograniczenie utleniania oraz polimeryzacji TAG mozna réwniez
powigzac z wysokg zawartoscig rzadko wystepujgcego w olejach lupeolu, obecnego w oleju
z tubinu SFE, ktéry moze wykazywac wtasciwosci przeciwutleniajgce, dzieki wystepowaniu
w jego bocznym taficuchu nienasyconego wigzania w pozycji C-21.

W | etapie badan, w przypadku olejow o wysokiej zawartosci jednonienasyconych kwasow
ttuszczowych wszystkie dodatki miaty podobng aktywnos¢ zaréwno w temperaturze 170 jak
i 200°C biorgc pod uwage koncowa zawartos¢ zwigzkéw polarnych. W podobny sposéb
ograniczaty takze powstawanie utlenionych monomeroéw triacylogliceroli. Dodatek oleju z
kolendry i pestek moreli jedynie w niewielkim stopniu lepiej hamowat proces polimeryzacji
i powstawanie dimerdw triacylogliceroli w poréwnaniu do dodatku zimnottoczonego oleju
rzepakowego.

W Il etapie badan najbardziej skutecznym dodatkiem w ograniczaniu utleniania i
polimeryzacji triacylogliceroli byt olej z tubinu SFE, co mozna byto zaobserwowaé na
podstawie znacznie nizszych przyrostow zawartosci zwigzkéw polarnych, utlenionych
triacylogliceroli oraz dimerdéw. Jego aktywnos¢ byta poréwnywalna z aktywnosciag TBHQ
mierzong zawartoscig zwigzkéw polarnych oraz utlenionych triacylogliceroli oraz ponad
dwukrotnie wyzsza biorgc pod uwage koricowq zawartosc dimerdw triacylogliceroli. Wysoka
aktywnosé mieszanek z olejem z tubinu SFE mogta by¢ spowodowana wysoka zawartoscia
tokochromanoli i fitosteroli oraz ich unikalnym sktadem.

W Il etapie badan dodatek oleju z czarnuszki oraz olejku eterycznego nie ograniczat w
istotnym stopniu degradacji otrzymanych mieszanin na bazie oleju rzepakowego.
Wyjatkiem byty préby z dodatkiem 10% zimnottoczonego oleju z czarnuszki oraz 0,1% olejku
eterycznego z czarnuszki ogrzewane w 200°C. Ograniczaty one procesy utleniania
triacylogliceroli, a dodatek oleju takie proces powstawania dimeréw. Dodatek 20%
zimnottoczonego oleju z czarnuszki powodowat znaczne nasilenie degradacji otrzymanego
oleju pod wzgledem zawartosci zwigzkéw polarnych, utlenionych monomeréw oraz
dimerdéw TAG. Mogto to wynikac ze zwiekszenia stopnia nienasycenia otrzymanej mieszanki.
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10.

Aktywno$¢ dodatkow na bazie czarnuszki w ograniczaniu utleniania triacylogliceroli, ktdra
ujawnia sie w 200°C moze wynikaé z wyzszej aktywnosci AS-stigmasterolu w wyzszych
temperaturach. Podobny mechanizm maégtby ttumaczy¢ dziatanie olejku eterycznego z
czarnuszki, ktorego sktadniki w podwyzszonej temperaturze sg nietrwate, ale moga ulegac
przeksztatceniu do innych bardziej stabilnych form wykazujacych wiasciwosci ochronne.

W wiekszosci préob poddanych ogrzewaniu obserwowano gwattowny spadek zawartosci
tokochromnoli, ktéry byt uzalezniony od temperatury ogrzewania. W temperaturze 200°C
w wiekszosci prob obserwowano prawie catkowitg ich degradacje. Wyjatek stanowity préoby
z dodatkiem TBHQ oraz 25% oleju z tubinu, ktdre charakteryzowaty sie wysoka stabilnoscig
tokochromanoli w 170°C, a w przypadku préby z dodatkiem 25% oleju z fubinu takze w
200°C.

Najmniej stabilnym homologiem tokoferoli byt a-tokoferol, a najbardziej odpornym na
degradacje byt 6-tokoferol, co jest zgodne z mechanizmem objasniajgcym wiasciwosci
przeciwutleniajgce tokoferoli w oparciu o energie odtgczenia atomu oraz liczbe i pozycje
podstawnikéw metylowych w pierscieniu benzenowym.

Analiza PCA w | i lll etapie wykazata niewielkie zréznicowanie miedzy prébami nieogrzanymi
i ogrzanymi w 170°C oraz widoczne zréznicowanie miedzy wynikami préb ogrzanych w 170
i 200°C, co wskazuje na znaczne pogtebienie proceséw degradacyjnych w temperaturze
200°C. W Il etapie badan réwniez obserwowano zréznicowanie miedzy prébami, jednakze
wynikato ono nie tylko z zastosowanej temperatury ogrzewania, ale takze w duzym stopniu
z zastosowanego dodatku.

Nalezy zauwazyé, ze wptyw poszczegdlnych substancji czynnych na zmniejszenie degradacji
olejow podczas obrdbki cieplnej, w tym polimeryzacji TAG, jest bardzo ztozony i wymaga
dalszych badan m.in. pod wzgledem optymalnej zawartosci i sktadu poszczegdlnych
substancji w olejach, a takze ich formy (wolnej lub zestryfikowanej), ich interakcji z matryca
i innymi przeciwutleniaczami oraz znaczeniem warunkéw procesu smazenia.
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Tabela I. Zawartos¢ tokochromanoli i poszczegdlnych homologéw w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

[mg/100g oleju]
RAF TBHQ RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MOR5% MOR25% MOR100%
nieogrzewane 30,70+0,05aB 30,18+0,48aB 25,240,23aA 28,18+0,11aE  26,41+0,24A  29,6%+0,45aB  36,66+0,48aF 50,68+0,49G 25,45+0,12aA  20,76+0,28aD 1,66+0,00C
a-tokoferol 170°C 1,62+0,12bAB 29,01+0,35bD 2,00+0,09bA 5,60+0,36bC - 2,09+0,13bA 4,69+1,20bC - 1,13+0,35bAB 0,73+0,23bB -
200°C 0,40+0,11cC 0,87+0,02cD 0,22+0,08cAB  0,29+0,08cBC - n/w 0,15+0,03cA - n/w n/w -
nieogrzewane 0,13+0,03aAB 0,16+0,02aA 0,05+0,01aAB  0,15+0,05aAB 0,09+0,01AB  0,19%0,01aA 0,43+0,05aC  1,39+0,08D 0,11+0,03aAB  0,06+0,01aAB n/w
B-tokoferol 170°C 0,06+0,04abAB 0,13+0,02aC 0,04+0,02aAB  0,03+0,02bAB - 0,11+0,00bBC  0,27+0,03bD - 0,03+0,02bA  0,03+0,03abA -
200°C 0,03+0,01bAB 0,05+0,03bB n/w n/w - n/w 0,09+0,03cC - n/w n/w -
nieogrzewane 33,58+0,09aB 32,78+0,95aAB  24,15%0,16aD 31,78+0,26aAC 32,84+0,25AB 31,23%0,22aC  25,38%0,06aD  0,59+0,08E 32,63+0,13aABC 36,72+0,18aF 54,3+0,55G
y-tokoferol 170°C 15,17+0,60bABC  32,15+0,28aD 15,16+0,08bABC 17,37+0,24bC - 15,93+2,01bBC 13,53+0,96bAB - 12,63+1,10bA  13,43%1,97bAB -
200°C 8,09+0,63cD 10,01+0,22bE 5,77%0,44cC 4,94+0,86¢cC - 3,27+0,20cA  2,51+0,14cAB - 2,92+0,41cA 1,73+0,07cB -
nieogrzewane 0,69+0,06aAB 0,74+0,02aAB  0,83%0,04aBC  0,68+0,04aAB 0,73+0,05AB  0,93+0,06aC 1,26+0,04aE  0,14+0,02D 0,64+0,03aA 0,92+0,04aC  1,65+0,01F
d-tokoferol 170°C 0,58+0,04bA 0,68+0,03aBC 0,57+0,07bA  0,64+0,04aAB - 0,72+0,07bBC  1,10+0,01bD - 0,54+0,05aA 0,81+0,11aC -
200°C 0,43+0,02cA 0,43%0,05bA 0,35+0,03cA 0,3420,04bA - 0,40+0,05cA 0,65+0,04cB - 0,34+0,07bA 0,42+0,02bA -
nieogrzewane 5,36+0,04aD 5,37+0,03aCD 3,60+0,08aG 4,79+0,19aBE  3,73+0,23AB 4,41+0,02aCE  4,00+0,07aCD n/w 4,33+0,06aAB 3,79+0,09aA n/w
PC-8 170°C 2,03+0,08bAB 5,12+0,12aF 2,17+0,11bBE 2,42+0,09bE - 1,86x0,27bAB 1,77+0,17bAD - 1,47+0,10bCD 1,22+0,16bC -
200°C 0,90+0,10cD 1,13+0,10bE 0,60+0,05cC 0,52+0,09cC - 0,26+0,02cA  0,26+0,04cAB - 0,28+0,05cA 0,11+0,01cB -
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 0,04+0,01aA 0,15+0,00bB  0,33+0,01C n/w n/w n/w
a-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w - 0,03+0,01aA  0,0310,01aA - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w n/w - n/w n/w -
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 0,10+0,01bA 0,08+0,00bA  0,89+0,09B n/w n/w n/w
B-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w - 0,03+0,00aA  0,0410,01aA - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w n/w - n/w n/w -
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 0,15+0,00bA  0,72+0,01bB  3,07+0,08C n/w n/w n/w
y-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w - 0,04+0,01aA  0,36%0,06abB - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w 0,08+0,00a - n/w n/w -
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RAF TBHQ RZEP5% RZEP25% RZEP100% KOL5% KOL25% KOL100% MOR5% MOR25% MOR100%
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,08+0,00cA  0,86+0,02B n/w n/w n/w

o-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w - n/w 0,06+0,01b - n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w - n/w 0,05+0,00a - n/w n/w -

nieogrzewane 70,45+0,13aD 69,24+1,39aCD  53,82+0,33aG  65,56+0,43aBF 63,80+0,78AB 66,65+0,77aCF 68,75+0,37aCD 57,92+0,88E 63,16+0,36aAB 62,24+0,13aA 57,61+0,54E
suma ., 170°C 19,45+0,78bABC 67,09+0,74bE  19,93+0,32bAC  26,06+0,61bD - 20,81+2,38bA 21,85+2,40bA - 15,80+1,56bB  16,22+2,40bBC -

tokochromanoli

200°C 9,85+0,85cD 12,49+0,33cE 6,94+0,58cC 6,08+1,03cC - 3,93+0,17cA 3,80+0,21cA - 3,54+0,52cAB 2,25+0,05cB -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP100% - zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z
nasion kolendry; KOL25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% - zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego
i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z pestek moreli; MOR100% - zimnottoczony olej z pestek moreli; NOG/0Z100% - nieogrzewane
préby kontrolne, nieogrzewane mieszanki oraz oleje zimnottoczone 100%; PC-8 — plastochromanol-8; n/w — nie wykryto. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejow wyjsciowych sg Srednimi z dwdch oznaczen
+ SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg $rednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazuja na istotne réznice (p <0,05) miedzy
prébkami, Srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébka
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Tabela Il. Zawartosc¢ zwigzkéw polarnych [%] w wysokojednonienasyconych olejach zimnottoczonych oraz w
ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

nieogrzewane 170°C 200°C
RAF 2,31+0,11aA 7,78+1,00cB 12,34+1,19cC
rTBHQ 2,04+0,57aA 5,02+1,24abB 11,24+0,35acC
RZEP5% 2,71+0,21abA 3,61+0,57aA 8,45+0,83bB
RZEP25% 2,19+0,67aA 4,1740,51aA 10,60+1,57abcB
RZEP100% 4,10+1,08abc - -
KOL5% 3,54+1,21abcA 4,9610,86abA 9,79£1,25abB
KOL25% 3,03+1,71abcA 4,77+0,47abA 9,37+0,99abB
KOL100% 6,07+0,61c - -
MOR5% 2,94+0,45abcA 3,1140,47aA 11,0741,27acB
MOR25% 4,6510,04abcA 6,54+0,66bcB 10,36+0,73abcC
MOR100% 5,80+0,49bc - -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju
rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego;
RZEP100% - zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z nasion kolendry; KOL25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% - zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka
rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego
z pestek moreli; MOR100% - zimnottoczony olej z pestek moreli; Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg srednimi z dwoch
oznaczen # SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg érednimi z czterech oznaczen # SD. Srednie w tej samej kolumnie, po ktSrych nastepujg rézne mate litery,
wskazujg na istotne rdznice (p <0,05) miedzy prébkami; $srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice
(p <0,05) miedzy préobkami

Tabela Ill. Zawartos¢ monomerdéw i dimeréw TAG [mg/g oleju] w wysokojednonienasyconych olejach
zimnottoczonych oraz w ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

monomery TAG dimery TAG
nieogrzewane 170°C 200°C nieogrzewane 170°C 200°C

RAF 20,87+2,14aA 75,84+10,31cB 113,77+9,53cC n/w n/w 10,51+1,99aB
rTBHQ 18,20+5,65aA 49,06+12,29abB 98,76+4,06bcC n/w n/w 10,44+0,65aB
RZEP5% 24,94+1,51aA 34,80+6,11aA 73,20+10,35aB n/w n/w 7,98+0,37abB
RZEP25% 20,17+6,38aA 41,14+4,89aA 91,92+12,20abcB n/w n/w 10,55+2,91aB

RZEP100% 40,29+10,79ab - - n/w n/w -
KOL5% 31,66+12,01abA 45,99+10,02abA 87,85+11,49abB n/w n/w 7,24+1,37abB
KOL25% | 28,61+16,04abA 46,19+4,99abA 84,99+9,80abB n/w n/w  6,11+2,12bB

KOL100% 56,76+5,70b - - n/w n/w -
MOR5% 27,64+4,21abA 29,04+4,61aA 101,09+14,49bcB n/w n/w  7,200,83abB
MOR25% 43,28+0,27abA 61,84+6,09bcA 90,81+9,42abcB n/w n/w 8,91+2,43abB

MOR100% 56,47+5,00b - - n/w n/w -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; RZEP5% - mieszanka rafinowanego oleju
rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju rzepakowego; RZEP25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego oleju rzepakowego;
RZEP100% - zimnottoczony olej rzepakowy; KOL5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z nasion kolendry; KOL25% -
mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego z nasion kolendry; KOL100% - zimnottoczony olej z nasion kolendry; MOR5% - mieszanka
rafinowanego oleju rzepakowego i 5% zimnottoczonego oleju z pestek moreli; MOR25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% zimnottoczonego
z pestek moreli; MOR100% - zimnottoczony olej z pestek moreli. n/w — nie wykryto. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejow wyjsciowych sg
érednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg érednimi z czterech oznaczen + SD. $rednie w tej samej kolumnie, po ktérych nastepuja
rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami; srednie w tym samym wierszu dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja
rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami.
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Tabela IV. Zawartosé¢ tokochromanoli i poszczegdinych homologéw [mg/100g oleju] w olejach SFE oraz w ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

RAF rTBHQ tSFE5% tSFE25% tSFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%

nieogrzewane | 42,33+1,24aA  42,10+0,25aA 46,30+0,03aG 35,99+1,94aF 2,50+0,01B 26,17+0,18aE  22,22+1,59aD 9,64+0,01C
a-tokoferol 170°C 0,43+0,11bA 42,12+0,26aE 14,76+1,60bC 29,47+0,16bD - 2,53+1,49bB 0,03+0,04bA -
200°C 0,80+0,01bA 0,751£0,01bA 4,23+0,83cB 27,47+0,81cC - n/w n/w -

nieogrzewane | 0,18+0,03aAB 0,19+0,02aA 0,14+0,01aAB 0,13+0,01aAB n/w 0,18+0,04aA 0,1+0,01B n/w

B-tokoferol 170°C 0,05+0,02bC  0,16%0,03aB  0,1210,02aAB  0,11:0,01abA - 0,11+0,02bA n/w -
200°C 0,04+0,01bA 0,05+0,01bA 0,08+0,02bB 0,10+0,01bC - n/w n/w -

nieogrzewane | 42,31+0,39aA  41,52+0,42aA 56,00+0,62aE 86,37+3,98aF 178,67+1,92G  31,731#0,43aD  24,42+0,46aC 1,00+£0,11B
v-tokoferol 170°C 10,93+3,67bC  41,53+0,13aA 37,16+0,29bA 79,17+0,51bE - 16,35+3,83bD 0,08+0,1bB -
200°C 3,23+0,08cA 5,62+0,19bA 18,61+1,39¢cC 74,76+0,58cD - n/w n/w -

nieogrzewane 0,94+0,01aA 0,94+0,00aA 1,25+0,03aD 2,16+0,10aE 5,14+0,09F 0,85+0,00aAB 0,72+0,00aB 0,22+0,05C
o-tokoferol 170°C 0,80£0,06bA  0,92£0,02aC  1,14%0,01bD 2,10+0,05aE - 0,79t0,06aA  0,23+0,03bB -
200°C 0,45+0,02cA 0,60+0,19bA 0,86+0,03cB 2,10+0,03aC - n/w n/w -

nieogrzewane 9,76+0,33aA 9,27+0,06aA 10,39+0,02aF 8,47+0,19aE 3,19+0,01B 6,40+0,03aC 7,2+0,07D n/w

PC-8 170°C 1,93+0,71bC 9,23+0,13aE 6,15+0,16bA 7,17+0,26bA - 4,10+1,29bD n/w -
200°C 0,42+0,02cA 0,83+0,05bB 2,47%0,27cC 6,47+0,11cD - n/w n/w -

nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,19+0,00B 0,87+0,00A
a-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -

nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 0,90+0,04aA 4,21+0,04aB 16,68+0,04C
p-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w n/w 0,490,07bB  0,08+0,01bA -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -

nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,29+0,03B 0,46+0,02A
y-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -
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RAF rTBHQ tSFE5% tSFE25% tSFE100% CSFE5% CSFE25% CSFE100%
nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w 0,08+0,01A 0,10+0,04A
d-tokotrienol 170°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w -
nieogrzewane | 95,51+1,35aC  94,02+0,71aA  114,07+0,56aA  133,11+6,19aB  189,49+2,00B  66,23+0,51aD  59,42+2,13aE  28,97+0,12F
tokocsl':r:r?\anoli 170°C 14,14+4,50bB  93,8310,55aE 59,33+1,92bD 118,01+0,75bF - 24,3746,63bC 0,42+0,10bA -
200°C 4,93+0,10cA 7,8510,29bB 26,25+2,53cC 110,90+1,15¢cD - n/w n/w -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; £SFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE; £SFE25%
- mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; £tSFE100% - olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion czarnuszki
SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; CSFE100% - olej z nasion czarnuszki SFE; PC-8 — plastochromanol-8; n/w — nie wykryto. Wartosci dla prob
mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjéciowych sg $rednimi z dwdéch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg érednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego
parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy probkami; srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne
réznice (p <0,05) miedzy prébkami
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Tabela V. Zawartosc zwigzkow polarnych [%] w olejach SFE oraz w ich nieogrzanych i ogrzanych mieszankach

nieogrzewane 170°C 200°C

RAF 2,74+0,04aA 9,38+0,94bcB 16,78+0,85dC
rTBHQ 2,95+0,21aA 5,88+0,78aA 12,34+0,69aB
LSFE5% 3,57%0,35aA 6,78+1,26aA 11,42+1,04aB
LSFE25% 5,7+0,28bA 8,74+0,54cA 10,51+0,80bB

£SFE100% 13,190,91c - -
CSFE5% 5,44+0,21bA 7,77+0,42abB 14,96+0,62cC
CSFE25% 11,78+0,14cA 18,18+0,63dB 22,35+0,35eC

CSFE100% 32,63+0,11d - -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% - mieszanka
rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE; tSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z
nasion tubinu SFE; £SFE100% - olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion czarnuszki
SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; CSFE100% - olej z nasion czarnuszki SFE.
Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg srednimi z dwdéch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg
$rednimi z czterech oznaczer + SD. Srednie w tej samej kolumnie, po ktdrych nastepuja rézne mate litery, wskazuja na istotne réznice (p
<0,05) miedzy probkami; srednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05)
miedzy prébkami

Tabela VI. Zawartos¢ monomerdw i dimeréw TAG [mg/g oleju] w olejach SFE oraz w ich nieogrzanych i
ogrzanych mieszankach

monomery TAG dimery TAG
nieogrzewane 170°C 200°C nieogrzewane 170°C 200°C
RAF 26,73+0,96aA 91,67+9,06cB 151,9146,76cC n/w n/w 14,46+1,81c
rTBHQ 28,46+2,07aA 56,91+7,90aB 111,4525,49abC n/w n/w 10,05+1,17b
LSFE5% 34,79+3,80aA 66,48+12,42aB 107,44+11,89aC n/w n/w 5,03+1,37a
LSFE25% 55,27+1,94bA 85,44+5,43bcB 102,40+8,45aC n/w n/w 2,72+2,01a
ESFE100% 126,30+9,61d - - n/w - -
CSFE5% 44,88+2,20abA 71,43+4,06abB 124,61+5,84bC n/w n/w 18,20+1,33d
CSFE25% 82,9740,61cA 131,01+4,51dB 173,06%2,95dC n/w n/w  12,78+1,92bc
CSFE100% 306,14+7,22e - - n/w - -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; rTBHQ - rafinowany olej rzepakowy z dodatkiem tetrabutylohydrochinonu; tSFE5% - mieszanka
rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion tubinu SFE; tSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z
nasion tubinu SFE; £tSFE100% - olej z nasion tubinu SFE; CSFE5% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 5% oleju z nasion czarnuszki
SFE; CSFE25% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 25% oleju z nasion tubinu SFE; CSFE100% - olej z nasion czarnuszki SFE; n/w
— nie wykryto. Wartosci dla prob mieszanek nieogrzanych oraz olejéw wyjsciowych sg srednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla préb
ogrzanych sg érednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej samej kolumnie, po ktdrych nastepuja rézne mate litery, wskazujg na
istotne rdznice (p <0,05) miedzy prébkami; Srednie w tym samym wierszu, po ktorych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne
réznice (p <0,05) miedzy probkami
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Tabela VII. Zawartosé¢ tokochromanoli i poszczegélnych homologéw [mg/100g oleju] w zimnottoczonym oleju z nasion czarnuszki, jego nieogrzanych i ogrzanych
mieszankach oraz nieogrzanych i ogrzanych olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki

RAF E0,1% E0,2% CZAR10% CZAR20% CZAR100%
a-tokoferol nieogrzewane 28,71+0,45bA 28,69+1,24bA 29,26+0,75bA 25,82+0,36bD 23,78+0,6bC 0,53+0,01B
170°C 4,66+0,21aAB 7,29+1,02aB 3,07+0,22aA 1,79+0,22aA 9,81+2,04aC -
200°C n/w n/w 0,32+0,05 n/w n/w -
B-tokoferol nieogrzewane 0,12+0,03aAB 0,13+0,03bB 0,15+0,03bB 0,05+0,01A 0,05+0,01A n/w
170°C 0,05+0,02aA 0,05+0,00aA 0,05+0,03aA n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w -
y-tokoferol nieogrzewane 32,39+0,85cAB 32,2140,27cA 33,6510,81cB 30,08+0,51cE 27,67+0,63cD 0,29+0,01C
170°C 21,38+0,72bAB 23,06+0,93bB 18,46+1,91bA 10,48+1,67bC 19,54+2,27bAB -
200°C 3,91+0,00aA 4,44+0,87aA 4,77+2,33aA 1,10+0,21aBC 0,58+0,21aBC -
0-tokoferol nieogrzewane 0,73+0,05bA 0,65+0,02cA 0,67+0,04cA 0,56+0,01cB 0,54+0,04aB 2,88+0,00C
170°C 0,6+0,08bA 0,57+0,05bA 0,57+0,02bA 0,42+0,07bB 0,49+0,01aAB -
200°C 0,2610,00aA 0,34+0,01aA 0,31+0,04aA 0,19+0,06aA 0,3410,25aA -

PC-8 nieogrzewane 4,551£0,43cA 4,5310,23cA 4,6210,06cA 4,22+0,06bAB 3,81+0,23bB n/w
170°C 2,8340,13bB 2,84+0,14bB 2,28+0,20bA 1,6510,23aC 2,04+0,07aA -
200°C 0,32+0,01aA 0,46+0,08aA 0,39+0,21aA n/w n/w -

a-tokotrienol nieogrzewane n/w n/w n/w 0,55+0,05A 1,12+0,08bB 5,95+0,02C
170°C n/w n/w n/w n/w 0,30+0,09a -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w -

B-tokotrienol nieogrzewane n/w n/w n/w 0,78+0,05A 2,72+0,11bB 18,46+0,02C
170°C n/w n/w n/w n/w 1,44+0,23a -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w -

y-tokotrienol nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w n/w
170°C n/w n/w n/w n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w -
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RAF E0,1% E0,2% CZAR10% CZAR20% CZAR100%

9-tokotrienol nieogrzewane n/w n/w n/w n/w n/w 2,78+0,02
170°C n/w n/w n/w n/w n/w -
200°C n/w n/w n/w n/w n/w -

nieogrzewane 66,49+1,7cA 66,21+1,64cA 68,3511,63cA 62,06+0,95cB 59,65+1,17¢cB 30,87+0,08C
Suma 170°C 29,51+1,11bAB 33,78+2,06bA 24,42+2,36bB 14,34+2,15bC 33,6043,95bA -
tokochromanoli

200°C 4,49+0,01aAB 5,24+0,94aB 5,63+2,76aB 1,2940,27aA 0,9210,41aA -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,1% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki; E0,2% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,2% oleju
eterycznego i nasion z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki 100%; PC-8 — plastochromanol-8; n/w — nie wykryto. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz olejéw
wyjéciowych sa $rednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg $rednimi z czterech oznaczer + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg $rednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tym
samym wierszu, po ktérych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne rdznice (p <0,05) miedzy prébkami
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Tabela V. Zawartos¢ zwigzkdw polarnych [%] w zimnotfoczonym oleju z nasion czarnuszki, jego nieogrzanych
i ogrzanych mieszankach oraz nieogrzanych i ogrzanych olejach z dodatkiem olejku eterycznego z czarnuszki

nieogrzewane 170°C 200°C
RAF 3,0810,26aA 6,90+0,42aB 13,73+0,75bC
E0,1% 2,25+0,30aA 6,5910,31aB 11,63+0,79aC
E0,2% 2,74+0,40aA 6,6710,48aB 13,56+0,37bC
CZAR10% 4,48+0,38cA 6,4810,62aB 11,26+0,43aC
CZAR20% 4,22+0,27bA 11,38+1,10bB 16,24+0,90cC
CZAR100% 10,07+0,77c - -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,1% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki;
E0,2% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,2% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego
oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki. Wartosci dla préb mieszanek nieogrzanych oraz
olejéw wyjéciowych sg $rednimi z dwdch oznaczer + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg $rednimi z czterech oznaczen + SD. Srednie w tej
samej kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazujg na istotne rdznice (p <0,05) miedzy
prébkami; $rednie w tym samym wierszu, po ktérych nastepujg rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05) miedzy prébkami

Tabela IX. Zawartos¢ monomerdw i dimeréw TAG [mg/g oleju] w zimnottoczonym oleju z nasion czarnuszki,
jego nieogrzanych i ogrzanych mieszankach oraz nieogrzanych i ogrzanych olejach z dodatkiem olejku
eterycznego z czarnuszki

monomery TAG dimery TAG
nieogrzewane 170°C 200°C nieogrzewane 170°C 200°C

RAF 29,80+2,47abcA  63,74+4,20aB 113,89+1,77bC n/w n/w 8,00£0,57b
EO0,1% 19,85+2,59aA 62,7443,27aB 101,59+4,51aC n/w n/w 8,0110,29b
EO0,2% 25,64+2,85abA  58,48+2,54aB 114,59+4,64bC n/w n/w 11,49+0,55c
CZAR10% | 38,97+4,13cA 58,72+4,03aB 94,5943,42aC n/w n/w 5,81+0,73a
CZAR20% | 33,76%5,23bcA  94,88+2,57bB 135,64+3,08cC n/w n/w 9,18+0,80b

CZAR100% | 59,57+0,38d - - n/w n/w -

RAF - rafinowany olej rzepakowy; E0,1% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,1% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki;
E0,2% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 0,2% oleju eterycznego i nasion z czarnuszki; CZAR10% - mieszanka rafinowanego
oleju rzepakowego i 10% zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR20% - mieszanka rafinowanego oleju rzepakowego i 20%
zimnottoczonego oleju rzepakowego; CZAR100% - zimnottoczony olej z nasion czarnuszki. n/w — nie wykryto. Wartosci dla préb mieszanek
nieogrzanych oraz olejow wyjsciowych sg srednimi z dwdch oznaczen + SD. Wartosci dla préb ogrzanych sg srednimi z czterech oznaczen
+ SD. Srednie w tej samej kolumnie dla wybranego parametru, po ktérych nastepuja rézne mate litery, wskazujg na istotne réznice (p
<0,05) miedzy probkami; srednie w tym samym wierszu, po ktorych nastepuja rézne duze litery, wskazujg na istotne réznice (p <0,05)
miedzy prébkami
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