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Streszczenie

Celem podjetych badan byto okreslenie wptywu fitosteroli na utlenianie cholesterolu w thtuszczu mo-
delowym. Ttuszczem modelowym byt smalec handlowy (I) oraz ten sam smalec z 10% dodatkiem prepa-
ratu fitosteroli (II). Obrobke termiczng thuszczow prowadzono w temp. 150°C, przez S, 20, 40 i 60 min.
Oznaczenia jakosciowe i ilociowe steroli oraz oksysteroli wykonano przy uzyciu chromatografu gazowe-
g0 sprzgzonego ze spektrometrem masowym.

Wykazano, ze zawarto$¢ cholesterolu w probkach smalcu: bez zadnych dodatkow oraz z 10% dodat-
kiem preparatu fitosteroli, poddanych obrobce termicznej w temp. 150°C, zmniejszalta si¢ wraz z wydtuza-
niem czasu ogrzewania. W smalcu poczatkowa zawarto$¢ cholesterolu wynosita 55,4 mg/100 g, natomiast
po 60 min ogrzewania obu modelowych tluszczow zmniejszyta si¢ do 44,8 mg/100 g (I) oraz 38,2 mg/100
g (ID).

Wraz z wydtuzaniem czasu obrobki termicznej taczna zawarto$¢ produktow utleniania cholesterolu
w smalcu bez dodatkow (I) zwigkszata si¢ od 1,5 mg/100 g w probce ogrzewanej przez 5 min do 4,1
mg/100 g w probece ogrzewanej przez 60 min. Sumaryczna zawarto$¢ produktow utleniania cholesterolu w
smalcu z 10% dodatkiem preparatu fitosteroli (II) poczatkowo wrastata podczas ogrzewania, osiagajac 8,7
mg/100 g po 20 min obrébki. Po uptywie 40 oraz 60 min ogrzewania zawarto$¢ ta zmniejszyta sig, odpo-
wiednio, do 5,5 oraz 2,1 mg/100 g. Zawarto$¢ 7-ketositosterolu ulegata duzym wahaniom podczas ogrze-
wania smalcu z 10% dodatkiem preparatu fitosteroli. W okresie od 5 do 20 min ogrzewania tluszczu II
nastapit ubytek 7-ketositosterolu z 7,5 do 3,7 mg/100 g, nastgpnie po 40 min obrobki zawartos¢ tego
zwiazku gwaltownie wzrosta do 12 mg/100 g, ostatecznie po 60 min obrobki termicznej osiagajac 6,4
mg/100 g.

Dodatek preparatu fitosteroli do smalcu prowadzi do przyspieszenia procesu tworzenia si¢ poszcze-
gblnych produktéw utleniania cholesterolu. Maksymalna zawarto$¢ tych produktow w smalcu z dodatkiem
preparatu fitosteroli (II) byta dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu z zawarto$cia w smalcu bez dodatkow (I).

Stowa kluczowe: cholesterol, fitosterole, oksysterole, smalec, obrobka termiczna

Wprowadzenie

Sterole pochodzenia roslinnego oraz zwierzecego sa obecne w wielu produktach
spozywczych. Przecigtne spozycie fitosteroli w zachodniej diecie ksztattuje si¢ na po-
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ziomie od 200-400 mg/dobg. Najwigkszy udziat wséréd spozywanych fitosteroli maja
[-sitosterol, kampesterol i stigmasterol, stanowiace odpowiednio 65, 30 i 3% catkowi-
tego ich spozycia. Glownym zrodltem fitosteroli sa oleje roslinne, owoce i orzechy
[10]. Z kolei poziom spozywanego cholesterolu wynosi od 300500 mg w codzienne;j
diecie. Jego zrédlem sa migso, jaja, wedliny, produkty mleczne oraz tluszcze pocho-
dzenia zwierzgcego. Podczas przetwarzania i przechowywania sterole obecne w pro-
duktach spozywczych ulegaja przemianom, w wyniku ktérych tworza si¢ m.in. produk-
ty ich utlenienia [3].

Najczgsciej powstajacymi produktami utleniania steroli w zywnosci sa: 7o- oraz
7B-hydroksysterole, 5,6a- oraz 5,6B-epoksysterole, 7-ketosterole oraz triole [7]. Do-
tychczas przeprowadzone badania wskazuja, ze produkty utlenienia steroli wykazuja
dzialanie: mutagenne, kancerogenne, angiotoksyczne, cytotoksyczne, immunosupre-
syjne. Zwiazki te powoduja zahamowanie syntezy DNA, biosyntezy cholesterolu, za-
burzaja funkcjonowanie bton komérkowych oraz sa inhibitorami kalmoduliny [1, 2, 9,
13, 15, 19]. Nalezy zaznaczy¢, iz bardziej szkodliwe sa produkty utlenienia cholestero-
lu w poréwnaniu z produktami utlenienia fitosteroli [3].

Obecnos¢ oksysteroli zostata stwierdzona w wielu produktach zywnosciowych.
Surowe i smazone pulpety oraz hamburgery z migsa wotowego i wieprzowego zawie-
raty sze$¢ roznych produktéw utleniania cholesterolu, ktorych zawarto$¢ ogdtem wy-
nosita od 7 do 10 pg/g thuszczu [8]. Zaobserwowano, ze w smazonych pulpetach za-
warto$¢ oksysteroli zwigkszata si¢ wraz z wydtuzaniem czasu ich przechowywania do
42 oraz 50 pg/g thuszczu, odpowiednio po 1 i 2 tygodniach [8]. Johnsson [5] oraz
Johnsson i wsp. [6] wykazali, ze podczas ogrzewania oleju z oliwki w temp. 180°C
przez 2 godz. koncentracja produktow utleniania fitosteroli zwigkszyla si¢ z 7,7 do
17,6 ng/g, w oleju kukurydzianym zawartos¢ oksysteroli zwigkszyta si¢ z 4,3 do 12,2
ng/g, natomiast w oleju z orzechdéw ziemnych nie zaobserwowano zmian zawartosci
danych zwiazkow. Ogrzewanie oleju rzepakowego w temp. 180°C przez 25 min spo-
wodowalo wzrost zawarto$ci produktow utleniania fitosteroli z 25,1 do 197,1 pg/g.
Zblizony poziom tych zwiazkow zaobserwowano we frytkach smazonych przy uzyciu
oleju rzepakowego, zawierajacego 147,6 ng/g produktow utleniania fitosteroli [12].
Pomimo wielu badan nad zawarto$cia cholesterolu, fitosteroli oraz ich produktow utle-
niania w produktach spozywczych, do chwili obecnej nie okreslono wplywu obecnosci
fitosteroli na proces powstania produktow utleniania cholesterolu.

Celem podjetych badan byto okreslenie wplywu fitosteroli na utlenianie choleste-
rolu podczas obrobki termiczne;.

Material i metody badan

Materialem do badan modelowych byl smalec dostgpny na rynku warszawskim
oraz preparat fitosteroli firmy Neptune Biotechnologies and Bioressources zawierajacy
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[B-sitosterol (50%), kampesterol (30%), stigmasterol (10%), brassikasterol (10%). Ba-
dania wykonano na probkach smalcu handlowego (I) oraz smalcu z 10% dodatkiem
preparatu fitosteroli (II).

Do oznaczenia zawartos$ci steroli oraz produktéw ich utleniania pobierano 0,1 g
probki tluszezu i rozpuszezano w 2 ml heksanu, nastgpnie dodawano standardy we-
wngtrzne: Sa-cholestan firmy Sigma, 19-hydroksycholesterol firmy Steraloids. Probke
poddawano transestryfikacji, stosujac 0,5 ml 2M KOH w metanolu w ciagu 1 godz.,
okresowo wytrzasajac zawarto$¢ probki. Nastgpnie pobierano do oznaczenia 200 pl
warstwy heksanowej, zaggszczano w atmosferze azotu, dodawano odczynnika sililuja-
cego (BSTFA z 1% TCMS) firmy Sigma i prowadzono derywatyzacj¢ do estrow sili-
lowych w temp. pokojowej w ciagu 18 godz. Nastepnie ponownie zaggszczano w at-
mosferze azotu i dodawano 1 ml heksanu [5, 13, 19].

Analizg prowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego firmy Shimadzu GC-
2010 sprzgzonego ze spektrometrem masowym Shimadzu GCMS-QP2010S, stosujac
kolumng DB5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) Zebron firmy Phenomenex. Temperatu-
ra komory nastrzykowej wynosita 230°C, dzielnik strumienia 25:1. Temperatura pracy
kolumny: poczatkowa 50°C przez 2 min, nastgpnie wzrost temp. z szybkoscia
15°C/min do 250°C, utrzymywanie w tej temp. przez 1 min, ponowny wzrost temp.
z szybkoscia 3°C/min do 310°C i izoterma koncowa przez 10 min. Gazem nos$nym byt
hel, a jego przeplyw wynosit 0,94 ml/min. Temperatura tacza GC/MS wynosita 250°C,
temp. zrodta jonow - 220°C, widma masowe przemiatane w zakresie masowym — m/z
100-600 przy zastosowaniu energii jonizacji wynoszacej 70eV. Analiza produktow
utleniania steroli przebiegata w trybie monitorowania wybranych jonow, dobierajac
jony selektywne charakterystyczne dla poszczegdlnych produktéw utleniania steroli,
przy energii jonizacji wynoszacej 70eV [5, 14, 19].

Analizy kazdej probki wykonano w trzech powtoérzeniach. Identyfikacji steroli
oraz produktéw utleniania steroli dokonano na podstawie poréwnania czasu ich reten-
cji z dostepnymi standardami oraz widm masowych analizowanych zwiazkoéw z biblio-
teka NIST 147 oraz Wiley 175. Do obliczen iloSciowych zastosowano technike dodat-
ku standardow: Sa-cholestanu firmy Sigma i 19-hydroksycholesterolu firmy Steraloids.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzono za pomoca programu Statistica 6.0.

Wiyniki i dyskusja

Zawarto$¢ cholesterolu w probkach modelowych thuszczow przedstawiono w tab.
1. Zawartos$¢ cholesterolu w smalcu (I) poddanym obrobce termicznej w temp. 150°C
zmnigjszala si¢ wraz z wydtuzaniem czasu obrobki, z 55,4 mg/100 g produktu w prob-
ce wyjsciowej do 44,76 mg/100 g po 60 min ogrzewania, tj. 0 19%. W smalcu z 10%
dodatkiem preparatu fitosteroli (II), po 60 min ogrzewania, zawarto$¢ cholesterolu
zmnigjszyta si¢ 0 31%, tj. do 38,2 mg/100 g. Wyniki analiz niniejszej pracy sa podobne
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do rezultatow uzyskanych przez Osadg i wsp. [9]. Podczas obrobki termicznej standar-
du cholesterolu, prowadzonej w temp. 150°C przez 60 min, uzyskali oni 10% ubytek
zawarto$ci cholesterolu. Wyniki te dowodza, ze wraz z wydluzeniem czasu obrobki
termicznej standardu cholesterolu lub thuszczu pochodzenia zwierzgcego postepuje
degradacja cholesterolu. Rownocze$nie moga wskazywac, ze modyfikujacy wptyw na
degradacje oraz oksydacje cholesterolu moze mie¢ dodatek preparatu fitosteroli, jednak
wyjasnienie tego wptywu wymaga dalszych badan.

Tabela l
Zawarto$¢ cholesterolu w probkach smalcu ogrzewanych w temp. 150°C.
Content of cholesterol in the lard samples heated at a temperature of 150°C.
Czas obrobki Zawarto$¢ cholesterolu w Zawarto$¢ cholesterolu w smalcu z 10%
[min] smalcu handlowym (I) dodatkiem preparatu fitosteroli (I1I)
Time of processing Content of cholesterol in Content of cholesterol content in the lard with
[min] the commercial lard (I) 10% of phytosterols added (II)
0 554+4,7 554+4,7
20 55,5+3,6 532+52
40 46,1 £2,8 50,8 +4,7
60 448 +24 382+2,0

Zawarto$¢ produktow utleniania cholesterolu i fitosteroli w probkach modelo-
wych thuszczow przedstawiono na rys. 1., 2. oraz 3. W probkach smalcu (I) poddanych
obrobce termicznej w temp. 150°C, trwajacej 5, 20, 40 1 60 min, zidentyfikowano na-
stepujace produkty utleniania cholesterolu: 7p-hydroksycholesterol, 5,6B-epoksy-
cholesterol, 5,6a-epoksycholesterol, 25-hydroksycholesterol oraz 7-ketocholesterol.
Sumaryczna zawarto$¢ produktéw utleniania cholesterolu wzrastata wraz z wydhuza-
niem czasu obrobki termicznej probek. Smalec ogrzewany przez 5 min zawierat 1,5 mg
oksysteroli w 100 g, natomiast po 60 min ogrzewania — 4,1 mg/100 g (rys. 1). Produkty
utleniania cholesterolu stanowily od 2,7 do 7,4% zawartosci cholesterolu. Sposrod
wszystkich produktow utleniania cholesterolu, w ogrzewanym smalcu najwigksza za-
warto$¢ wykazywaly: 7-ketocholesterol oraz 7p-hydroksycholesterol, natomiast zawar-
tos¢ 5,6B-epoksycholesterolu, 5,6a-epoksycholesterolu oraz 25-hydroksycholesterolu
utrzymywala si¢ na mniejszym i statym poziomie podczas catego okresu obrobki ter-
micznej. W badaniach innych autoréw [17, 18] stwierdzono, ze gldéwnym produktem
utleniania cholesterolu jest 7-ketocholesterol. Osada i wsp. [9] podczas ogrzewania
standardu cholesterolu w temp.150°C, w okresie od 1 do 24 godz., zidentyfikowali
takie same, jak w niniejszym eksperymencie, produkty utlenienia cholesterolu, jednak
w odmiennych proporcjach, co najprawdopodobniej moglo wynikaé z ré6znic w matry-
cach tluszczowych. W innych badaniach [16] zaobserwowano, ze ogrzewanie standar-
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du cholesterolu w temp. 150°C przez 20 min spowodowato powstanie o 20% wigkszej
zawartos$ci 7-ketocholesterolu w poréwnaniu z warto$cig uzyskana w niniejszej pracy.

4,0

3,0 1

Zawartos¢ oksysteroli [mg/100g’
Oxysterols content [mg/100g]

20 40 60

Czas obrobki termicznej [minuty]
Time of thermsl processing [minutes]

7B-hydroksycholesterol/7B-hydroxycholesterol

03 5,6B-epoksycholesterol/5,63-epoxycholesterol

0 5,60-epoksycholesterol/5,6a-epoxycholesterol
25-hydroksycholesterol/25-hydroxycholesterol

8 7-ketocholesterol

B Suma produktow utleniania cholesterolu/Sum of cholesterol oxidation products

Rys. 1. Zawarto$¢ produktéw utleniania cholesterolu w probkach smalcu (I) ogrzewanych w temp.
150°C.

Fig. 1. Content of cholesterol oxidation products in the lard samples (I) heated at a temperature of
150°C.

W probkach smalcu z 10% dodatkiem preparatu fitosteroli (II) poddanych dziata-
niu temp. 150°C stwierdzono obecnos$¢ takich produktéw utleniania cholesterolu, jak:
7B-hydroksy-cholesterol, 5,6B-epoksycholesterol, 5,6a-epoksycholesterol, 25-hydroksy-
cholesterol, 7-ketocholesterol. Sposrdd produktow utleniania fitosteroli zidentyfikowa-
no jedynie 7-ketositosterol. Laczna zawarto$s¢ produktéw utleniania cholesterolu
zwigkszyta si¢ podczas pierwszych 20 min z 6,6 mg/100 g po 5 min i do 8,7 mg/100 g
po 20 min, a nastgpnie po uptywie 40 oraz 60 min obrobki termicznej zaczgta zmniej-
sza¢ sig¢ do poziomu 5,5 oraz 2,1 mg/100 g (rys. 2). Zawartos¢ 7-ketositosterolu ulegata
duzym wahaniom podczas ogrzewania smalcu z 10% dodatkiem preparatu fitosteroli.
Po 5 min ogrzewania zawarto$¢ 7-ketositosterolu wynosita 7,5 mg/100 g, po 20 min
zmniejszyta si¢ do 3,7 mg/100 g. Po uptywie 40 min ogrzewania zawarto$¢
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7-ketositosterolu gwaltownie wzrosta do 12 mg/100 g, a nastgpnie, po 60 min obrobki,
zmniejszyto si¢ do 6,4 mg/100 g.

20

Zawarto$c¢ oksysteroli [mg/100g’
Oxysterols content [mg/100g]

Czas obrobki termicznej [minuty]
Time of thermal processing [minutes]

7B-hydroksycholesterol/7B-hydroxycholesterol

B 5,6B-epoksycholesterol/5,6B-epoxycholesterol

m 5,6a-epoksycholesterol/S,6a-epoxycholesterol
25-hydroksycholesterol/25-hydroxycholesterol

B8 7-kefocholesterol

B Suma produktow utleniania cholesterolu/Sum of cholesterol oxidation products
B 7-ketositosterol

Rys. 2. Zawarto$¢ produktow utleniania cholesterolu oraz f-sitosterolu w probkach smalcu z 10% do-
datkiem preparatu fitosteroli (II), ogrzewanych w temp. 150°C.

Fig. 2. Content of cholesterol and B-sitosterol oxidation products in the lard samples with 10% of phy-
tosterols added (II) and heated at a temperature of 150°C.

Poréwnujac sumaryczna zawarto$¢ oznaczonych produktéw utleniania choleste-
rolu podczas obrobki termicznej w obydwu tluszczach modelowych stwierdzono, ze
dodatek preparatu fitosteroli zwigkszyt tempo tworzenia produktéw utleniania chole-
sterolu podczas ogrzewania przez 5, 20 1 40 min, na co wskazuje wigksza zawarto$¢
produktéw utleniania (rys. 3). W probkach smalcu z dodatkiem preparatu fitosteroli,
w ktorych zawarto$¢ B-sitosterolu byta 100-krotnie wyzsza od cholesterolu, zawartosé
produktéw utleniania cholesterolu stanowita od 3,8 do 15,7% jego wartosci wyjscio-
wej, a zawarto$¢7-ketositosterolu stanowita od 0,07 do 0,33% warto$ci wyjsciowej
[B-sitoterolu, co dowodzi, ze fitosterole ulegaly w znacznie mniejszym stopniu utlenia-
niu niz cholesterol w danym uktadzie modelowym. Zhang i wsp. [19] stwierdzili, ze
ogrzewanie standardu B-sitosterolu w temp. 150°C powodowalo utworzenie 7-keto-
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sitosterolu, ktoéry po 5 min stanowit 2% [-sitosterolu, a po 60 min 10% B-sitosterolu.
W cytowanej pracy [19] stwierdzono, ze sposrod wszystkich oznaczonych produktow
utleniania B-sitosterolu zawarto$¢ 7-ketocholesterolu byta najwigksza. Ponadto wyka-
zano [19], ze po 60 min ogrzewania oleju oliwkowego i stonecznikowego w temp.
150°C powstajacy 7-ketositosterol stanowit, odpowiednio, 7 i 4%.

Zawartosc oksysteroli [mg/100 g
Oxysterols content [mg/100 g]

Czas obrobki termiczne [minuty]
Time of thermal processing [minutes]

B Sumaryczna zawarto$¢ okstsreroli w smalcu bez dodatku preparatu fitosteroli [mg/100 g] / Total oxysterol content in lard
without 10% phytosterols added [mg/100 g]

[ Sumaryczna zawarto$¢ oksysteroli w smalcu z 10% dodatkiem preparatu fitosteroli [mg/100 g] / Total oxysterol content in
lard with 10% phytosterols added [mg/100 g]

Rys. 3. Sumaryczna zawartos¢ produktow utleniania cholesterolu w probkach smalcu handlowego (I)
oraz smalcu z 10% dodatkiem preparatu fitosteroli (II).

Fig. 3.  Total content of cholesterol oxidation products in the samples of commercial lard (I) and of the
lard with 10% of phytosterols added (II).

Whioski

1. Obrobka termiczna smalcu handlowego oraz smalcu z 10% dodatkiem preparatu
fitosteroli prowadzona w temp. 150°C powoduje zmniejszenie zawartosci choleste-
rolu i powstanie produktow ich utleniania.

2. Produktami utleniania cholesterolu w obydwu tluszczach modelowych byty:
7-ketocholesterol,  7B-hydroksycholesterol, = 25-hydroksycholesterol,  7-keto-
cholesterol oraz 25-hydroksycholesterol, natomiast w smalcu z dodatkiem fitostero-
li takze 7-ketositosterol.

3. Sumaryczna zawarto$¢ produktow utleniania cholesterolu w smalcu z dodatkiem
preparatu fitosteroli byta dwukrotnie wigksza w poréwnaniu z zawartoscia tych
zwiazkoéw w smalcu handlowym (bez dodatku fitosteroli).
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THE PROPERTIES OF EXTRUDED POTATO STARCH MODYFIED BY GLICYNE
Summary

The studies conducted aimed at the determination of the effect exerted by phytosterols on the oxida-
tion of cholesterol in a model fat. The model fat was commercial lard (I) and the same lard with 10% of
phytosterols added (II). The fats were thermally processed at a temperature of 150°C during 5, 20, 40, and
60 min periods. The quantitative and qualitative determinations of sterols and their oxidation products
were performed using a gas chromatograph conjugated with a mass spectrometer (GC-MS).

It was found that the content of cholesterol in thermally processed lard samples without any additions
and with 10% of phytosterols added decreased with prolonging the time of heating the samples. In the pure
lard, the initial content of cholesterol was 55.4 mg/100 g, and it decreased to 44.8 mg/100 g (I) and to 38.2
mg/100 g (II) after the both model samples were heated during a period of 60 min.

Along with prolonging the time of thermal processing, the total content of cholesterol oxidation prod-
ucts (COP’s) in lard without the phytosterols added (I) increased from 1.5 mg/100 g in the sample heated
during 5 min to 4.1 mg/100 g in the sample processed during 60 min. The total content of cholesterol
oxidation products in the lard with 10% of phytosterols added increased at the beginning of the heating
and reached a level of 8.7 mg /100 g after 20 min of being processed. After 40 and 60 min of heating, the
COP’s content decreased to 5.5 mg /100 g and 2.1 mg/100 g, respectively. The content of 7-ketositosterol
strongly fluctuated while the lard with 10% of phytosterols added was heated. While the fat (II) was
heated during a period from 5 to 20 min, the content of 7-ketositosterol decreased from 7.5 mg/100 g to
3.7 mg/100 g; then, after the 40 min heating, it drastically increased to 12 mg/100 g, and after the 60 min
heating, it reached a level of 6.4 mg/100 g.

The addition of phytosterols to the lard causes the formation process of particular cholesterol oxidation
products to accelerate. The maximum content of these products in the lard with phytosterols added (II)
was twice as high as in the lard without phytosterols added (I).

Key words: cholesterol, phytosterols, oxysterols, lard, thermal processing
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