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Oznaczono zawarto$¢ steroli pochodzenia zwierzecego oraz roslinnego oraz
ich utlenionych pochodnych w wybranych jogurtach owocowych przy uzyciu
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometriq mas (GC-MS). Stwierdzo-
no, ze jogurty zawieraly giownie cholesterol oraz produkty utleniania choleste-
rolu. Sumaryczna zawartos¢ oksysteroli byla bardzo niska i wynosita od 0,2 do
0,4 ug/g produktu.
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Produkty mleczarskie, w tym jogurty staly si¢ w ostatnich latach bardzo po-
pularne wsrod polskich konsumentéw. W trakcie procesu produkcji jogurtow
mleko jest poddawane pasteryzacji i zaggszczaniu, a nastgpnie dodaje si¢ szcze-
py bakterii fermentacji mlekowej m.in. Lactobacillus bulgaricus, Lactobacil-
lus jogurti, Lactobacillus lactis, Bifidobacterium lub Streptococcus thermophi-
lus. W wyniku fermentacji cukrow ww. szczepy produkuja kwas mlekowy
w ilosci od 0,8 do 1,0%, nadajac jogurtom specyficzny smak, zapach i trwalos¢
(1). Posiadajg one rowniez zdolno$¢ zasiedlania przewodu pokarmowego czlo-
wieka, wplywajac na zwigkszenie odpornosci organizmu czlowicka na ko-
lonizacje przez mikroflor¢ chorobotworcza, obnizenie poziomu cholesterolu
we krwi, stymulacj¢ systemu odpornosciowego, zmniejszenie skutkdw nietolerancji
laktozy poprzez wspomaganie jej hydrolizy oraz ochrong przed biegunkami i zapar-
ciami. W zwiazku z wymienionym dziataniem bakterii probiotycznych spozywanie
jogurtéw jest zalecane m.in. dzieciom, alergikom, osobom cierpiacym na dolegli-
wosci uktadu pokarmowego i osobom starszym (2).

Frakcja thuszczowa jogurtow zawiera w swym sktadzie gtownie kwasy thuszczo-
we oraz cholesterol pochodzace z mleka. Podczas produkcji oraz przechowywania
jogurtow cholesterol moze ulegac¢ utlenieniu. Na oksydacje steroli maja wptyw takie
czynniki jak: dostep tlenu, swiatla, podwyzszona temperatura, obecnosci nienasy-
conych kwaséw tluszczowych, obecnosci wolnych rodnikow i nadtlenkéw, obecno-
$ci enzymow, wystepowania jondw metali (szczegdlnie Zzelaza 1 miedzi), obecnos$ci
barwnikow naturalnych, np. chlorofilu (3, 4). Powstajace w wyniku oksydacji cho-
lesterolu oksysterole wykazuja negatywny wplyw na organizm ludzki, poniewaz
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dziataja: mutagennie, kancerogennie, angiotoksycznie, cytotoksyczne, immunosu-
presyjne, ponadto hamuja syntez¢ DNA oraz biosynteze cholesterolu oraz zaburzaja
dziatanie bton komérkowych (3, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Pomimo, ze jogurty charaktery-
zujq si¢ niska zawartoscig cholesterolu, moga by¢ zrédlem produktow utleniania
cholesterolu w diecie cztowieka.

Celem pracy bylo oznaczenie zawartos$ci cholesterolu i fitosteroli oraz produktow
utleniania steroli w wybranych jogurtach owocowych.

MATERIAL I METODY

W pracy analizowano produkty mleczne dostgpne na rynku warszawskim w okre-
sie od lutego do kwietnia 2007 roku. W do$wiadczeniu analizowano wybrane jogur-
ty owocowe (produkt 3, 4, 5) oraz jogurty owocowe wzbogacane dodatkiem fitosta-
noli (produkt 1, 2).

Do wyekstrahowanego tluszczu dodawano 2 ml heksanu oraz 100 ul roztworu
standardu wewnetrznego Sa-cholestanu (40 pg — oznaczenie ilo§ciowe steroli) oraz
19-hydroksycholesterolu (10 pg — oznaczenie ilosciowe produktéw utleniania ste-
roli), a nastepnie mieszano przez 1 minut¢. Zmydlanie thuszczu prowadzono w tem-
peraturze pokojowej, dodajac 0,5 ml 2M roztworu KOH w metanolu przez 1-2
godzin, wytrzasajac okresowo probowke. Nastepnie 200 pl roztworu frakcji nie-
zmydlonej przenoszono do szklanej probowki. Po odparowaniu rozpuszczalnikéw
w strumieniu azotu, dodawano odczynniki sililujace (100 pul odczynnika BSTFA
z 1% TCMS oraz 100 pl pirydyny), probke wytrzasano i prowadzano reakcje de-
rywatyzacji w temperaturze pokojowej przez 24 godz., a nastgpnie dodawano 1 ml
heksanu. Analiz¢ prowadzono stosujac chromatograf gazowy sprzezony z spektro-
metrem masowym firmy Shimadzu model GCMS-QP2010S, przy uzyciu kolumny
kapilarnej ze ztozem fazy fenylosilikonowej typ DB5Sms (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) firmy Zebron Iub DB5 (20 m x 0,18 mm x 0,18 um) firmy Zebron. Tempera-
tura pracy kolumny kapilarnej: poczatkowa 50°C przez 2 min, wzrost temperatury
w tempie 15°C/min do 230°C, nastgpnie programowany wzrost temperatury w tem-
pie 3°C/min do 310°C i izoterma koncowa przez 10 min. Temperatury komory na-
strzykowej 1 zrodta jonéw wynosity odpowiednio 230°C i 220°C. Gazem no$nym
byt hel, a jego przeptyw wynosit 0,9 ml/minute z szybkoscia liniowa statg. Tem-
peratura tacznika GC-MS wynosita 240°C. Analizy zawartosci steroli prowadzo-
no w trybie przemiatania w zakresie 40-600 m/z lub 100-600 m/z, a produktow
utleniania steroli w trybie analizowania wybranych jonéw. Stosowano standardowa
energi¢ jonizacji — 70eV. Identyfikacji steroli oraz produktéw utlenienia steroli do-
konywano na podstawie poréwnania czasow retencji z czasami dostepnych standar-
déw oraz posiadanych oraz utworzonych bibliotek widm masowych, jak rowniez
danych literaturowych.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy zastosowaniu programu
Statistica 7.1. Oceng istotnosci réznic pomigdzy warto$ciami srednimi sumarycznej
zawartosci oksysteroli dla poszczegolnych jogurtéw wykonano stosujac test porow-
nan wielokrotnych przy poziomie istotnosci p = 0,05.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zawarto$¢ thuszezu w produktach wynosita od 0,8% do 2,2%. W jogurtach zawar-
tos¢ cholesterolu w przeliczeniu na 100 g thuszczu byta bardzo zréznicowana i wy-
nosita od 2,0 do 6,3 mg/100 g produktu. Ogolna zawartos¢ fitosteroli w produktach
wzbogacanych w fitosterole, tj. jogurtach 1 i 2, wynosita odpowiednio 1,5 oraz 0,15
mg w przeliczeniu na 100 g produktu. Przyczyna tak duzych wahan zawartosci ste-
roli w poszczegdlnych produktach byly réznice zwiazane z recepturami badanych
produktow oraz zawartoscia thuszczu (tab. I).

Tabela |. Zawarto$¢ ttuszczu (g/100 g), cholesterolu oraz fitosteroli (mg/100 g produktu) i zawarto$¢ produktow
utleniania cholesterolu (ug/g ttuszczu) w jogurtach

Table I. Content of fat (g/100 g), cholesterol and phytosterols (mg/100 g produktu) and content of cholesterol
oxidation products (ug/g ttuszczu) in fruity yoghurts

Zawarto$¢ Produkt
poszcze-
. n
goinych 1 2 3 4 5
sktadnikow

Ttuszcz 3 2,2+0,22 1,6+0,2° 2,1+0,22 0,8+0,2¢ 2,0+0,22
Cholesterol 3 2,0£0,12 2,2+0,12 5,1+£0,3° 5,1+£1,8%¢ 6,3+0,5°
Fitosterole 3 1,5+0,12 0,15+0,02° nw nw nw
Suma PUC 3 13,0+1,22 18,1+£2,5° 19,4+1,1° 31,6+4,0° 17,6+1,0°
7B-hydroksy- 3| 75%05 3,8+0,9° 45+02° | 65+0,3° 3,9+0,3
cholesterol

5p.6B-epoksy- | 5 | 55085 nw 6,4+0,4> | 13,8+2,7° 6,3+0,4
cholesterol

25-hydroksy- 3 nw 14,3%1,7 nw nw nw
cholesterol

triol 3 1,7+0,2 nw nw nw nw
7-ketocholesterol | 3 nw nw 8,5+0,52 11,3+1,0° 7,4+0,3°
Suma PUF 3 nw nw nw nw nw
ab,.. — jednakowe oznaczenia w wierszach — brak istotnie statystycznie réznic na poziomie a < 0,05 migdzy pro-
duktami

nw — nie wykryto

W badanych jogurtach stwierdzono obecnos$¢ nastepujacych produktow utleniania
cholesterolu: 7B-hydroksycholesterolu, 5B,6B-epoksycholesterolu, 5a,6a-epoksy-
cholesterolu, triolu cholesterolu, 25-hydroksycholesterolu. Sumaryczna zawartos$¢
tych zwiazkow stanowita od 13,0 do 31,6 ug w przeliczeniu na 1 g thuszczu. Wszyst-
kie produkty zawieralty w swym sktadzie 7p-hydroksycholestrol, jest to pochodna
utleniania cholesterolu, ktora powstaje w poczatkowym etapie oksydacji choleste-
rolu. Réznice w zawartosci pozostalych produktow utleniania cholesterolu wska-
zuja na fakt, ze proces oksydacji w kazdym z tym produktéw miat inny przebieg.
Bardziej intensywne utlenianie cholesterolu wystapito w produktach 3, 4, 5, o czym
swiadczy obecnos¢ 7-ketocholesterolu, ktory jest jednym z koncowych produktow
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utleniania cholesterolu. Jogurty charakteryzowaly si¢ brakiem obecnos$ci produktow
utleniania fitosteroli, pomimo znacznego dodatku fitosteroli w produkcie 1 oraz 2
(tab. 1).

Uzyskane wyniki sg zgodne z opisanymi przez Hur’a i wspotpr. (11), ktorzy po-
daja, ze w jogurcie waniliowym zidentyfikowano obecnos¢ nastgpujacych pochod-
nych utleniania cholesterolu: 7p-hydroksycholesterolu, 7a-hydroksycholesterolu,
5B,6B-epoksycholesterolu, Sa,6a-epoksycholesterolu, triolu cholesterolu, 7-keto-
cholesterolu. Ich sumaryczna zawartos¢ byta wysoka i wynosita 13 pg/g produktu.
Cenng informacja jest fakt, ze we wczesniejszych badaniach stwierdzono, ze swieze
mleko nie zawierato oksysteroli (12). Natomiast Zunin 1 wspdtpr. (13) oraz Lercker
i Rodriguez-Estrada (14) oznaczyli zawarto$¢ produktéw utleniania cholesterolu
w mleku w proszku, potwierdzajac obecnos¢ 7-ketocholesterolu w tym produkcie.
Jego zawartos¢ byta rézna i wynosita odpowiednio 0,3-0,7 pg/g produktu w mleku
w proszku badanym przez Zunina i wspotpr. (13) oraz 2,9-10,4 ng/g w mleku ana-
lizowanym przez Lercker i Rodriguez-Estrada (14). Przytoczone wyniki doswiad-
czen jednoznacznie potwierdzaja, ze obrébka technologiczna jogurtow oraz mleka
w proszku przyczyniaja si¢ do procesu oksydacji cholesterolu oraz wskazuja na
znaczne réznice zawarto$ci PUC w produktach. Zastosowane wysokiej temperatury
pasteryzacji mleka, kontakt z tlenem atmosferycznym oraz suszenie prowadzi do
powstawania produktow utleniania cholesterolu.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze zawarto$¢ sumy PUC w przeliczeniu na mase jogurtow
byta bardzo niska (od 0,2 do 0,4 pg/g produktu), zatem nie mogg stac si¢ istotnym
zrédlem pobrania tych wraz z dieta.

WNIOSKI

Zawartos¢ thuszczu w analizowanych jogurtach owocowych byta niska (od 0,8%
do 2,2%). Produkty zawieraty gtéwnie cholesterol, ktorego zawartos¢ wynosita od
2,0 do 6,3 mg/100 g produktu. Dwa z analizowanych jogurtow zawieraty dodatek
fitosteroli. We wszystkich produktach stwierdzono obecnos¢ produktow utleniania
cholesterolu, a ich sumaryczna zawartos¢ w przeliczeniu na 1 g produktu wynosita
ponizej 1 ng, dlatego tez jogurty owocowe mozna uznaé za znikome zrédto oksy-
steroli w diecie cztowieka.

D. Derewiaka, M. Obiedzinski
DETERMINATION OF STEROLS AND OXYSTEROLS IN SELECTED FRUITY YOGHURTS
Summary

The aim of the study was to determine content of cholesterol and phytosterols and sterol oxidation pro-
ducts in selected friuty yoghurts. Cholesterol content in yoghurts was very diverse and ranged from 2.0 to
6.3 mg/100 g of product. Two analized yoghurts from five were enriched in phytosterols and their content
was from 0,15 to 1,50 mg/100 g of product. Following cholesterol oxidation products were found in yo-
ghurts: 7B-hydroxycholesterol, 58,6B-epoxycholesterol, 5a,6a-epoxycholesterol, triolu, 25-hydroxycho-
lesterol. Total content of these products was very low and was between 0.2—-0.4 ng in 1 g of the product.
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