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Ciggle aktualne jest poszukiwanie nowych zrodetl bioaktywnych sktadnikow
zywnosci. Niewgtpliwie surowcem ciekawym pod tym wzgledem jest amarantus
z bogatym w bioaktywne skladniki olejem pozyskiwanym z jego nasion. Celem
pracy bylo okreslenie zawartosci zwigzkow biologicznie aktywnych (tokoferole,
skwalen), naturalnie wystepujgcych w oleju amarantusowym. Podjeto sig takze
proby ustalenia, w jakim stopniu miejsce uprawy oraz wielkos¢ nasion
decydujg o zawartosci tych skiadnikow. Stwierdzono, Ze nasiona amarantusa
charakteryzujqg si¢ duzg jednorodnosciq bez wzgledu na rok i lokalizacje
uprawy. Przeprowadzone analizy wykazaly, Ze olej amarantusowy jest bogatym
Zrédlem skwalenu oraz tokoferoli, wsréd ktérych dominowaly a- i - tokoferol.
Nie stwierdzono statystycznie istotnego wplywu lokalizacji lub roku uprawy na
zawartoS¢ tokoferoli w olejach z nasion amarantusa.

Hasta kluczowe: Amaranthus cruentus, skwalen, tokoferole, naturalne
przeciwutleniacze.
Key words: Amaranthus cruentus, squalen, tocopherols, natural antioxidants.

Ze wzgledu na walory odzywcze oraz wysoka zawarto$¢ sktadnikow biologicznie
aktywnych amarantus jest coraz szerzej wykorzystywany do produkcji artykutéw
spozywczych. Na szczegolng uwage zashuguje olej amarantusowy, ktdrego unikalng
cechg jest =zawarty we frakcji niezmydlajacej skwalen. Wlasciwosci
przeciwutleniajace skwalen zawdzigcza swej budowie, w ktorej wystepuje 6 wigzan
podwojnych o konfiguracji trans (1, 2). Zwiazek ten otrzymywany jest gtownie z
oleju z watroby rekina. Aspekt ekologiczny, tj. ochrona zwierzat morskich,
przemawia za wykorzystaniem szartatu jako zrodta skwalenu (3, 4). W organizmie
czlowicka skwalen wchodzi w sklad naturalnych lipidow kutikularnych,
chronigcych skore przed dziataniem agresywnych czynnikoéw zewnetrznych (2).
Stosowany jest jako sktadnik masci farmaceutycznych oraz kosmetykow (5).
Substancja ta wraz z tokotrienolami wymieniana jest jako inhibitor enzymu, ktory
bierze udziat w biosyntezie cholesterolu w watrobie, tj. reduktazy HMG-CoA
(hydroksymetyloglutarylo koenzymu A) (6, 7). W przyrodzie tokoferole i
tokotrienole tworzg grupe o$miu zwiazkow izomerycznych o réznej aktywnosci
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biologicznej (8). Tokoferole szczegdlnie silnie hamuja utlenianie lipidow gldwnie
przez skuteczng eliminacje rodnikow nadtlenkowych (RO;") zanim te zdaza
uszkodzi¢ czasteczki kwasow tluszczowych lub skfadniki $cian. Aktywnos¢
przeciwutleniajaca tych zwigzkow zalezy m.in. od ich stezenia, skladu
triacylogliceroli w substracie, oraz obecno$ci substancji, z ktérymi moga one
oddzialywaé synergistycznie lub proutleniajagco (9). Mafecka (7) twierdzi, ze
najskuteczniejsze wiladciwosci przeciwutleniajace wykazuja y- i1 J-tokoferol,
nieznacznie gorsze S-tokoferol, a najgorsze a-tokoferol, ktory to z kolei wykazuje
najwickszg aktywno$¢ witaminowa. Prace Leon-Camacho i wspotpr. (4) dotyczace
zwigzkow lipidowych oleju amarantusowego potwierdzily wystgpowanie w nim
trzech izomerycznych form tokoferoli.

Celem pracy bylo okreSlenie zawartosci zwigzkéw biologicznie aktywnych
(tokoferole, skwalen), naturalnie wystepujacych w oleju amarantusowym oraz
ustalenie, w jakim stopniu miejsce uprawy oraz wielko§¢ nasion decyduja o
zawartosci tych sktadnikow.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto nasion Amarantus cruentus odmiany Aztek ze zbioréw w latach
2006 i 2007. Nasiona uprawiano na plantacjach zlokalizowanych w
wojewodztwach Iubelskim, matopolskim oraz dolnoslaskim.

Partie nasion z roznych po6l poddano analizie sitowej na zestawie sit
laboratoryjnych firmy EKO-LAB. Komplet sktadat si¢ pokrywy, dna oraz sit
utozonych jedno na drugim o coraz mniejszej srednicy oczek, mianowicie: 1,5; 1,4;
1,25; 1,18; 1,0 oraz 0,8 mm. Olej z nasion amarantusa pozyskiwano technikg
tloczenia na prasie S$limakowej Komet typ CAS59G (Niemcy), a nastepnie
oczyszczano z czastek stalych na wirowece MLW-T24D firmy Janetzki (Niemcy).

Oznaczenie zawarto$ci skwalenu w oleju przeprowadzono z zastosowaniem
techniki ~ wysokosprawnej  chromatografii  cieczowej  (HPLC)  wedlug
zmodyfikowanej metody opisanej przez Czaplickiego i wspotpr. (10). Analize
przeprowadzono przy uzyciu systemu HPLC serii 1200 firmy Agilent Technologies
wyposazonego w detektor fotodiodowy (PDA). Rozdzial chromatograficzny
prowadzono na kolumnie LiChrospher RP-18, 250 x 4,6 mm, 5 um, w temperaturze
30°C. Zastosowano gradient rozpuszczalnikow: acetonitryl, izopropanol, heksan,
przy nate¢zeniu przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min. Detekcje prowadzono przy
dhlugosci fali 218 nm. Analiz¢ ilosciowa przeprowadzono w oparciu o krzywa
kalibracyjng sporzadzona dla standardu skwalenu zakupionego w firmie Sigma-
Aldrich.

Analize zawarto$ci tokoferoli w oleju przeprowadzono z zastosowaniem techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) wg metody opisanej przez
Paterson i Qureshi (11). Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu systemu HPLC serii
1200 firmy Agilent Technologies wyposazonego w detektor fluorescencyjny (FLD).
Rozdzial chromatograficzny prowadzono na kolumnie LiChrospher Si 60,5 pm,
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250 mm x 4 mm firmy Merck w temperaturze 25°C. Faz¢ ruchoma stanowit 0,7 %
roztwor izopropanolu w heksanie.

Identyfikacjg poszczegolnych sktadnikow mieszaniny dokonano na podstawie ich
czasow retencji. Analiz¢ iloSciowa przeprowadzono w oparciu o krzywa
kalibracyjng sporzadzong dla wzorcow a-, -, y- oraz J-tokoferolu firmy Merck.

Na podstawie zawarto$ci poszczegolnych form tokoferoli obliczono ich aktywnos$¢
biologiczna. Zastosowano wzor podany przez EImadfa i Bosse (12):
1 mg a-TE = a-tokoferol + 0,5- f-tokoferolu + 0,25 y~tokoferolu + 0,01 - 5-tokoferolu

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Badane nasiona amarantusa charakteryzowaty si¢ duza jednorodnoscig pod
wzgledem wielko$ci nasion. Zdecydowana wigkszo$¢ podzielona byta miedzy dwie
frakcje zebrane na sitach o wielkosci oczek 1,0 mm x 1,0 mm i 0,8 mm x 0,8 mm.
Otrzymano rowniez frakcje stanowigca odsiew na sicie o $rednicy oczek 1,18 mm,
jednakze nasiona o tych wymiarach stanowily jedynie ulamek procenta calej
przesiewanej partii, z tego powodu wprowadzono je do frakcji nasion o $rednicy
>1,0 mm. Frakcja stanowigca przesiew przez sito o oczkach 0,8 mm sktadajaca si¢
glownie z zanieczyszczen uzytecznych i nieuzytecznych i zostala odrzucona.

Zawarto$¢ skwalenu (ryc. 1) w probkach olejow ze zbiorow 2007 r. byla
zréznicowana. W nasionach nie poddanych frakcjonowaniu jego zawarto$¢
wynosita w zalezno$ci od miejsca uprawy od 58,8 mg/g oleju w przypadku nasion
uprawianych w okolicach Lublina (prébka 5) do 76,7 mg/g w olejach pozyskanych
z nasion uprawianych w Ole$nicy (probka 4). W oleju pozyskanym z nasion
frakcjonowanych nie zaobserwowano wyraznych zalezno$ci pomigdzy zawartoScig
tego skfadnika a wielko$cig analizowanych nasion. W oleju pozyskanym z nasion
frakcji >0,8 1 <1,0 mm zawarto$¢ skwalenu wahata si¢ od 56,4 mg/g do 76,9 mg/g
odpowiednio dla nasion uprawianych w okolicach Lublina (probka 5) i na plantacji
w Laziskach (probka 2). Nasiona z plantacji w Laziskach charakteryzowaty si¢
jednoczes$nie najwyzsza zawartos$cig skwalenu we frakcji nasion >1,0 mm, gdzie
stwierdzono 77,7 mg tego sktadnika w przeliczeniu na jeden gram oleju. Olej z
nasion uprawianych w 2006 roku na plantacji w Nowym Gaju (probka 7)
charakteryzowal si¢ niskg zawarto$cia skwalenu. W przypadku nasion
niefrakcjonowanych jego zawartos$¢ siggata 59,9 mg/g oleju. Po frakcjonowaniu
nasion stwierdzono, ze we frakcji nasion mniejszych od 1 mm a wigkszych niz 0,8
mm zawarto$¢ skwalenu byta najnizsza sposroéd wszystkich badanych probek

(55,6 mg/g). W oleju z nasion frakcji >1,0 zawartos¢ skwalenu siggata 67,1 mg/g
oleju, co stanowi warto$¢ $rednia na tle pozostatych lokalizacji. Porownywalne
zawartosci skwalenu w oleju z Amarantus cruentus uzyskali Gamel i wspétpr. (13)
—4,9%, oraz Leon Camacho i wspotpr. (14) — 65,6 mg/g.
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Ryc 1. Zawartos¢ skwalenu w oleju amarantusowym.
Fig. 1. Squalene content of amaranth oil.

Wyniki oznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie na poziomie istotno$ci p<0,05 (test Duncan’a).

Probka 1 - 2007 r., Hebdow, woj. matopolskie; probka 2 — 2007 r., Laziska, woj. lubelskie; probka 3 — 2007 r.,
Piaski, woj. lubelskie; probka 4 — 2007 r., Olesnica, woj. dolnoslaskie; probka 5 — 2007 r., ok. Lublina, woj.
lubelskie; probka 6 — 2007 r., Nowy Gaj, woj. lubelskie; probka 7 — 2006 r., Piaski Gérne, woj. Lubelskie.

Wsréd wielu substancji wystepujacych w olejach roslinnych niezmiennie duze
zainteresowanie budzg tokoferole (tab. 1). Zwigzki te sa jednocze$nie ich
najwazniejszymi 1 najlepiej poznanymi przeciwutleniaczami (7, 14). W
analizowanych wariantach oleju amarantusowego zidentyfikowano o-, g-, y-, o-
tokoferol, przy czym na podobnym poziomie ksztattowala si¢ zawarto$¢ izomeroéw
a- 1 -, nieco mniejsza izomeru J-, za$ najmniejsza y-tokoferolu. Sposrod olejow
wyttoczonych z nasion 2007 r., nie poddanych frakcjonowaniu, najwigksza ogdlng
zawartoscig tokoferoli charakteryzowata si¢ probka 6 (1200 mg/kg), z frakcji 0,8-
1,0 mm, probka 2 (1281 mg/kg), a w olejach frakcji >1,0 mm probka 3 (1172
mg/kg). Oleje z nasion zebranych w roku 2006 i przechowywanych przez rok
(probka 7) stwierdzono ogoélng zawarto$¢ tokoferoli na $rednim poziomie w
stosunku do nasion uprawianych w roku 2007. W zaleznos$ci od wielko$ci nasion
warto$ci te miedcily si¢ w granicach 1155 mg/kg (olej z nasion >1,0 mm) do 1246
mg/kg (olej z nasion >0,8 i <1,0 mm). Leon-Camacho i wspétpr. (4) badajac olej
amarantusowy uzyskali inne wartosci poszczegdlnych form tokoferolu, mianowicie:
a-tokoferolu — 248 mg/kg, f- 546 mg/kg, o- 8 mg/kg, natomiast nie stwierdzili
obecnosci y-tokoferolu.
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Tabela |. Zawarto$¢ tokoferoli w oleju amarantusowym [mg/kg oleju]

Table I. Tocopherols content of amaranth oil [mg/kg of oil]

Probka a - tokoferol | B3 - tokoferol y - tokoferol O - tokoferol suma tokoferoli
Nasiona niefrakcjonowane
1 426+55a 421 + 22,9 ac 81+8,7a 238+ 7,6 ac 1166 + 44,8 a
2 405+4,1b 398+2,0b 97+4,0b 263+26b 1163+ 12,7a
3 421+23a 418 + 11,8 ad 89 £ 3,3 bc 239+6,2a 1168+ 23,5a
4 428+ 20a 428 + 3,6 ac 97+19b 226+ 4,1 ac 1180+ 11,7a
5 448+ 3,7¢c 413+ 2,6 ab 88+7,4ac 241 +10,7a 1190+ 24,4 a
6 448+3,1c¢c 435+4,6c¢c 90 + 1,6 abc 228 + 3,0 ac 1200+ 12,3 a
7 426+58 a 432+ 12,6 cd 85+4,9ac 223+223c 1165+45/4 a
Frakcja nasion > 1,0 mm
1 408+ 2,6 a 417+17,1a 90+0,1a 247+34a 1162+ 179a
2 380+16b 389+36hb 98+15b 266+52b 1133+119a
3 414 + 8,2 ae 424 +6,3a 0+12a 245+ 5,5 ad 1172+ 21,1a
4 396+42c¢ 418+9,7a 97+34b 231+9,4ce 1141+ 26,7 a
5 427 +13,8d 389+76hb 86+52a 236 +5,8 cd 1138+ 32,4 a
6 422 £ 0,7 de 410+09a 89+04a 223+24e 1144 +44a
7 403+ 2,6 ac 423+113a 84+52a 244 + 6,4 ad 1155+ 254 a
Frakcja nasion > 0,8 mm i <1,0mm

1 460+19,0 a 445+ 145a 89+26a 246+79a 1239+28,1a
2 438+75b 406+2,4b 104+30Db 265+53b 1213+ 18,2 ac
3 469 + 2,0 ad 461+£19c 9%+1llc 255+5,1ab 1281 +10,2b
4 469+ 2,1 ad 425+14,2d 88+38a 216+ 116¢c 1197 +31,8¢
5 468 + 2,0 ad 442+13a 97+10c 255+ 3,2 ab 1263 + 7,6 ab
6 495+38¢c 448 + 4,0 ac 84+18a 225+2,7¢c 1251+ 12,3 ab
7 479+12d 454 +5,0 ac 88+36a 225+131¢c 1246 + 20,5 ab

Wyniki oznaczone tg sama literg nie roznig sie istotnie na poziomie istotnosci p<0,05 (test Duncan’a).
Results followed by the same letter are not significantly different at p<0,05 (Duncan’s test).

Prébka 1 - 2007 r., Hebdéw, woj. matopolskie; prébka 2 — 2007 r., Laziska, woj. lubelskie; prébka 3 — 2007 r., Piaski, woj.
lubelskie; prébka 4 — 2007 r., Olesnica, woj. dolnoslaskie; prébka 5 — 2007 r., ok. Lublina, woj. lubelskie; prébka 6 — 2007
r., Nowy Gaj, woj. lubelskie; probka 7 — 2006 r., Piaski Gérne, woj. lubelskie.

Oznaczenie zawartosci poszczegdlnych homologéw tokoferoli w badanych
probkach oleju amarantusowego postuzylo do obliczenia ich aktywnos$ci
biologicznej. Z uwagi na najwyzsza aktywno$¢ biologiczng a-tokoferolu sposrod
wszystkich form tokoferoli, okreslanie aktywnosci biologicznej odnosi si¢ do
wyliczenia zawarto$ci poszczegdlnych homologéw o rdznej aktywnosci
witaminowej, a ich efektywno$¢ podaje si¢ w ekwiwalentach a-tokoferolu (14).
Najwyzsze aktywno$ci biologiczne stwierdzono w olejach z frakcji nasion
wiekszych (>1,0 mm), a najnizsze w olejach z frakcji nasion drobniejszych (0,8-1,0
mm). W przypadku olejow z nasion 2007 r. niefrakcjonowanych najwyzsza
aktywno$¢ biologiczna wyrazong w mg a-TE/kg, stwierdzono w probee 6 (711). W
olejach z frakcji nasion 0,8-1,0 mm, réwniez probka 6 odznaczala si¢ najwyzszg
aktywnoscig biologiczng (762 mg a-TE), a we frakcji >1,0 mm byta to probka 3
(672 mg a-TE). W probee 7 (2006r.) wartosci te wynosity odpowiednio dla oleju z
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nasion: niefrakcjonowanych 685 mg a-TE, frakcji 0,8-1,0 mm 751 mg o-TE, oraz
frakcji >1,0 mm - 660 mg a-TE.

WNIOSKI

1. Amarantus charakteryzuje si¢ duzg jednorodnoscig pod wzgledem wielkoS$ci
nasion bez wzgledu na rok i lokalizacje uprawy,

2. Olej amarantusowy jest bogatym zrodtem skwalenu oraz tokoferoli.

3. Lokalizacja uprawy nie wptywa statystycznie istotnie na zawarto$¢ tokoferoli
w olejach z nasion amarantusa.

4. Dominujacymi tokoferolami oleju amarantusowego sa a- i - tokoferol.

D. Ogrodowska, S. Czaplicki, R. Zadernowski
BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES NATURALLY OCCURRING IN AMARANTH OIL
Summary

The search of new sources of bioactive compounds which can be used in food supplements is still
valid. Undoubtedly interesting material in this respect is amaranthus which is rich in bioactive
compounds oil obtained from their seeds. The aim of this study was to determine the biologically active
compounds (tocopherols and squalene) naturally occurring in amaranth oil content. Efforts were also
undertaken to establish the extent the place of cultivation and seed size influence the content of these
components. It was found that amaranth seeds have a high uniformity regardless of the year and
location of cultivation. Studies have shown that amaranth oil is a rich source of squalene and
tocopherols, among which alpha and beta tocopherol were dominant. There was no statistically
significant effect of location or the year of cultivation on the content of tocopherols in amaranth oil.
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