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Podjeto probe analizy interakcji zachodzqcych miedzy skiadnikami odzyw-
czymi — olejami, substancjami obcymi — azotanami oraz bioflawonoidami: res-
weratrolem w etapie trawienia Huszczow $wiezych oraz poddanych procesom
termicznym.
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Tluszcze spozywane w codziennej zréznicowanej diecie sa najbardziej skoncen-
trowanym zrédlem energii, witamin A, D, E, K oraz wielonienasyconych niezbed-
nych kwasow thuszczowych. Kwasy ttuszczowe sa budulcem bton i1 organelli komor-
kowych, wplywajac tym samym na ich przepuszczalnos¢ dla substancji odzywczych
dostarczanych do komdrek organizmu. Warto zaznaczy¢, ze kwasy tluszczowe sa
réowniez waznym substratem dla syntezy substancji biologicznie czynnych takich,
jak eikozanoidy. Jako zrédlo energii wykorzystywane sa przez wszystkie komorki
organizmu z wyjatkiem komorek mézgu i czerwonych krwinek, dla ktérych rolg te
spetnia glukoza (1).

Na podstawie wcze$niej przeprowadzonych badan dotyczacych sktadnikow od-
zywezych 1 azotandw(V) i azotandw(I1I) stwierdzono ich negatywne oddzialywanie
na trawienie tluszczow (2, 3). Moze wptywac to niekorzystnie na gospodarke lipi-
dowa organizmu. Jednoczes$nie, znanych jest wiele prozdrowotnych dziatan biofla-
wonoidow a zwlaszcza ich antyoksydacyjnych efektéw. Aby wyjasni¢ czy azotany,
ktore spozywane w codziennej diecie stanowig potencjalne ryzyko zaburzenia tra-
wienia thuszczow oraz w jakim stopniu obecnos¢ bioflawonoidow moze korzystnie
wplywac na ten proces, przeprowadzono ztozony eksperyment.

Celem pracy bylo zbadanie zaleznos$ci migdzy azotanami(V) i azotanami(Ill)
a bioflawonoidami, na przyktadzie resweratrolu, w procesie enzymatycznego tra-
wienia in vitro wybranych tluszczoéw $ledzac efektywnos$¢é uwalniania si¢ kwasow
thuszczowych w tych warunkach. Ponadto, analizowano zmiany zachodzace w ole-
jach bedace nastgpstwem dziatania wysokich temperatur (obrobka kulinarna) w r6z-
nych przedziatach czasowych.

Podczas badan dokonano oceny:

— zawarto$ci kwasow ttuszczowych w badanych produktach thuszczowych (oleju
rzepakowym i fryturze ,,Pan Max”’) Swiezych i ogrzewanych;
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— parametrow zmian zachodzacych podczas ogrzewania w/w. thuszczow w roz-
nych przedziatach czasowych;

— stopnia hydrolizy triacylogliceroli badanych olejow podczas trawienia enzyma-
tycznego w obecnosci bioflawonoidu — resweratrolu i azotandéw;

— stopnia dializy azotan6éw z badanych uktadow oraz wptywu resweratrolu na ten
proces.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowit olej rzepakowy (olej Kujawski) naturalny, uzyskany
z pierwszego ttoczenia nasion rzepaku Brassica napus v. oleifera Cruciferae, z po-
nad 50% przewaga kwasu oleinowego, o temp. dymienia 238°C oraz frytura ,,Pan
Max” rafinowany ttuszcz plynny z naturalnym osadem, wyprodukowany na bazie
oleju rzepakowego, bez zapachu, przeznaczony do wielokrotnego gigbokiego sma-
zenia m.in. wyrobow cukierniczych, migs, ryb, frytek o temp. dymienia > 320°C.

Badano oleje $wieze i ogrzewane przez 10 min, 2 godz. oraz przez 5 dni, w temp.
180-200°C. Oznaczano w nich wolne kwasy tluszczowe powstate w wyniku en-
zymatycznej hydrolizy olejow spozywczych, za pomoca miareczkowania roztwo-
rem NaOH o stez. 0,05 mol/dm’ oraz przeprowadzono dialize wprowadzonych do
uktadow reakcyjnych azotandw(IIl) i (V) przez btong potprzepuszczalng. W celu
zrealizowania zatozen pracy stworzony zostal model do$wiadczalny in vitro, za-
wierajacy badany olej, enzym pankreatyng pozyskiwana z trzustki, chlorek wapnia
(niezbedny do uzyskania petnej aktywno$ci procesu), z6t¢ wieprzowa (celem emul-
syfikacji) a optymalne srodowisko reakcji zapewniat bufor fosforanowy o pH = 7,4.
Do poszczegolnych uktadow dodawano azotany(V) lub (III) badz resweratrol sam
lub z azotanami. Po 2 godz. procesie enzymatycznego trawienia oznaczano powstate
wolne kwasy tluszczowe, badz przenoszono uktady reakcyjne do workow dializa-
cyjnych i po 1 godz. dializie oznaczano zawarto$¢ azotanow.

W badaniach zastosowano $rednie stezenia azotandw i resweratrolu spotykane
w codziennej diecie: 1000 mg NO,/dm’ i 12,5 mg NO, /dm’ oraz resweratrolu —
5 mg/cm’.

Oznaczanie zawartosci azotandw(III) i (V) przeprowadzono wg Polskiej Normy
PN-92/A-75112 (4).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W codziennej diecie organizmowi dostarczane sa mniejsze lub wicksze ilosci r6z-
norodnych substancji obcych oraz naturalnych zwiazkéw nieodzywczych. Zrédtem
tych ostatnich, m.in. bioflawonoidow sa gtdéwnie owoce i warzywa (5, 6). W diecie
obecne sg takze ksenobiotyki — azotany(IIl) i (V) o dzialaniu niekorzystnym dla
naszego organizmu (7, 8). Ze wzgledu na istotny wptyw tych substancji na stan
zdrowia cztowieka staly si¢ one przedmiotem prowadzonego eksperymentu.

Do badan zastosowano dwa gatunki olejow, odznaczajace si¢ odmiennymi cecha-
mi fizykochemicznymi oraz sktadem procentowym kwasow ttuszczowych zaréwno
swiezych, jak i po 5-dniowym ogrzewaniu (tab. I).
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Tabela I. Procentowa zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w olejach $wiezych i ogrzewanych przez 5 dni
Table |. Percentage content of fatty acids in oil, fresh and heated for 5 days

Zawarto$¢ procentowa kwasow ttuszczowych

. olej frytura

Kwasy tluszczowe olej rzepakowy frytura Pan Max”

rzepakowy ~Pan Max” "

$wiezy ogrzewany $wieza ogrzewana
5 dni 5 dni
Ci40 kwas mirystynowy - 0,87 0,16 0,18
Ci6.0 kwas palmitynowy 4,68 6,96 712 8,07
C.g:0 kwas stearynowy 2,36 2,18 3,19 3,54
Cig.1nec Kwas oleinowy 57,14 61,52 46,96 48,29
Cig:1net kWas elaidynowy - 0,79 18,71 19,63
Cig.on6c Kwas linolowy 21,16 13,01 6,63 5,08

Cig.0n 6t kwas linolowy - - 1,73 1,8

Na podstawie analizy chromatograficznej w §wiezym oleju rzepakowym stwier-
dzono, ze przewazajaca ilo$¢ kwasdw thuszczowych stanowia: kwas oleinowy
(57,14%) oraz linolowy (21,16%) podczas gdy palmitynowy i stearynowy wystgpuja
w niewielkiej ilosci (4,68% 1 2,36%). W oleju ogrzewanym przez 5 dni zaobserwo-
wano pojawienie si¢ kwasu elaidynowego w ilosci 0,79%. Natomiast frytura ,,Pan
Max” begdaca rafinowanym thuszczem na bazie oleju rzepakowego, w przewazajacej
ilosci zawiera kwas oleinowy (46,96%). Stwierdzono roéwniez obecnosé (18,71%)
izomerdw trans kwasu oleinowego w badanej fryturze, ktérych ilos¢ wzrasta pod-
czas procesow ogrzewania (19,63%). Kwas stearynowy i palmitynowy, podobnie
jak w oleju rzepakowym, wystepuja w mniejszych ilosciach (7,12% 1 3,19%). Zaleta
frytury ,,Pan Max” jest brak zapachu i efektu dymienia w temp. powyzej 320°C.
Produkt ten, przeznaczony jest do tzw. glebokiego smazenia m.in. wyrobdéw cukier-
niczych, miges, ryb i frytek. Jednak ze wzgledu na obecno$¢ izomerdw trams i udo-
kumentowane ich niekorzystne dziatanie budzi szereg zastrzezen (1, 9, 10). Dlatego
tez godna polecenia jest frytura palmowa (11).

Pierwszy etap eksperymentu obejmowat badanie biodostepnosci kwasow thusz-
czowych uwalnianych w procesie enzymatycznego trawienia olejow, uprzednio
poddanych ogrzewaniu w roznych przedziatach czasowych w obecnosci reswera-
trolu oraz azotandw(IIl) i (V). Interpretacj¢ graficzna wynikow oznaczen konco-
wych produktéw enzymatycznej hydrolizy oleju rzepakowego i frytury ,,Pan Max”,
wolnych kwasow thuszczowych, przedstawiono kolejno na ryc. 11 2.

Liczba wolnych kwaséw tluszczowych uwalnianych w procesie enzymatycznej
hydrolizy oleju rzepakowego jest rézna i zalezy od czasu ogrzewania. Nalezy zatem
stwierdzi¢, ze zawarto$¢ ich zmniejsza si¢ z wydluzaniem czasu ogrzewania oleju,
chociaz krotkotrwate ogrzewanie (10 min) moze utatwiaé proces trawienia (ryc. 1).
Najwigksze zmiany wystapity w uktadach z udziatem azotanow i resweratrolu osob-
no badz razem. Przy czym najwigksza aktywnos$¢ hydrolityczng wykazywat sam
resweratrol, chociaz wolne kwasy tluszczowe w uktadach z udzialem ogrzewanych
thuszczow sa ponizej zawartosci w probach kontrolnych (ryc. 1).
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Ryc. 1. Zawarto$¢ wolnych kwasow tluszczowych uwalnionych w procesie enzymatycznego trawienia
oleju rzepakowego ogrzewanego w réznych przedziatach czasowych i uktadach reakcyjnych.

Fig. 1. Content of free fatty acids released during enzymatic digestion of rapeseed oil heated for different
time periods in different reactive systems.

Nieco inaczej przebiega proces trawienia frytury ,,Pan Max”. Jest on bardziej dy-
namiczny i otrzymane wyniki wskazuja na nizsza biodostgpno$¢ wolnych kwasow
thuszczowych w poréwnaniu z olejem rzepakowym. Proces krotkiego ogrzewania
frytury spowodowat najwigksze zmiany ilosSciowe w procesie trawienia. Dtugotrwa-
e ogrzewanie daje efekt hydrolityczny podobny do trawienia frytury $wiezej. Na-
tomiast zauwazalny jest wptyw obecnos$ci resweratrolu na koncows ilo§¢ wolnych
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Ryc. 2. Zawartos¢ wolnych kwasow tluszczowych uwalnionych w procesie enzymatycznego trawienia
frytury ,,Pan Max” ogrzewanej w réznych przedziatach czasowych i uktadach reakcyjnych.

Fig. 2. Content of free fatty acids released during enzymatic digestion of “Pan Max” oil heated for diffe-
rent time periods in reactive systems.
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kwaséw tluszczowych. Najsilniejszy efekt wystapit podczas trawienia frytury $wie-
zej oraz ogrzewanej 10 min (ryc. 2).

Zmiany w biodostgpnosci kwaséw tluszczowych bedace nastepstwem ich ilosci
uwolnionych w procesie trawienia oleju rzepakowego w obecnosci azotanow(I1I)
i (V) oraz resweratrolu przedstawiono na ryc. 3.

25

207

151

NaOH [mg]

107

[ $wiezy [ ogrzewany 10 min ogrzewany 2h ogrzewany 5 dni

Ryec. 3. Biodostgpno$é kwasow thuszczowych uwolnionych w procesie enzymatycznego trawienia oleju
rzepakowego w obecnosci azotandw oraz resweratrolu.

Fig. 3. Bioavailability of fatty acids released during rapeseed oil enzymatic digestion in the presence of
nitrates and resveratrol.

Wyniki wskazuja na inhibujacy, niewielki wptyw azotanow(IIl) i (V) na ilos¢
wolnych kwaséw ttuszczowych uwalnianych w procesie trawienia ttuszczéw pod-
danych uprzednio ogrzewaniu w réznych warunkach temperaturowych. Niemniej
potwierdza si¢ kierunek zmian $wiadczacy o zmniejszajacej si¢ biodostepnosci
kwasow wraz ze wzrastajacym okresem ogrzewania thuszczow.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna stwierdzié, ze resweratrol stabiej ha-
muje proces trawienia thuszczu w porownaniu z azotanami. Przy czym jego aktyw-
no$¢ wobec tluszczu dhuzej ogrzewanego wyraznie podwyzsza sie. Podany jednak
lacznie z azotanami(IlI) i (V) znaczaco ostabia proces trawienia oleju rzepakowego
zwlaszcza dluzej ogrzewanego.

Proces ten w przypadku frytury ,,Pan Max” przebiega z pewnym podobienstwem,
aczkolwiek zmiany sq mniej charakterystyczne, co moze §wiadczy¢ o mniejszej po-
datnosci tego oleju na substancje towarzyszace procesom trawienia — ryc. 4.

Otrzymane wyniki wskazuja na nizsza biodostepnos¢ kwasow ttuszczowych fry-
tury w porownaniu z olejem rzepakowym. Jest to zjawisko korzystne biorac pod
uwagg aspekty zdrowotne. W przypadku azotandw(IIl) i (V) podobnie, jak w oleju
rzepakowym, nie stwierdzono znaczacej réznicy miedzy nimi w zakresie wplywu na
proces trawienia tluszczdw, jakkolwiek w poréwnaniu z grupa kontrolna wykazuja
pewng zdolnos¢ hamowania trawienia.

Eksperyment potwierdzit natomiast, informacje dotyczace dzialania bioflawono-
idu (resweratrolu), obecnego w znacznej ilosci w takich produktach, jak czerwo-
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Ryc. 4. Biodostgpnosé kwasow thuszczowych uwolnionych w procesie enzymatycznego trawienia frytury
,,Pan Max” w obecnosci azotandw oraz resweratrolu.

Fig. 4. Bioavailability of fatty acids released during “PAN MAX” oil enzymatic digestion in the presence
of nitrates and resveratrol.

ne wino i winogrona (12, 13). W ukladach zawierajacych dodatek tej substancji,
w ilo$ci odpowiadajacej przecigtnemu spozyciu w diecie europejskiej, wptywat on
korzystnie na procesy trawienne tluszczow. Badania przeprowadzone z udziatem
frytury ,,Pan Max” potwierdzaja wyniki uzyskane dla oleju rzepakowego. Reswera-
trol w tym przypadku rowniez wyraznie stymulowat proces trawienia ttuszczow.
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Ryc. 5. Zawarto$¢ azotanow(11l) oraz azotanow(V) po redukcji w dializatach z olejem rzepakowym i fry-
turag Pan Max.

Fig. 5. Amounts of nitrates(III) and nitrates(V) after reduction in dialysates with rapeseed and “Pan
Max” oil.
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Badania przeprowadzone z udzialem frytury ,,Pan Max” potwierdzily takze ak-
tywnosc¢ oksydoredukcyjna resweratrolu, przejawiajaca si¢ w neutralizowaniu efek-
tow dziatania azotanow(1II) i (V) na proces trawienia thuszczow.

Drugim etapem eksperymentu byta dializa azotanow. Procesowi temu zostaty
poddane uktady zawierajace dodatek azotanow(V)/azotanow(I11) oraz azotanow(V)/
azotandw(III) z resweratrolem. Badano stopien przechodzenia tych ksenobiotykow
przez tomofanowa blong pdtprzepuszczalna do buforu fosforanowego. Wyniki uzy-
skane dla oleju rzepakowego i frytury przedstawiono na ryc. 5.

Nalezy stwierdzi¢, ze azotany(Ill) znacznie tatwiej przekraczajq granice blony
potprzepuszczalng niz azotany(V). W aspekcie zdrowotnym jest to zjawisko nieko-
rzystne, gdyz zgodnie z danymi literaturowymi azotany(I1I) sa bardziej toksyczne od
azotandow(V) (8). Czas ogrzewania olejow obecnych w badanych uktadach wydaje
si¢ nie mie¢ wptywu na intensywnosc¢ tego procesu. Na podstawie analizy otrzyma-
nych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze obecnos¢ resweratrolu nie wptywa znaczaco na
proces dializy azotanéw(V) i azotanow(I1l) przez blong pdtprzepuszczalna.

W celu potwierdzenia zmian zachodzacych podczas ogrzewania thuszczow, prze-
prowadzono oznaczanie sprz¢zonych diendw, ktore wykazuja zwigkszong absor-
bancje¢ przy dt. fali A = 243 nm (ryc. 6).
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Ryc. 6. Zawartos¢ sprz¢zonych dienéw w swiezych i ogrzewanych ttuszczach.
Fig. 6. Content of conjugated dienes in fresh and heated fats.

Nalezy stwierdzi¢, ze w miar¢ wydhuzania czasu ogrzewania oleju rzepakowego,
ilos¢ dienéw wzrasta. Swiadczy to o zachodzacych zmianach oksydoredukcyjnych
nawet podczas krétkotrwalej obrobki termicznej. W przypadku frytury, juz w oleju
$wiezym stwierdzono obecno$¢ sprzgzonych dienow.

Obecnos¢ sprzezonych wigzan dienowych w $wiezej fryturze mozna wyjasnic spo-
sobem jej wytwarzania. Frytura ,,Pan Max” uzyskiwana jest bowiem na drodze utwar-
dzania oleju rzepakowego. W trakcie tego procesu moze dochodzi¢ do powstawania
form dienowych. Ich liczba w miar¢ wydhuzania czasu ogrzewania thuszczu rosnie.
Nalezy zauwazy¢, ze zawartos¢ sprzezonych wiazan wzrasta z niewielka wydajnoscia
w miare przedhuzajacego si¢ czasu ogrzewania (od 0,58 mg w produkcie $wiezym do
0,72 mg w oleju ogrzewanym przez 5 dni) w odrdznieniu od procesu zachodzacego
w oleju rzepakowym, gdzie wzrost ten jest bardzo dynamiczny. W oleju §wiezym
stwierdza si¢ dieny w ilosci 0,05 mg, a w probkach ogrzewanych 5 dni 0,76 mg.
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W badanych prébkach olejow oznaczono ponadto liczbe nadtlenkowa (L. Lea).
W oleju rzepakowym ogrzewanym 10 min i 2 godz. liczba Lea przekraczata dopusz-
czalng warto$¢ — 3. Liczba nadtlenkow ulegata zmniejszeniu w oleju rzepakowym
ogrzewanym 5 dni, co spowodowane jest ich rozkltadem i tworzeniem si¢ nowych
wtornych produktow. Inna zaleznos¢ wystgpuje we fryturze. Liczba Lea rosnie do
wartosci 4,3 po 10 min ogrzewaniu. Po 2. godz. ogrzewania liczba nadtlenkéw spa-
da (2,65), a nastgpnie znowu wzrasta (5,75) w oleju ogrzewanym przez 5 dni. Obec-
nos¢ relatywnie nieduzej ilosci form nadtlenkowych we fryturze dluzej ogrzewanej
Swiadczy o wysokiej opornosci thuszczu na procesy oksydacyjne i moze wynikaé
z charakterystyki fizykochemicznej produktu.

Ponadto, wykonano proby na obecnos¢ aldehydu epihydrynowego w badanych
olejach, poddanych obrébce termicznej. Proces jetczenia aldehydowego rozpoczat
si¢ juz w $§wiezym oleju rzepakowym. Spowodowane jest to znaczng obecnoscia
w nim jednonienasyconego kwasu oleinowego, ktory jest wrazliwy na procesy utle-
niania. We fryturze §wiezej nie stwierdzono obecnosci aldehydu epihydrynowego.

WNIOSKI

1. Stwierdzono niewielki inhibujacy wplyw azotandw(III) i (V) na biodostgpnosc
kwasow ttuszczowych w procesie enzymatycznego trawienia badanych olejow.

2. Resweratrol stymuluje proces trawienia thuszczéw. Skuteczno$¢ jego dziatania
zalezy od stopnia zmian, jakie wystapily w ogrzewanym thuszczu.

3. Dializa NO, przez blong pdlprzepuszczalna zachodzi z wigksza wydajnoscia
niz NO; . Na proces biernego transportu NO, i NO; nie majg wptywu na zmienione
jakosciowo thuszcze w wyniku ich ogrzewania i obecnosci w uktadzie resweratrolu.

4. W obu produktach stwierdzono zmiany procentowej zawartosci kwasow thusz-
czowych oraz powstawanie produktow §wiadczacych o zachodzacym procesie utle-
niania (min. sprz¢zonych dienéw) pod wptywem ich ogrzewania.

5. Niepokojacym jest fakt obecnosci izomerdéw trans w badanej fryturze.

G. Pokorska-Lis, A. Tokarz, K. Florczykiewicz

THE INFLUENCE OF THERMOOXIDATIVE CHANGES ON /N VITRO DIGESTION
OF RAPESEED OIL AND “PAN MAX” OIL IN THE PRESENCE OF RESVERATROL
AND NITRATES

Summary

The aim of this study was to analyse interactions occurring during consumable fats digestion: rapeseed
oil and “Pan Max” oil (rectified rapeseed oil) in the presence of resveratrol and nitrates (III) and (V). Fresh
oils as well as heated at 180-200°C for 10 minutes, 2 hours and 5 days, respectively, were analysed. In
vitro model was used, in which enzymatic hydrolysis of triacylglycerols in the presence of resveratrol and
nitrates (III) and (V) as well as dialysis of nitrates (III) and (V) to external compartment (buffer solution)
were both possible. The study revealed that enzymatic hydrolysis effectiveness is increased by resveratrol
and decreased by nitrates (III) and (V). Digestion of fats heated to high temperatures leads to decreased
effectiveness of this process. No significant correlation between content of studied systems nor duration
of oil heating and the amount of nitrates (III) and (V) in the dialysate was observed. Presence of trans
isomers in studied “Pan Max” oil (both fresh and long heated) is alarming.
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