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Abstract. Analysis of the composition of lipids is done by separating fatty acids (FA), most
often through gas chromatography, after converting FA into their volatile derivatives: fatty acid
methyl esters (FAME). The aim of the paper was to compare the results of analysis FA
composition of three species of oily fish, both raw and subjected to heat treatment, by
converting FA into FAME applying the AOAC method, and using the direct method. FAME were
separated by gas chromatography-coupled mass spectrometry (GC-MS). It was shown that, in
fish subjected to heat treatment, the percentages of EPA and DHA whose FAME were prepared
via the direct method were 5-10% higher than in case of applying the AOAC method. As far as
uncooked oily fish are concerned, the method of obtaining FAME had no relevance to the
composition of fatty acids. The method of obtaining FAME can have a substantial impact on the
percentages of individual acids or acid groups in fat, and, in turn, on results of evaluation its
nutritional value.
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WSTEP

Bardzo waznym i cennym sktadnikiem ryb sg lipidy, ktérych zawartos¢ w zaleznosci od
gatunku i pory potowu wynosi najczesciej od kilkku do kilkunastu procent. Jednym
z podstawowych wskaznikow decydujacym zaréwno o wartosci odzywczej, jak i wlasciwosciach
fizycznych ttuszczu sg przede wszystkim kwasy ttuszczowe (KT) (Ziemlanski i Budzyhska-
-Topolowska 1991; Drozdowski 2000). Lipidy rybne w poréwnaniu z innymi lipidami
wyrozniajg sie przede wszystkim zawartoscig najcenniejszych kwaséw ttuszczowych, tj.
dtugotancuchowych polienowych kwaséw ttuszczowych z rodziny n-3 PUFA (LC n-3 PUFA).
Zdominowane sg one przede wszystkim przez dwa kwasy: C20:5 eikozapentaenowy (EPA)
oraz C22:6 dokozaheksaenowy (DHA) — (Ackman 1989; Kotakowska i in. 2003; Sikorski 2004).
Najwazniejszg charakterystyczng cechg LC n-3 PUFA jest zdrowotne i terapeutyczne
oddzialywanie na organizm cziowieka. Kwasy te wigczone w odpowiednich ilosciach do



20 Z. Domiszewski i G. Bienkiewicz

diety wywierajg korzystny wpltyw w przypadku wielu przewlektych schorzen. Zawigzki te
posiadajg udowodnione wiasciwosci, ktére zapobiegajg schorzeniom uktadu krazenia,
sprzyjaja prawidtowemu rozwojowi i funkcjonowaniu mézgu i siatkdwki oka, ponadto odgrywaja
znaczacg role w profilaktyce cukrzycy, stanéw depresyjnych i nowotworéw (Lands 1997;
Kotakowska i in 2003; Leaf i in. 2003; Gebauer i in. 2006; Fotuhi i in. 2009). Gtéwnie z tego
powodu istnieje potrzeba ciagtej kontroli ich zawartosci w réznych gatunkach ryb, zwtaszcza
ryb ttustych, jak np. $ledz i szprot battycki, ktére sg waznym w Polsce zrodtem tych kwasow,
oraz po przetworzeniu tych surowcow na produkty gotowe do spozycia. Najdoktadniejszymi
metodami analizy sktadu KT sg metody chromatograficzne, a najczesciej do tego celu stuzy
chromatografia gazowa (GC) — Eder 1995; Christie 1995. Jednakze aby méc oznaczy¢ sktad KT
metodg GC nalezy uzyskac¢ najpierw odpowiednie ich pochodne, gdyz same kwasy ttuszczowe,
z wyjatkiem kwaséw krotkotancuchowych, nie wykazujg wiasciwosci lotnych. Najczesciej
przygotowywanymi pochodnymi KT sg estry metylowe kwasow ttuszczowych (EMKT). Estry
metylu majg najnizszy ciezar czasteczkowy, wiec sg eluowane z kolumny chromatograficznej
w temperaturach nizszych niz inne pochodne, w dodatku ze wzgledu na niskg ich polarnosé
moga mie¢ zastosowanie zarowno w chromatografii gazowej, jak i cieczowej (Christie 1995).
Oznaczanie sktadu kwasow ttuszczowych w samych rybach oraz produktach rybnych
prowadzi sie najczesciej, poddajac odpowiedniej analizie lipidy wyizolowane z miesa za
pomoca mieszaniny rozpuszczalnikéw: niepolarnego i polarnego wg metody Folcha (Folch
i in. 1957), w modyfikacji Bligha—Dyera (Bligh i Dyer 1959) lub innej, np. Erickson (1993),
Brooks i in. (1998), Jensen i in. (2003). Oznaczenie sktadu KT jest metodg dwustopniowa,
ktéra w pierwszym etapie zakltada ekstrakcje lipidow, a dopiero pdzniej w celu otrzymania
EMKT wyekstrahowane lipidy poddaje sie najczesciej hydrolizie zasadowej, np. wg metody
AOAC (1984) lub AOCS (2004). Prowadzac taki schemat postepowania, zwlaszcza przy
oznaczaniu tak waznych z punktu widzenia zywieniowego LC n-3 PUFA, istnieje pewne
niebezpieczenstwo niecatkowitego wyekstrahowania lipidow, a tym samym oznaczenia
wszystkich kwasow ttuszczowych. Dodatkowo w trakcie réznych procesow technologicznych
i biochemicznych zachodzacych w trakcie sktadowania i przetwarzania produktéw rybnych
i nie tylko, moga powstawa¢ rézne kompleksy chemiczne pomiedzy podstawowymi
sktadnikami zywnosciowymi (Guo i in. 1997), ktére dodatkowo mogag utrudni¢ przebieg
ekstrakcji lipidow z tkanki. W dodatku taki schemat postepowania moze prowadzi¢ do
przenikania zanieczyszczen podczas ekstrakcji, strat estrow, jest czasochtonny oraz
wymaga duzej ilosci odczynnikéw i badanego materiatu (Liu 1994). W zwigzku z powyzszymi
argumentami w zakresie przygotowania EMKT coraz czesciej zastosowanie ma
bezposrednie otrzymywanie EMKT (Takeuchi i in. 1991; Park i Goins 1994; Cantellops in
1999; Indarti i in. 2005) z pominieciem ekstrakgji lipidow, ktdra przy obecnie stosowanych
metodach nie jest catkowita.

Celem pracy bylo poréwnanie skladu KT w lipidach ryb ttustych z zastosowaniem
przygotowania EMKT wg AOAC oraz metodg bezposrednig. Powyzszy cel postanowiono
osiggnac nie tylko poprzez analize sktadu KT ryb surowych ale réwniez poddanych obrébce
termicznej, tj. po zamrazalniczemu przechowywaniu oraz ogrzewaniu.
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MATERIAL | METODY

Materiat

Badania wykonano na migsie ryb:

— surowych (Swiezych): Sledziu battyckim (Clupea harengus membras L.), szprocie
(Sprattus sprattus L.), pstragu teczowym (Oncorhynchus mykiss W);

— mrozonych: $ledziu battyckim po 3-miesiecznym przechowywaniu w temp. —18°C,
w postaci ryb catych, szprocie po 3-miesiecznym przechowywaniu w temp. —18°C w postaci
ryb catych;

— ogrzewanych: mieso z ryb swiezych oraz po zamrazalniczym przechowywaniu.

Metody

Przygotowanie surowca.

Sledzie i pstragi surowe oraz po mrozeniu patroszono, odgtawiano, a nastepnie ptukano.
Po odcieknieciu wody, tuszki filetowano, a nastepnie filety wraz ze skoérg rozdrabniano na
elektrycznej maszynce do mielenia miesa, wyposazonej w sito o $rednicy oczek 2 mm.
Szproty surowe i po mrozeniu patroszono i odgtawiano, a nastepnie tuszki wraz
z kregostupem rozdrabniano w analogiczny sposéb jak w przypadku Sledzi i pstragdw.
Uzyskane w ten sposéb rozdrobnione mieso ryb poddawano dalszym badaniom.

Warunki obrébki cieplne;j.

Rozdrobnione mieso ryb surowych i po mrozeniu w ilosci 40 g ogrzewano w szklanych
krystalizatorach o $rednicy wewnetrznej 5,6 cm, grubosci $cianek 2 mm i wysokosci 2,9 cm.
Po natozeniu miesa catos¢ owijano folig aluminiowg i ogrzewano w temp. 100°C przez 30 min
w cieplarce ZALMEV SML 32/250.

Metody analityczne

Ekstrakcja lipidéw: lipidy z rozdrobnionego miesa surowego, po obrobce termiczne;j
(mrozeniu i ogrzewaniu), ekstrahowano metoda Bligha-Dyera (1959). Ekstrakcje wykonano
w dwéch powtdrzeniach. Zawartos¢ lipidéw w miesie ryb oznaczano grawimetrycznie po
odparowaniu rozpuszczalnika z ekstraktow chloroformowych.

Przygotowanie estréw metylowych kwaséw ttuszczowych

EMKT przygotowano dwoma metodami wg:

1) AOAC (1984) (A) oraz

2) metodg bezposrednig (B): ktora polegata na poddaniu bezposrednio hydrolizie
zasadowe;j lipidow zawartych w miegsie ryb (z pominieciem ekstrakcji). W tym celu do kolby
stozkowej odwazono ok. 600 mg miesa, dodano standardu wewnetrznego oraz 4,5 cm® 1N
metanolanu sodu (CH3;ONa). Cato$¢ umieszczono w tazni i ogrzewano w temp. 80°C pod
chtodnicg zwrotng przez 10 min. Po tym czasie dodano 7 cm?® 14-procentowego trojfluorku
boru w metanolu (BF;sMeOH) i ponownie catos¢ ogrzewano przez 30 min w analogicznych
warunkach jak wczedniej. Po ochfodzeniu, proby wyciggnieto spod chtodnicy i dodano
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10 cm® heksanu. Nastepnie cato$é wytrzasano, dodano nasyconego chlorku sodu (NaCl), po
czym warstwe heksanowg zawierajagcg EMKT przeniesiono do wiali, a reszte przeniesiono
ilosciowo do rozdzielacza. Catos¢ ekstrahowano ponownie heksanem, po czym frakcje te
potaczono, osuszono bezwodnym siarczanem sodu i zatezono poprzez odparowanie
rozpuszczalnika w strumieniu azotu. llos¢ uzytych odczynnikow: CH;ONa oraz BF;MeOH
uzalezniona byta od zawartosci lipidow w badanej probie i wyznaczono jg na podstawie
wczesniejszych badan (Domiszewski 2000; 2001; Domiszewski i in. 2004).

Rozdziat EMKT

Rozdziatu EMKT przygotowanych wg AOAC i metoda bezposrednig wykonano metodg
chromatografii gazowej, stosujac chromatograf gazowy firmy Hewlett Packard GC 5890
series Il, wyposazony w dozownik typu split/splitless sprzezony z detektorem masowym
G 1800A. Warunki analizy KT: kolumna SP™ — 2560, 100 x 0,25 mm ID, 0,20 um film, numer
katalogowy 24056, gaz nosny hel: przeptyw staty w tempie 1,2 cm®min, split 1:50, temp.
dozownika 220°C; temp. detektora 220°C; temperatura pieca: 140°C (5 min) przyrost do
240°C w tempie 4°C/min, catkowity czas analizy 45 min. Interpretacje jakosciowa
chromatograméw przeprowadzono, porownujgc czasy retencji i widma masowe poszczegolnych
EMKT badanej probki z czasami retencji i widmami masowymi analogicznych wzorcéw
EMKT firmy Sigma (Lipid Standard). Analize probki badanej i standardu wykonano
w analogicznych warunkach, w krétkim odstepie czasu. Jako wynik ilosciowy przyjmowano
Srednig z trzech oznaczen réwnolegtych. Wyniki kazdej analizy przedstawiono w procentach
(jako % sumy kwasow).

Udziat procentowy poszczegélnych kwasow tluszczowych (KT) w lipidach/miesie
obliczono wg AOAC 991.39 G/a %KT = [AJ/(Ar— Ais)] x 100; gdzie A — pole powierzchni
oznaczanego KT, Ar — suma wszystkich po6t powierzchni analizowanych KT, A — pole
powierzchni standardu wewnetrznego.

Analiza statystyczna wynikéw

Dane zamieszczone w tabelach sg $rednimi wartosciami z trzech réwnolegtych
powtdrzen. Analize statystyczng wynikébw wykonano na podstawie testu t-Studenta.
Poréwnano udziat procentowy: grup kwaséw ttuszczowych (SFA, MUFA, PUFA) oraz tylko
najwazniejszych LC n-3 PUFA, tj. EPA i DHA otrzymanych miedzy metodg AOAC
i bezposrednig. Dane opracowano statystycznie, korzystajac z programu firmy StatSoft,
Inc. (2005). STATISTICA® (data analysis software system), version 7.1. www.statsoft.com.

WYNIKI

Surowe mieso z ryb

Generalnie sposéb przygotowania EMKT nie miat istotnego wptywu na udziat procentowy
kwaséw ttuszczowych w lipidach miesa swiezego (surowego) zaréwno Sledzia, szprota, jak
i pstraga (tab. 1). W wigkszosci przypadkow maksymalne réznice w udziale % KT lipidow
miesa surowego ryb miedzy metodg bezposrednig a posrednig przygotowania EMKT nie
przekraczaty 3%. Analizujac grupe n-3 PUFA, w tym dwa najwazniejsze kwasy: DHA i EPA,
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stwierdzono, ze w przypadku surowego miesa S$ledzia oraz pstraga réznice miedzy
sposobami przygotowania EMKT byly nieistotne i nieprzekraczaty 1,5%, natomiast
w przypadku surowego migsa szprota réznice te byly nieco wyzsze i siegaty okoto 3%, ale
z punktu statystycznego byly one réwniez nieistotne (tab. 1).

Tabela 1. Sktad kwaséw ttuszczowych [% KT] lipidow ryb $wiezych (surowych) w zaleznosci od
sposobu przygotowania EMKT (B — metoda bezposrednia, A — metoda wg AOAC)

Table 1. Fatty acids composition [% FA] of fresh fish lipids depending on the FAME preparation
method (B — direct method, A — AOAC method)

Kwas tluszczowy Sledz Szprot Pstrag
Herring Sprat Trout
Fatty acid B A B A B A
C14:0 8,28 8,87 6,05 5,99 4,45 4,17
C 15:0 0,67 0,93 1,25 1,23 0,70 0,67
Cc 16:0 15,16 14,36 24,22 23,85 17,77 17,31
c17:0 0,09 0,13 0,29 0,3 0,13 0,13
C 16:1 (n-7) 4,88 5,32 6,2 6,11 4,90 4,84
C17:0 0,22 0,27 0,44 0,44 0,35 0,36
C17:1 0,18 0,29 0,66 0,69 0,40 0,4
C 18:0 1,73 1,55 2,66 2,7 3,74 3,73
C 18:1 (n-11) 0,82 0,93 25,7 25,61 0,83 0,74
C 18:1 (n-9) 11,56 10,59 2,79 2,75 18,49 18,41
C 18:1 (n-7) 1,79 1,88 0,49 0,51 3,02 3,01
C 18:2 (n-6) 1,29 1,74 3,29 3,29 10,24 10,44
C 20:1 (n-9) 15,08 15,68 0,47 0,49 4,30 4,57
C 18:3 (n-3) 0,96 0,30 3,00 2,98 2,05 2,06
C 18:4 (n-3) 0,93 1,25 1,94 1,98 1,07 1,07
C 20:2 (n-6) 0,22 0,3 0,44 0,44 0,60 0,63
C 22:1 (n-11) 23,69 22,69 0,00 0,00 4,71 5,03
C 20:3 (n-3) 0,2 0,21 0,29 0,29 0,24 0,24
C 20:4 (n-6) 0,29 0,35 0,45 0,45 0,56 0,56
C 20:4 (n-3) 0,26 0,34 0,40 0,40 0,93 0,94
C 20:5 (n-3) 3,68° 3,73° 6,53° 6,61° 4,212 4,24°
C 24:1 (n-9) 0,67 0,87 1,37 1,39 0,41 0,41
C 22:5 (n-3) 0,43 0,53 0,36 0,37 1,21 1,24
C 22:6 (n-3) 6,92° 6,89° 10,712 11,13° 14,70° 14,80°
Z SFA 26,15  26,11° 34,912 34,51° 27,14%  26,37°
Z MUFA 58,67° 58,25° 37,687 37,55° 37,06° 37,41°
Z PUFA 15,18%  15,64° 27,41° 27,94° 35,81  36,22°
Zn-3 13,38% 13,25° 23,23° 23,76° 24,41*  24,59°
Z n-6 1,80° 2,40° 4,18° 4,182 11,40° 11,63°
X n-6/X n-3 0,13 5,53 0,18 0,18 0,47 0,47

SFA — nasycone kwasy tluszczowe (KT), MUFA — monoenowe KT, PUFA — polienowe KT.

a, b — dane oznaczone tymi samymi literami dla danego kwasu tluszczowego nie réznig sie istotnie przy p < 0,05.
SFA — saturated fatty acid (FA), MUFA — monounsaturated fatty acid (FA), PUFA — polyunsaturated fatty acid (FA).
a, b — data marked with the same letters within the same fatty acid do not differ significantly at p < 0.05.

Ogrzewane migso z ryb

Zupetnie inny wptyw miat sposob przygotowania EMKT na udziat % kwasow ttuszczowych
w lipidach miesa ryb poddanego obrébce cieplnej. W tym przypadku sposob przygotowania
EMKT miat istotny wptyw zaréwno na udziat % catej grupy PUFA, jak i poszczegdinych
najwazniejszych z tej grupy kwasow tluszczowych, tj.: EPA i DHA (tab. 2). Najwigksze réznice
w udziale procentowym KT stwierdzono w lipidach ogrzewanego miesa $ledzia. W tym przypadku
udziat % PUFA, n-3 PUFA, DHA i EPA byt $rednio o 10% istotnie wyzszy w przypadku gdy
EMKT otrzymano bezposrednio z tkanki, niz w sposéb posredni z wyekstrahowanych wczesniej
lipidow wg metody AOAC (tab. 2).
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Tabela 2. Sktad kwasow ttuszczowych [% KT] lipidow ryb ogrzewanych w zaleznosci od sposobu
przygotowania EMKT (B — metoda bezposrednia, A — metoda wg AOAC)

Table 2. Fatty acids composition [% FA] of heated fish lipids depending on the FAME preparation
method (B — direct method, A — AOAC method)

Kwas tluszczowy Sledz Szprot Pstrag
Herring Sprat Trout
Fatty acid B A B A B A
C 14:0 844 872 5,93 6,23 3,68 3,9
C 15:0 0,73 0,66 1,22 1,32 0,59 0,67
C 16:0 13,61 14,38 2348 2419 1712 16,76
C17:0 0,08 0,08 0,31 0,31 0,13 0,14
C 16:1 (n-7) 482 462 6,02 6,06 4,57 47
Cc17:0 0,23 0,21 0,43 0,44 0,34 0,38
C17:1 0,22 0,16 0,71 0,69 0,37 0,41
C 18:0 1,32 1,34 2,73 2,86 3,79 3,76
C 18:1 (n-11) 1,11 1,00 25,55 2547 0,87 0,62
C 18:1 (n-9) 10,01 10,11 2,70 2,90 18,18 18,45
C 18:1 (n-7) 1,93 1,79 0,53 0,5 3,1 3,05
C 18:2 (n-6) 1,56 1,41 3,28 3,24 10,14 10,45
C 20:1 (n-9) 16,12 16,6 0,5 0,48 4,67 4,83
C 18:3 (n-3) 1,06 0,93 2,96 2,89 1,92 2,06
C 18:4 (n-3) 1,21 1,03 2,02 1,95 1,05 1,07
C 20:2 (n-6) 0,26 0,19 0,43 0,43 0,62 0,68
C 22:1 (n-11) 25,35 26,19 0,00 0,00 5,04 5,34
C 20:3 (n-3) 0,27 0,23 0,29 0,27 0,22 0,24
C 20:4 (n-6) 0,26 0,18 0,45 0,44 0,57 0,57
C 20:4 (n-3) 0,29 0,22 0,40 0,39 0,90 0,96
C 20:5 (n-3) 3,57° 3,18° 6,68° 6,29° 4,44°  415°
C 24:1 (n-9) 0,82 0,74 1,41 1,34 0,42 0,42
C 22:5 (n-3) 0,51 0,38 0,38 0,30 1,29 1,31
C 22:6 (n-3) 6,22° 5,66° 11,56°  11,00° 15,98° 15,087
I SFA 24,417 25397 34,10° 35,357 25,65° 25,617
T MUFA 60,38° 61,217 37,43°  37,45° 37,22° 37,82°
T PUFA 15,21° 13,412 28,45°  27,.20° 37,13  36,57°
zn-3 13,13 11,63° 2429°  23,09° 25,80° 24,87°
% n-6 2,08° 1,78° 4,16° 4112 11,33*  11,70°
% n-3/% n-6 0,96 0,15 0,17 0,18 0,44 0,47

SFA — nasycone kwasy tluszczowe (KT), MUFA — monoenowe KT, PUFA — polienowe KT.

a, b — dane oznaczone tymi samymi literami dla danego kwasu tluszczowego nie réznig sie istotnie przy p < 0,05.
SFA — saturated fatty acid (FA), MUFA — monounsaturated fatty acid (FA), PUFA — polyunsaturated fatty acid (FA).
a, b — data marked with the same letters within the same fatty acid do not differ significantly at p < 0.05.

Podobng zaleznos$¢ rowniez zaobserwowano w ogrzewanym miesie szprota i pstraga. W tych
rybach udziat % KT z rodziny n-3 PUFA byt Srednio o 5-6% wyzszy, w przypadku
oznaczania sktadu kwasow ttuszczowych metodg bezposrednig niz wg AOAC (tab. 2).
Sposéb przygotowania EMKT, mimo okoto 3-procentowej roznicy miedzy tymi metodami, nie
miat istothego wpltywu na udziat procentowy kwasdw nasyconych tuszczowych (SFA)
i monoenowych kwasow tluszczowych (MUFA) zaréwno w lipidach ogrzewanego miesa
Sledzia, szprota, jak i pstraga (tab. 2).

Mrozone migso ryb

Podobnie jak w rybach surowych, takze w przypadku ryb po zamrazalniczym
przechowywaniu (Sledz i szprot) sposob przygotowania EMKT nie miat istotnego wptywu
zaréwno na SFA, MUFA, PUFA: w tym n-3 PUFA, DHA oraz EPA. Maksymalne roznice
w udziale procentowym analizowanych KT miedzy metodg bezposrednia a AOAC nie
przekraczaty 2—3% (tab. 3).
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Tabela 3. Sktad kwaséw ttuszczowych [% KT] lipidéow ryb mrozonych w zaleznosci od sposobu
przygotowania EMKT (B — metoda bezpos$rednia, A — metoda wg AOAC)

Table 3. Fatty acids composition [% FA] of frozen fish lipids depending on the FAME preparation
method (B — direct method, A — AOAC method)

Kwas tluszczowy Sledz Szprot
Herring Sprat

Fatty acid B A B A
C 14:0 8,72 8,54 5,84 5,72
C 15:0 0,97 1,07 1,29 1,28
Cc 16:0 23,58 22,82 22,61 22,07
c17:0 0,16 0,14 0,33 0,35
C 16:1 (n-7) 8,15 8,24 6,08 6,04
C17:0 0,25 0,29 0,43 0,46
C17:1 0,32 0,34 0,71 0,75
C 18:0 1,73 1,65 2,95 2,99
C 18:1 (n-11) 0,22 0,29 24,05 2413
C 18:1 (n-9) 20,61 21,16 3,37 2,94
C 18:1 (n-7) 3,99 4,17 0,69 0,73
C 18:2 (n-6) 3,09 2,89 3,35 3,59
C 20:1 (n-9) 2,92 3,13 0,67 0,70
C 18:3 (n-3) 1,96 1,85 2,99 3,11
C 18:4 (n-3) 1,47 1,39 1,91 2,07
C 20:2 (n-6) 0,34 0,38 0,51 0,64
C 22:1 (n-11) 5,18 5,26 0,00 0,00
C 20:3 (n-3) 0,28 0,27 0,36 0,42
C 20:4 (n-6) 0,3 0,33 0,61 0,55
C 20:4 (n-3) 0,38 0,41 0,47 0,58
C 20:5 (n-3) 6,17° 6,03° 6,63° 6,52°
C 24:1 (n-9) 0,64 0,75 1,80 1,98
C 22:5 (n-3) 0,2 0,26 0,44 0,55
C 22:6 (n-3) 8,37° 8,34° 11,922 11,85°
Z SFA 35,412 34,512 33,45% 32,872
Z MUFA 42,03% 43,34° 37,36° 37,25°
Z PUFA 22,56° 22,15% 29,19° 29,88°
Zn-3 18,83° 18,55° 24,72° 25,10°
2 n-6 3,73° 3,60° 4,472 4,78°
Z n-3/Z n-6 0,20 0,19 0,18 0,19

SFA — nasycone kwasy tluszczowe (KT), MUFA — monoenowe KT, PUFA — polienowe KT.

a, b — dane oznaczone tymi samymi literami dla danego kwasu tluszczowego nie réznig sie istotnie przy p < 0,05.
SFA — saturated fatty acid (FA), MUFA — monounsaturated fatty acid (FA), PUFA — polyunsaturated fatty acid (FA).
a, b — data marked with the same letters within the same fatty acid do not differ significantly at p < 0.05.

Mrozone a nastepnie ogrzewane mieso z ryb

Podobnie jak w przypadku ryb surowych poddanych ogrzewaniu, tak réwniez w przypadku
ryb po mrozeniu, a nastepnie poddanych ogrzewaniu, sposéb przygotowania EMKT miat
istotny wptyw na udziat % KT z grupy PUFA w lipidach ryb (tab. 4). Zaréwno w przypadku
miesa $ledzi, jak i szprotow bezposrednie przygotowanie EMKT pozwolito uzyskaé srednio
0 5% wyzszy udziat procentowy: PUFA, n-3 PUFA, DHA i EPA niz w metodzie standardowej
z zastosowaniem ekstrakcji lipidow. Sposob przygotowania EMKT nie miat natomiast
istotnego wptywu na udziat % SFA i MUFA w lipidach ogrzewanego miesa ryb uprzednio
poddanego zamrazalniczemu przechowywaniu (tab. 4).
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Tabela 4. Skfad kwaséw ttuszczowych [% KT] lipidéw ryb mrozonych/ogrzewanych w zaleznosci od
sposobu przygotowania EMKT (B — metoda bezposrednia, A — metoda wg AOAC)

Table 4. Fatty acids composition [% FA] of frozen/heated fish lipids depending on the FAME
preparation method (B — direct method, A — AOAC method)

Kwas ttuszczowy Sledz Szprot
Herring Sprat
Fatty acid B A B A
C 14:0 7,83 7,75 5,60 5,98
C 15:0 0,85 0,86 1,26 1,33
C 16:0 20,9 21,27 22,45 23,15
Cc17:0 0,17 0,18 0,35 0,39
C 16:1 (n-7) 8,11 8,37 6,15 6,04
Cc17:0 0,24 0,27 0,45 0,48
C17:1 0,36 0,36 0,76 0,72
C 18:0 1,68 1,69 2,93 2,95
C 18:1 (n-11) 0,22 0,22 24,27 24,55
C 18:1 (n-9) 20,87 21,19 3,07 2,94
C 18:1 (n-7) 4,12 4,14 0,72 0,71
C 18:2 (n-6) 3,27 3,17 3,62 3,56
C 20:1 (n-9) 2,75 2,77 0,7 0,68
C 18:3 (n-3) 2,15 2,11 3,31 3,00
C 18:4 (n-3) 1,79 1,70 2,04 2,00
C 20:2 (n-6) 0,47 0,59 0,60 0,60
C 22:1 (n-11) 4,89 4,95 0,00 0,00
C 20:3 (n-3) 0,31 0,31 0,41 0,41
C 20:4 (n-6) 0,39 0,37 0,52 0,56
C 20:4 (n-3) 0,51 0,50 0,55 0,57
C 20:5 (n-3) 7,18 6,80° 6,40° 6,08°
C 24:1 0,93 0,93 1,93 1,97
C 22:5 (n-3) 0,37 0,35 0,5 0,51
C 22:6 (n-3) 9,64° 9,15° 11,41° 10,82°
I SFA 31,67° 32,02° 33,04° 34,282
T MUFA 42,252 42,93° 37,60° 37,612
T PUFA 26,08° 25,05° 29,36° 28,11°
% n-3 21,95 20,92° 24,62° 23,39°
% n-6 4132 413° 4,74° 4,72°
% n-3/Z n-6 0,19 0,20 0,19 0,20

SFA — nasycone kwasy ttuszczowe (KT), MUFA — monoenowe KT, PUFA — polienowe KT.

a, b — dane oznaczone tymi samymi literami dla danego kwasu tluszczowego nie réznig sie istotnie przy p < 0,05.
SFA — saturated fatty acid (FA), MUFA — monounsaturated fatty acid (FA), PUFA — polyunsaturated fatty acid (FA).
a, b — data marked with the same letters within the same fatty acid do not differ significantly at p < 0.05.

DYSKUSJA

Badania nad poréwnaniem sposobu przygotowania EMKT na udziat procentowy kwaséw
ttuszczowych w lipidach przeprowadzono na przyktadzie trzech gatunkéw ryb ttustych:
Sledziu i szprocie battyckim oraz pstragu dlatego, ze sg one gtdwnym naturalnym zrédtem
LC n-3 PUFA (Ackman 1967; Kotakowska i in. 2006; Stotyhwo i in. 2006).

W niniejszej pracy zaproponowano przygotowanie EMKT bez wcze$niejszej ekstrakciji
lipidow, poniewaz zatozono, ze standardowe przygotowanie EMKT ogranicza sie jedynie do
oznaczenia KT tylko w czesci lipidow ekstrahowanych, ktorych zawartos¢ w duzym stopniu
zalezy od uzytych rozpuszczalnikéw i sposobu przeprowadzenia ekstrakcji. Bienkiewicz
i Kotakowska (2003) wykazali ponadto na uktadach modelowych, ze oznaczanie sktadu KT,
zwlaszcza DHA w wyekstrahowanych lipidach, nie odzwierciedla petnego sktadu KT lipidow
rybnych w obecnosci biatek lub skrobi. Jest to spowodowane interakcjami lipidow z tymi



Poréwnanie metod przygotowania estrow... 27

skfadnikami. Interakcje lipidy—biatko wystepujg naturalnie w tkankach, oraz tworzg sie
w produktach podczas przetwarzania i przechowywania (Sikorski i Pan 1994; Alzagtat
i Inteaz 2002; Pokorny i Kotakowska 2003). W niniejszej pracy wykazano, ze sposob
przygotowania EMKT miat istotny wptyw na udziat % kwasoéw z grupy PUFA w lipidach miesa
ryb poddanych ogrzewaniu. W préobach tych udziat: n-3 PUFA w tym DHA i EPA byt
statystycznie wyzszy gdy EMKT przygotowano bezposrednio z migsa niz wg AOAC
z wyekstrahowanych lipidéw. Dotyczyto to zaréwno lipidow ryb miesa surowego ($wiezego),
a nastepnie ogrzewanego oraz uprzednio mrozonego, a nastepnie rowniez ogrzewanego.
Nizsze zawartosci PUFA w tym n-3 PUFA i DHA w metodzie AOAC wynikajg
prawdopodobnie z niepetnej ekstrakcji lipidow zawartych w miesie ryb ogrzewanych. Z badan
przeprowadzonych przez Pikula i Wojciechowskag (1994), Regulska-llow i in. (1996) oraz
Kotakowskg i Bienkiewicza (1999) wynika, ze obrdbka cieplna powodowaé moze zaréwno
mieszaning rozpuszczalnika niepolarnego i polarnego (chloroformu i metanolu), to jednak
w wyniku zachodzgcych interakcji miedzy sktadnikami tkanki zawsze pewna czesc lipidow
zostaje trwale zwigzana, a tym samym jest nieekstrahowalna. Wtasnie z tego powodu w celu
dokfadniejszego wyekstrahowania lipidéw z tkanki Bligh i Dyer (1959) sugerujg dodatkowe
przemycie otrzymanego poekstrakcyjnego osadu chloroformem, a nastepnie dodanie tego
filtratu do wtasciwego ekstraktu. Za Pokornym (Pokorny i Janicek 1975) przyjeto uwaza¢, ze
nieekestrahowalne lipidy sg zwigzane kowalencyjnie. Prawdopodobnie zastosowanie
bezposredniej transestryfikacji lipidow, zawartych w ogrzewanej tkance, pozwolito na uwolnienie
lipidéw trwale zwigzanych, gdyz lipidy zwigzane kowalencyjnie mogg by¢ ekstrahowane dopiero
po hydrolizie tych wigzan, np. w reakcji zmydlania (Kozubek i in. 1996). Poréwnujac sktad
kwasow ttuszczowych w odchodach ryb, bedacych na dwéch réznych pod wzgledem
zawartosci biatka dietach, Takeuchi i in. (1991) wykazali, ze w przypadku zastosowania
bezposredniego zmydlania podczas otrzymywania EMKT zawartos¢ PUFA w tym EPA i DHA
jest wyzsza niz w metodzie standardowej z zastosowaniem ekstrakcji. Zaleznosci tej nie
stwierdzono natomiast dla KT w samej diecie. Prawdopodobnie dostepnos¢ a tym samym
mozliwo$¢ oznaczenia kwasow ttuszczowych uzalezniona jest réwniez od obecnosci i ilosci
innych skfadnikéw takich jak biatka, cukry czy woda. Badania przeprowadzone przez
Bienkiewicza i Kotakowskg (2003) wykazaty, ze polienowe kwasy ttuszczowe, zwlaszcza
kwas DHA, preferencyjnie uczestnicza w interakcjach tak, ze w ukladach modelowych
z biatkiem i skrobig, w wyniku mrozenia oraz ogrzewania mikrofalowego, nawet 90% kwasu
byto wigzanych w sposéb niedajacy sie wyekstrahowaé mieszaning chloroformu i metanolu.
By¢ moze powodem braku w niniejszej pracy istotnych réznic w udziale % kwasow z grupy
PUFA w prébach surowych mogto byé niepetne zmydlenie lipidow zawartych w tkance oraz
wyzsza zawarto$¢ wody niz w prébach po obrébce cieplnej. Z badan przeprowadzonych
przez O’Fallon i in. (2007) wynika, ze na udziat procentowy KT istotny wptyw moze miec
zawartos¢ wody w probie. Zastosowany czas zmydlania lipidéow zawartych w surowym
miesie ryb moégt nie by¢ wystarczajgco dtugi aby doszto do uwolnienia wszystkich kwaséw
ttuszczowych. W niniejszych badaniach w stosunku do wszystkich prob zastosowano te
same warunki zmydlania, chociaz zdawano sobie sprawe, Zze na skutecznosc tego procesu
moga mie¢ wptyw takie czynniki jak zmiany tkanki spowodowane obrébka termiczna.
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Badania przeprowadzone przez Carrapiso i in. (2000) oraz Indarti i in. (2005) nad
poréwnaniem sposobu przygotowania EMKT na zawartos¢ KT wykazaly, ze na catkowitg
zawartos¢ KT w prébach istotny wptyw ma zaréwno czas, jak i temperatura ogrzewania
podczas procesu transestryfikacji. Na podstawie wtasnych, wczesniejszych badan
stwierdzono, ze dodatkowo wplyw na oznaczenie zawartos¢ PUFA, w tym szczegdlnie na
DHA, ma zaréwno ilos¢, jak i stezenie uzytego metalonianu sodu i tréjfluorku boru
(Domiszewski 2000; Domiszewski i in. 2004). Wskazywatoby to na konieczno$¢ doboru warunkéw
zmydlania nie tylko dla kazdego produktu osobno, ale nalezatoby uwzgledni¢ proces
technologiczny jakiemu zostat on poddany. Potwierdzajg to badania Indarti i in. (2005), ktére
wykazaty, ze inne powinny by¢ warunki przygotowania EMKT dla oleju rybnego a inne dla
tranu. Zastosowang w pracy temperature i czas zmydlania ustalono réwniez na podstawie
wiasnych wczeséniejszych badan (Domiszewski 2000, 2001; Domiszewski i in. 2004) i byly to
parametry optymalne dla prob poddanych ogrzewaniu. Uzyto wtasnie tych warunkow, gdyz
z punktu zywieniowego najwazniejsze jest prawidtowe okreslenie zawartosci n-3 PUFA
w produktach gotowych do spozycia, a wiec tym samym poddanych oddziatywaniu
wysokiej temperatury.

PODSUMOWANIE

Zastosowana metoda bezposredniego przygotowania EMKT w poréwnaniu z metodg
AOAC podczas oznaczania skfadu kwasow tluszczowych w miesie ryb ttustych — surowych
oraz po zamrazalniczym przechowywaniu — daje zblizone wyniki sktadu kwaséw ttuszczowych.
Natomiast bezposrednie przygotowanie EMKT pozwala na oznaczenie dodatkowego udziatu
dtugotancuchowych kwasow z rodziny n-3 PUFA w miesie ryb poddanych obrébce cieplnej,
a tym samym pozwala na doktadniejsze zbadanie wptywu obrdébki cieplnej na skitad
kwasow ttuszczowych.
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