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Namen diplomskega dela je bil modificirati in testirati metodo po Ubhayasekeraju, za
dolocanje vsebnosti holesterola in oksidov holesterola v mesu morskih in sladkovodnih rib,
dolociti osnovno kemijsko (masScobe, voda, beljakovine, pepel) in mascobnokislinsko
sestavo lipidov. Analize smo opravili na postrveh (Sarenka), gojenih v dveh ribogojnicah in
razli¢nih starosti (Gameljne, 14 mesecev; Ilirska Bistrica, 18 mesecev), ter jadranski
sardeli. Pri modifikaciji metode smo testirali u¢inkovitost ekstrakcije z razli¢nimi topili ter
postopek lo¢be na SPE. Z izbrano modificirano metodo smo uspeli lociti in dolociti
vsebnost holesterola in oksidov holesterola. Mas¢obne kisline (MK) smo z metodo in situ
transesterifikacije analizirali na plinsko teko¢inskem kromatografu. Vsi podatki so bili
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v povprecju vsebovale najvec veckrat nenasi¢enih MK (sardele 47,62 %; postrvi 43,69 %),
predvsem DHA (C22:6n-3; sardele 25,86 %; postrvi 16,71 %) in EPA (C20:5n-3; sardele
8,97 %; postrvi 6,73 %), sledile so nasi¢ene MK (32,76 %) v ma$¢obah sardel ter enkrat
nenasicene MK (33,20 %) v maScobah postrvi. Razmerje med n-6/n-3 MK je bilo nizko
(sardele 0,08; postrvi 0,39), indeks aterogenosti je bil pri sardelah 0,69 in 0,42 pri postrveh.
S prehranskega vidika je tako P/S indeks (sardele 1,45; postrvi 1,89), kot tudi indeks
aterogenosti ugodnejsi pri postrveh.
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AB The purpose of this work was to establish a modified method by Ubhayasekera, usable for
determining cholesterol and cholesterol oxides of sea and freshwater fish and to determine
the chemical content (fats, water, proteins, mineral) and faty acids composition of muscle
lipids. The analysis was performed on boarded trouts from two different fish farmings and
of different ages (Gameljne, 14 months; Ilirska Bistrica, 18 months) as well as on Adriatic
sardines. When modifying the method we tested a suitable organic dissolve used for
extraction and SPE method. Then the quantities of cholesterol and its oxides were
determined by our modified method. Fatty acids (FA) was determined by in situ
transesterification and capillary column gas-liquid content chromatography. Finally all
results were processed with the SAS statistical program. The amount of total cholesterol
strongly differed between both kinds of fish (trout 57.31 mg/100 g, sardine 80.92 mg/100
g), the amount of oxisteroles were determined in very low quantities (< 3,78 mg/100
g).The percentages of water and mineral matters showed a statistically very high
discrepancy. Trout and sardine fats on average contained the largest quantity of
polyunsaturated FAs (sardine 47.62 %, trout 43.69 %), above all DHA (C22:6n-3; sardine
25.86 %; trout 16.71 %) and EPA (C20:5n-3; sardine 8.97 %; trout 6.73 %), followed by
saturated FA (32.76 %) in sardine fats and monounsaturated FA (33.20 %) in trout fats. N-
6/n-3 ratio was low (sardine 0.08, trout 0.39), the aterogenic index in sardines exceeded the
recommended values (0.69), in trouts this index came to 0.42. From the nutritional point of
view the aterogenic index and P/S indeks (sardine 1,45, trout 1,89) are better in boarded
trouts.
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1 UVOD

Ribe so pomemben vir hrane, tako v razvitem kot nerazvitem delu sveta. Za razliko od
drugih vrst mesa, vsebuje meso rib mascobo, katera je s prehranskega staliS¢a sprejemljiva,
saj ima ugodno mascobnokislinsko sestavo. Ribe vsebujejo zelo razlicno koli¢ino mascob.
Glede vsebnosti holesterola ni bistvenih razlik med ribami in drugimi zivalmi.

O mascobah najve¢ govorimo in razmiSljamo kot o zdravju Skodljivi sestavini Zivil. Ko
pogledamo mascobe s stalis¢a prehrane, pa hitro vidimo, da so za Zivljenje in zdravje
pomembno in nepogresljivo hranilo. So vir energije v telesu, gradniki celiénih membran,
vsebujejo v mascobi topne vitamine ter esencialne MK in prekurzorje tkivnih hormonov.
Meso rib je po kemijski sestavi in hranilni vrednosti podobno mesu klavnih zivali in
perutnine. V humani prehrani ima ribje meso pomembno vlogo, ker je bogat vir biolosko
visokovrednih in lahko prebavljivih beljakovin, nenasi¢enih (tudi esencialnih) mas¢obnih
kislin, vitaminov in mineralov.

Poraba ribjega mesa je v posameznih drzavah razli¢na in je odvisna od prehranjevalnih
navad, klime, socialno kulturnih in drugih dejavnikov. Ocena porabe rib je za Slovenijo
okoli 4 kg na prebivalca letno, kar je izredno malo v primerjavi z nekaterimi drZavami
(Islandija, Japonska), kjer se letna poraba giblje okoli 90 kg rib na prebivalca. Ob tako
majhni porabi ribjega mesa pri nas lahko mirno zaklju¢imo, da imamo v Sloveniji
deficitarno oskrbo z n-3 mascobnimi kislinami, predvsem v kontinentalnem delu drzave,
saj se v obmorskih krajih zauzije tradicionalno ve€ ribjega mesa.

Poleg mascob v ribah naj bi varovalni vpliv imele tudi beljakovine ribjega mesa, ki imajo
povsem samostojni vpliv na znizevanje plazemskega holesterola. Puste ribe vzdrzujejo
visoko raven plazemskega HDL-holesterola, ki ima poseben varovalni vpliv pred
nastankom arteroskleroze.

Prehranski strokovnjaki ugotavljajo, da na aterogeni ucinek lipidov bolj kot holesterol,
vplivajo oksidi holesterola ter povecan delez nekaterih nasi€enih mascobnih kislin, hkrati
pa imajo varovalni antiaterogeni in tudi antikancerogeni ucinek dolgoverizne n-3
mascobne kisline, npr. dokozaheksaenojska kislina (DHK).
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1. NAMEN DELA

Meso rib uvrS¢amo med kakovostna zivila Zivalskega porekla, zato smo zeleli raziskati
njegovo kemijsko sestavo s poudarkom na lipidih (masc¢obnokislinska sestava in vsebnost
holesterola), ki opredeljujejo prehransko vrednost rib, tako morskih (jadranska sardela)
kot sladkovodnih (postrv Sarenka-gojena).

Namen nasega dela je bil dolociti vsebnost holesterola, oksidov holesterola ter osnovno
kemijsko sestavo (mascobe, beljakovine, voda, pepel) v mesu rib in mascobnokislinsko
sestavo njihovih lipidov. Ze predhodniki so ugotovili, da se obi¢ajna metoda za dolo¢anje
holesterola v mesu, ne obnese tudi pri mesu rib, zato smo se lotili tega problema. Na
zacetku naSega dela smo se lotili razvoja metode z uporabo ekstrakcije s trdno fazo (SPE),
s katero bi lahko dolocili tako vsebnost holesterola kot tudi vsebnost oksidov holesterola,
ki predstavljajo vecje tveganje za zdravje ljudi kot sam holesterol. V vednost smo vzeli
dejstvo, da na vsebnost holesterola in oksidov holesterola v analiziranih vzorcih vplivata
priprava vzorca in tudi izbrana metoda dolocanja.

Pri¢akovali smo statisticno znacilne razlike v vsebnosti analiziranih parametrov, predvsem
med obema vrstama rib (sardela, postrv), pa tudi med postrvmi razli€no gojenimi in
razli¢no starimi.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 SARENKA (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Sarenka (Oncorhynchus mykiss) je ena izmed predstavnic druZine postrvi - Salmonidae, ki
sicer ni obseZna, saj zajema le 5 rodov s 24 vrstami. Med predstavniki te druzine so
zastopani v naSih vodah rodovi Salmo, Hucho, Onchorhynchus in Salvelinus. Prva dva sta
avtohtona, rod Salvelinus je bil naseljen v nase kraje ob koncu devetnajstega in zacetku
dvajsetega stoletja, rod Onchorhynchus pa v 80-tih letih. Sarenka spada v rod Salmo
gairdneri Richardson 1836.

Ribe druzine postrvi so izredno spremenljive tako po videzu kot po nacinu vedenja in
razmnozevanja. Znacilno za vrste te druzine je, da imajo pogosto oranzno meso, ker se
hranijo s tako hrano, ki vsebuje veliko karotenov. Druzina postrvi naseljuje avtohtono celo
Evropo do Sredozemskega morja, AlZirijo, Azijo, skratka vse vodotoke severne zemeljske
poloble do povratnikov, naselili pa so jih tudi na juzno poloblo. V Sloveniji naseljujejo
postrvi v vse vodotoke donavskega in jadranskega porecja (Povz in sod., 1990).

Sarenka ima glavo in obliko trupa podobno potoéni postrvi. Tudi odrasli samci so s svojo
navzgor zasukano spodnjo celjustjo podobni drugim postrvjim samcem. Barva telesa se do
neke mere prilagaja barvi okolja, je lahko temnejSa ali svetla. Sicer pa je hrbet temnejsi,
sivo do rjavo zelenkast, boki so svetlejsi, trebuh svetlo siv do belkast. Vzdolz poboc¢nice
poteka od glave do repa rde€a proga, ki postane ob drsti cudovito mavri¢no obarvana in od
tod tudi njeno anglesko ime rainbow trout, kar pomeni mavri¢na postrv. Po vsem trupu in
vseh plavutih ima posejane drobne ¢rne pege (Povz in sod., 1990) (slika 1).

Slika 1: Sarenka (Oncorhyncus mykiss)

Sarenka spolno dozori v 2.-3. letu starosti. V svoji domovini se v &asu drsti seli iz morja v
sladke vode ali pa prezivi celo zivljenje v sladkih vodah.

Pri nas pa tam, kjer se naravno razmnoZzuje, ostane celo Zivljenje in se ne seli. V naravi se
drsti od februarja do aprila, v ribogojnicah pa ze decembra ali Se prej (oktobra). Samica
odlozi 1600-2000 iker na kilogram telesne teze. Ikre so velike, v premeru merijo okoli
4,5 mm.

Prehranjujejo se tako kot ostale vrste postrvi, torej z drobnimi vodnimi nevretencarji,
zuzelkami, ki letajo nad vodami in z ve¢jimi in manjS$imi ribami (Povz in sod., 1990).
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V svoji naravni domovini zZivi v jatah v ve¢jih tolmunih in globljih predelih vodotokov. Pri
nas neseljuje iste vode kot potocna postrv, prenese pa visje temperature in ni avtohtona
vrsta ribe (Povz in sod., 1990).

Prvotna domovina $arenke je Severna Amerika. Zivi v rekah, ki se izlivajo v Tihi Ocean.
Od naselitve v Evropi, kamor so jo leta 1880 naselili iz Kalifornije, se je razsirila po vseh
evropskih vodotokih.

Tudi v Sloveniji, kamor so jo prinesli leta 1890, naseljuje skoraj vse vodotoke, njeno
populacijo pa umetno vzdrzujejo ribici, ki jo stalno naseljujejo za Sportni ribolov. V
Stevilnih vodah, kamor jo ribi¢i vlagajo, se tudi razmnoZzuje. Zaenkrat pa nikjer ne
predstavlja nobene nevarnosti oz. konkurence drugim ribam (Povz in sod., 1990).

Zaradi hitre rasti jo gojijo v ribogojnicah po vsej Sloveniji tako za vlaganje v Sportno
ribolovne vode kot za prehrano ljudi. Med vsemi postrvjimi vrstami je pri nas gospodarsko
najpomembnejsa. Za Sportni ribolov je zanimiva zlasti zato, ker je zelo pozre$na in prijema
ob vsakem dnevnem casu, poleg tega pa ni izbir¢na za vabo (Povz in sod., 1990).

2.2 JADRANSKA SARDELA (SARDINA PILCHARDUS WAL.)

Jadranska ali mediteranska sardela (znanstveno ime: Sardina pilchardus, Walbaum, 1792,
slika 2), krajSe tudi sardela, izhaja iz druzine sledi (Clupeidae, rod Clupeiformes), ki spada
v t.i. skupino drobne 'plave ribe' in je riba najvecjega gospodarskega pomena na obmocju
Jadrana. Drobna 'plava riba' se imenuje zato, ker je njithovo meso temnejSe in rdeckasto
obarvano zaradi vecje telesne aktivnosti in posledi¢no zaradi dobre prekrvavljenosti ter
intenzivne obarvanosti z mioglobinom. V to skupino drobne 'plave ribe' spadajo: sardela
(Sardina pilchardus), sardon ali in¢un (Engraulis encrasicholus) in papalina (Sprattus
sprattus), v Atlantskem oceanu pa sled (Clupea harengus). Sem spadajo tudi veéje ribe,
kot na primer predstavnice druzine skus (Scombridae), to sta skusa (Scomber scombrus) in
tun (Thunnus thynnus) ter nekatere druge druzine (Petrinja, 1988; Treer in sod., 1995).

Jadransko sardelo najdemo tudi pod drugimi imeni: European pilchard, pilchard sardine,
adriatic sardine (angl.), Sardine (nem.), sardina ali sarda (it.), Sardina europea (Span.)
(FIGIS, 2004).

Telo sardele je vitko, na bokih splosceno z okroglim trebuhom. Spodnja ¢eljust je nekoliko
daljsa od zgornje. Skrzni poklopec je Zarkasto progast. Po tej morfoloski lastnosti jo hitro
lo¢imo od podobnih vrst rib (papalina). Je modrikaste barve s pridihom zelenkaste do
rdeckaste barve. V dolzino doseZe najvec 25 cm, njena masa se giblje do 60 g. Prehranjuje
se s planktonskimi rakci, ribjimi ikrami in zarodom oz. zooplanktonom in fitoplanktonom.
V Jadranskem morju se drsti od sredine jeseni do zacetka pomladi, kar pomembno vpliva
na njeno zamascenost, saj jo drst zelo iz¢rpa.
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Slika 2: Jadranska sardela (Sardina pilchardus Wal.)

Jadranska sardela je pelagicna riba ali riba odprtega morja, ki migrira. Pojavlja se v jatah
Sredozemskega in Jadranskega morja, vzhodnega Atlantskega oceana ter med Marokom in
Britanskim otoc¢jem. Najgosteje jadranska sardela naseljuje severni in srednji Jadran. Jate
so podnevi na priblizno 25 do 55 m globine (tudi 100 m), ponoci pa se dvignejo na okoli
10 do 35 m globine (Teer in sod., 1995).

2.3 RIBJE MESO V PREHRANI

Ribe so pomemben vir hrane, tako v razvitem kot nerazvitem delu sveta. Za razliko od
drugih vrst mesa, vsebuje meso rib mascobo, ki je s prehranskega stalisca sprejemljiva, saj
ima ugodno mascobnokislinsko sestavo. Ribe vsebujejo zelo razli¢ne vsebnosti mascobe
od 1 % do 30 %, odvisno od vrste, prehrane, spola, sezone in geografskega podrocja. Glede
vsebnosti holesterola ni bistvenih razlik med ribami (40-90 mg/100 g holesterola) in
drugimi zivalmi (Polak, 2000).

Vsebnost posameznih hranljivih snovi v ribjem mesu je odvisna od vrste rib, zato ni
vseeno, katero vrsto rib uporabljamo v prehrani. To velja za recne kot za sladkovodne ribe.
Energijska vrednost je odvisna od vsebnosti mascob. Ribe z manjso koli¢ino mascob imajo
manjSo energijsko vrednost in obratno (Debeli¢ in sod., 1998).

Ribe in ribje olje so torej bogat vir veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin n-3 tipa in tudi
oleinske kisline, ki zelo ugodno vplivajo na koncentracijo lipidov v krvi. Enkratno ali
dvakratno uzivanje morskih rib na teden naj bi ze imelo varovalni vpliv na zdravje ljudi.
Seveda pa na zdravje ljudi vplivajo tudi drugi dejavniki prehrane. Tako so npr.
epidemioloske Studije pokazale, da je koli¢ina rib pri domorodcih na Aljaski razmeroma
velika, toda umrljivost za kroni¢nimi degenerativnimi boleznimi skoraj ni¢ ne zaostaja za
drugimi, ki uzivajo tudi veliko mesa klavnih Zivali. Vzrok za omenjeni pojav je verjetno
tudi v tem, da je prehrana pri domorodcih na Aljaski preobilna z mas¢obami, vsebuje pa
tudi zelo malo sadja in/ali zelenjave (Pokorn, 1996).

Novejsa Studija je ugotovila povezavo med Stevilom tedenskih porcij ribjih jedi v prehrani
in nivojem triacilglicerolov in HDL-holesterola v krvi preiskovancev. Visja koncentracija
HDL-holesterola v krvi je bila v tesni povezavi z ve¢jim Stevilom porcij rib v tedenski
prehrani (Pokorn, 1996).
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Studije so pokazale, da je dolgotrajno uZivanje manj§ih koli¢in rib v povezavi z manjso
umrljivostjo zaradi koronarne bolezni. Nizozemska Studija, ki je zajela obdobje dvajsetih
let, je tudi pokazala, da je smrtnost pri ve¢ kot 800 moskih, ki so Ze preboleli sréni infarkt
in tistih, ki so redno uzivali morske ribe, manjSa za ve¢ kot 50 odstotkov v primerjavi s
tisto skupino moskih, ki niso jedli rib (Pokorn, 1996).

Poleg mascob v ribah naj bi varovalni vpliv imele tudi beljakovine ribjega mesa, ki imajo
povsem samostojni vpliv na zniZevanje nivoja holesterola v plazmi. Puste ribe (ribje
beljakovine) vzdrzujejo visoko raven plazemskega HDL-holesterola, ki ima poseben
varovalni vpliv pred nastankom arteroskleroze (Pokorn, 1996).

Ribje meso vsebuje veliko vode in je zato zelo hitro pokvarljivo. Prvi in najpomembne;jsi
pogoj za uporabo tega mesa v prehrani je higienska neopore¢nost. Ribje meso se kvari
hitreje kot meso klavnih Zivali (Debeli¢, 1998).

Za pripravo ribjih jedi je najpomembnejSe uporabiti sveze ribe, te pa prepoznamo po
naslednjih lastnostih:

* polne, prosojne /bistre/ oci,

» vlazne, svetlo rdece Skrge,

= repna plavut mora biti cela,

» Juske naj se tesno prilegajo trupu, sluz je enakomerno razporejena,

= ¢vrsto in prozno meso, rahel pritisk s prstom ne sme pustiti nobenih sledov,

* svez in prijeten, znacilen vonj.

24 KEMIJSKA SESTAVA MESA RIB

Meso rib je po kemijski sestavi in hranilni vrednosti podobno mesu klavnih zivali in
perutnine. V humani prehrani ima ribje meso pomembno vlogo, ker je bogat vir biolosko
visokovrednih in lahko prebavljivih beljakovin, nenasi¢enih (tudi esencialnih) mas¢obnih
kislin, vitaminov in mineralov.

Izjemno pestra izbira rib, pridobljenih predvsem z ribolovom (morske, sladkovodne) in vse
bolj tudi z vzrejo (akvakultura, marikultura), predstavlja veliko raznolikost sestave in
kakovosti njihovega mesa ter Stevilne moznosti njihove predelave in kulinaricne priprave
(Zlender, 2000).

Preglednica 1: Priblizna kemijska sestava mesa sardel in postrvi (Zlender, 2000)

Vrsta Voda Beljakovine Mascobe Holesterol
g/100 g g/100 g g/100 g mg/100 g
Sardela 78,0 15,3 52 -
Postrv-§arenka 74,0 19,0 6.0 60
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24.1

Primerjava kemijske sestave mesa sladkovodnih in morskih rib

V preglednici 2 so navedeni le podatki za tiste vrste rib, ki jith pogosteje najdemo na

Vv W

slovenskem trzis¢u. Iz njih lahko razberemo, da imajo v povprecju sladkovodne ribe
nekoliko ve¢ vode in beljakovin od morskih ter manj masc¢ob (Vujkovié, 1996).

Preglednica 2: Kemijska sestava nekaterih sladkovodnih in morskih rib (g/100 g)

Vrsta ribe Voda Beljakovine | Mascobe Pepel
g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g
MORSKE RIBE
Sardela (Sardina pilchardus)yjier, 1996) 73,80 18,40 5,18 1,62
Sardela (Sardina pilchardus)souci, 2000) 74,5 19.4 4,54 1,62
Skusa (Scomber scombrus) uiier, 1996) 68,00 18,70 11,90 1,40
Brancin (Labrax lupus) ysier, 1996) 78,30 18,40 2,01 1,10
Osli¢ (Merluccius merluccius) utier, 1996) 80,80 17,20 0,85 1,07
Tun (Thunnus thynnus L.)uspa, 2004) 68,09 23,33 4,90 1,18
Pegasti tun (Euthynnus pelamis L.) wspa, 2004) 70,58 22,00 1,01 1,30
Rumenoplavuti tun (Thunnus albacares) wspa, 2004) 70,99 23,38 0,95 1,34
SLADKOVODNE RIBE
Soska postrv (Salmo marmoratus)-NOprozek, 2000) 75,13-76,73 | 18,70-19,80 | 0,60-1,37 | 2,27-2,67
Soska postrv (Salmo marmoratus) prosek, 2000) 66,68-72,40 | 18,82-19,50 | 4,79-6,02 | 1,92-2,23
Kalifornijska p. (Onchorynchus mykiis) (prosek. 2000) 70,10-71,22 | 18,30-19,57 | 3,12-5,46 | 1,95-2,10
Krap luskinar (Cyprinus carpio L.)wujkovie, 1996) 72,93 17,65 8,41 0,97
Sivi tolstolobik (Aristichthys nobilis Val.)wyjkovic, 1996) 77,06 19,14 2,36 1,22

NO-naravno okolje, vse druge sladkovodne ribe so gojene v ribogojnici ali ribniku;

Gojene postrvi imajo optimalnejSe pogoje za rast in prehranjevanje od tistih v naravnem
okolju, ki ne ponuja vedno optimalnih pogojev za zivljenje. Kljub temu, da se ribe med
seboj razlikujejo znotraj posamezne vrste, sezone, prehrane in drugih dejavnikov, je
osnovna kemijska sestava tako sladkovodnih kot morskih rib zelo podobna (Vujkovié,

1996).
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2.4.2 Mascobe

Po kemijski sestavi je meso rib zelo variabilno predvsem v koli¢ini maScob, ki je tudi
merilo za razvr$€anje rib (nemastne do 3 %, srednje mastne do 8 %, mastne nad 8 %
mascob).

V literaturi zasledimo vec¢ delitev rib glede na koli¢ino mascobe:

* ribe uvrSs¢amo med mastne takrat, ko koli¢ina mascob preseze vec kot 8 %. Exler in
sod. (1975) ter Weihrauch in sod. (1977) opredeljujejo ribe kot puste, ¢e vsebujejo
pod 5 % mascob in mastne ribe, ko vsebujejo vec kot 5 % mascob;

* FSA (2004) oznacuje za mastne ribe tiste, ki vsebujejo med 5 in 20 % mascob;

= druge delitve razvrs¢ajo ribe, ki imajo nad 15 % mascob, v kategorijo mastni rib.

Ribje mascobe sestavljajo predvsem triacilgliceroli, ki se nalagajo v miSi¢nini, jetrih in
okrog prebavil, ter polarni fosfolipidi v celiénih membranah miSi¢nega tkiva in
mitohondrijih. Ribje mascobe v primerjavi z mas¢obami klavnih Zivali vsebujejo veliko
ve¢ nenasi¢enih mascobnih kislin, zlasti omega-3, ki so s prehranskega vidika zelo
zazeljene. Vsebnost holesterola je v ribjem mesu podobna kot v drugih vrstah mesa
(Zlender, 2000).

Slaba stran velike nenasienosti ribjih masob pa je obcutljivost na oksidacijo med
skladiS¢enjem in predelavo, kar povzroca hitro spremembo arome in barve mesa. Bolj
obcutljive na kvar so mas¢obe morskih rib, ker so bolj nenasiene. Stopnja nenasi¢enosti
ribjih mascob je odvisna tudi od vrste rib, letnega cikla, temperature vode in prehrane.
Domnevajo, da so v mrzlih vodah mascobe bolj nenasicene (tekoce) zato, da se ribe lazje
gibljejo. Nekatere ribe vsebujejo tudi ve¢ naravnih antioksidantov (tokoferol, ubikinon),
znano pa je tudi, da so za oksidacijo bolj obcutljive mascobe rdecih ribjih misic, kot pa
belih (Zlender, 2000).

2.4.3 Mascobne Kisline

Raziskave na podro¢ju masc¢ob in MK so jasno pokazale pomembne razlike v sestavi
mascob razlicnega porekla. Ko primerjamo mascobnokislinsko sestavo rib (morskih ali
sladkovodnih) hitro ugotovimo, da je precej drugacna od mesa toplokrvnih zivali. Razlike
so predvsem ocitne, ko gledamo skupne kolicine NMK, ENMK in VNMK. Ribje mascobe
vsebujejo med nasi¢enimi masc¢obnimi kislinami (NMK) najve¢ palmitinske (C16:0),
miristinske (C14:0) in stearinske (C18:0), redkeje se v ribjih mas€obah pojavljajo MK z
manj kot 14 ogljikovimi atomi in Se to v zelo majhnih koli¢inah (Exler in sod., 1975;
Ackman, 1992; Vujkovi¢, 1996; Bandarra in sod., 1997; Luzia in sod., 2003).

Oleinska (C18:1n-9) in palmitooleinska (C16:1n-7) MK sta enkrat nenasi¢eni mascobni
kislini (ENMK), ki sta prisotni v ribjih mas€obah, pojavljata pa se tudi gadoleinska
(C20:1n-9) in eruka MK (C22:1n-9) (Bogut in sod., 1996).

Izmed veckrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin (VNMK) so prisotne MK iz skupin n-3 in n-6
tipa. Arahidonske MK (C20:4n-6) je v ribjem mesu zelo malo. Meso klavnih zivali vsebuje
ve¢ n-6 MK kot meso rib, ki izstopa po koli¢ini n-3 MK. Iz skupine n-3 sta
najpomembnejsi predstavnici EPA (C20:5n-3) in DHA (C22:6n-3), ki sta najpomembnejsi
MK v ribah (Lobb, 1992).
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Preglednica 3: Vsebnost nekaterih MK v lipidih postrvi in sardel (Johansson, 2000)

Mascobna Kislina Vsebnost MK (% od vseh MK)
Postrv Sardela

C14:0 miristinska 4,26 6,09
C16:0 palmitinska 13,03 19,61
C16:1n-7 | palmitooleinska 8,54 6,80
C18:0 stearinska 1,95 3,98
C18:1n-9 | oleinska 20,26 10,77
C18:2n-6 | linolna 4,16 1,33
C18:3n-3 | a-linolenska 0,88 497
C20:5n-3 | EPA 4,46 12,44
C22:5n-3 | DPA 1,92 1,63
C22:6n-3 | DHA 13,67 16,92
NMK 19,24 33,89
ENMK 53,77 20,83
VNMK 26,94 45,28
n-3 4,61 -
n-6 22,33 -
P/S 1,40 1,34

P/S razmerje je pri ribah tudi do 3-krat ve¢je kot pri drugem mesu in je najveckrat ve¢ kot
1 (Salobir, 1997).

Z modernim gojenjem rib dobivamo take vrste, ki imajo manjSe koli¢ine n-3 MK kot ribe,
ki rastejo v naravnih rekah, jezerih, morjih (Simopoulos, 2002).

Razli¢no krmljeni brancini v razvoju (razlicne vrednosti n-3 VNMK v krmi) so razli¢no
hitro rasli in imeli razliéno mascobnokislinsko sestavo mesa. Optimalen dodatek n-3
VNMK v krmi je bil 0,7 g/100 g suhe krme (Skalli in Robin, 2004). Enako Treer in
Opacak (1993) poudarjata pomen prehrane rib na mas¢obnokislinsko sestavo mesa rib, Se
posebej pomen zadostne oskrbe z a-linolensko MK, ki v vrednosti do 1 % v krmi znatno
poveca prirastek in je promotor rasti. Prosek (2000) je ugotovil, da je imela prehrana
pomemben vpliv na vsebnost mascob in na mascobnokislinsko sestavo mesa: meso divjih
soskih postrvi je bilo manj mastno in je imelo bolj ugodno mas¢obnokislinsko sestavo od
gojenih soskih in kalifornijskih postrvi.

244 Beljakovine

Beljakovine so najpomembnejSa in po koli¢ini najbolj konstantna hranljiva sestavina
ribjega mesa (15-24 %). Sestavljajo jih pretezno miSicne beljakovine (75 % miofibrilarne,
16-22 % sarkoplazemske) z visoko biolosko vrednostjo ter 3-10 % beljakovin veziva
(kolagena) (Zlender, 2000).

Po sestavi esencialnih aminokislin so misSi¢ne beljakovine ribjega mesa podobne
beljakovinam klavnih Zivali in perutnine, vendar so izredno lahko prebavljive, prav tako pa
je tudi ribji kolagen, ki ga je manj kot v mesu klavnih Zivali, toplotno neobstojen Ze pri

enee

Beljakovine ribjega mesa tudi zelo hitro zorijo (fermentirajo), kar poleg mehkobe zal
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spremeni vonj in okus (aromo) v nezeljeno smer. Vse to so razlogi, zakaj je ribje meso tako
mehko in pri pretirani toplotni obdelavi za¢ne razpadati (Zlender, 2000).

Druge nebeljakovinske dusi¢ne snovi so prisotne v ribah (predvsem morskih) v majhnih
koli¢inah (okrog 1 %). To so trimetilaminoksid (TMAO), ki se med bakterijskim kvarom
rib razgradi v trimetilamin (TMA) in druge snovi, ki so glavni nosilci neprijetne arome
pokvarjenih rib. Hrustan¢nice (morski pes, skat) vsebujejo tudi precej uree (2 %), ki se
razgradi v amoniak. Histamini so zdravju skodljive (toksi¢ne) dusi¢ne snovi, ki se pojavijo
med skladiS¢enjem ohlajenih rib in povzroc€ijo zastrupitev, nastanejo pa z drugimi biogeni
amini (putrescin, kadaverin, tiramin) med bakterijskim razkrojem nekaterih aminokislin
misi¢nih beljakovin (Zlender, 2000).

2.4.5 Sladkorji

V ribjem mesu je manj kot 1 % ogljikovih hidratov, podobno kot v drugih vrstah mesa.
Misi¢ni glikogen se po smrti v procesu anaerobne glikolize spreminja v mlecno kislino,
posmrtna glikoliza je zaradi manjSih rezerv glikogena v ribah razmeroma hitro koncana,
mlecne kisline je manj kot v mesu drugih zivali in zakisanost ribjega mesa je slaba (kon¢ni
pH 6,4 do 6,8). Razmeroma visok pH ribjega mesa je razlog za njegovo slabo
mikrobiolosko stabilnost oz. hitro pokvarljivost, zato je treba ribe takoj po ulovu ¢im
hitreje ohladiti na temperaturo okrog 0 °C in jih pri tej temperaturi drZati do porabe (5 do
najveé 7 dni) (Zlender, 2000).

2.4.6 Mineralne snovi, vitamini

Meso rib vsebuje ve¢ mineralnih snovi kot meso toplokrvnih Zivali, izstopa predvsem po
koli¢ini fosforja, magnezija, natrija, zvepla, ter Se posebej po koli€ini kalcija (Plestenjak in
Repic, 1988). Vrednosti variirajo med 0,9 in 1,7 % (Bogut in sod., 1996) pa tudi vec¢. Zato
je ribje meso bolj primerno za prehrano odrascajocih otrok kot meso klavnih zivali (Bogut
in sod., 1996; Vujkovi¢, 1996). Tudi selena vsebujejo ribe veliko. Skupaj z vitaminom E
delujeta sinergisti¢no in zato antioksidacijsko ter tako zavirata nastanek rakastih obolenj
(Perovi¢, 2000). Sladkovodne ribe so bolj bogate na mikroelementih boru, bromu in litiju,
zeleza pa vsebujejo vse vrste rib veliko manj kot ga je v rdeCem mesu (govedina,
konjetina, ovéetina) (Zlender, 2000).

Vitaminov, topnih v maS¢obah (A, D, E, K) v ribjem mesu ni veliko, so pa ribe pomemben
vir v vodi topnih vitaminov B—kompleksa (tiamina—B]1, riboflavina—B2, piridoksina—B6 in
B12) (Zlender, 2000).
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2.5 MASCOBE IN MASCOBNE KISLINE

Naravni lipidi so kemijsko razlicne skupine snovi, katerim je skupna lastnost netopnost v
vodi. Bioloska funkcija lipidov je zelo razlicna, enako kot njihova kemijska struktura.
Glavni obliki shranjevanja mas€ob v mnogih organizmih sta v obliki masti in olj.
Fosfolipidi in steroli so glavni gradniki celicne membrane. Drugi specializirani lipidi,
¢etudi prisotni v majhnih koli¢inah, imajo odlo¢ilno vlogo kot encimski kofaktorji (vitamin
K), pigmenti (retinal, karoten), emulgatorji v prebavnem traktu, hormoni (derivati vitamina
D, spolni hormoni) ter znotraj in zunajceli¢ni prenasalci-eikozanoidi (Nelson in Cox,
2005).

Masti in olja so triacilgliceroli oz. estri glicerola z masc¢obnimi kislinami. MK so
karboksilne kisline s 4 do 36 ogljikovih atomov.

Enostavni triacilgliceroli so zgrajeni iz treh enakih mascobnih kislin, ki je vsaka estersko
vezana z glicerolom. Vecina naravnih triacilglicerolov je meSanih estrov, z dvema ali ve¢
razliénimi mascobnimi kislinami.

Ker so polarne hidroksilne skupine glicerola in polarne karboksi skupine mascobnih kislin
povezane v estersko vez, so triacilgliceroli nepolarne, hidrofobne molekule, ki so netopne
v vodi (Nelson in Cox, 2005).

Naravne mascobe gradijo mascobne kisline z vefinoma razvejano verigo in s sodim
Stevilom ogljikovih atomov. Alkilna veriga je lahko popolnoma nasi¢ena in vsebuje le
enojne vezi ali pa nenasicena ter vsebuje eno ali ve¢ dvojnih vezi. Pri enkrat nenasicenih
mas¢obnih kislinah je dvojna vez locirana med devetim in desetim ogljikovim atomom. Ce
molekula mas€obnih kislin vsebuje ve¢ dvojnih vezi, se te nahajajo med konéno metilno
skupino in devetim ogljikovim atomom (Nelson in Cox, 2005).

Mascobe kopenskih zivali vsebujejo visji delez nasi¢enih mascobnih kislin in so pri sobni
temperaturi v trdnem agregatnem stanju. Rastlinsko in ribje olje vsebuje ve¢ nenasicenih
mascobnih kislin in je pri sobni temperaturi tekoce (Love, 1997).

Mascobne kisline so razvrSc¢ene v druzine, znotraj katerih so biosintetsko povezane. S
pomocjo encimskih procesov, nenasiCevanja, podaljSevanja in skrajSevanja verig, se
pretvarjajo ena v drugo (Lobb, 1992). So bogat vir energije, aktivno vkljuéene v
metabolizem, sestavine bioloSkih membran, VNMK pa imajo specificno funkcijo
regulatorjev in sodelujejo pri sintezi biolosko aktivnih snovi.

Priporo¢ila o vnosu mascob se z leti spreminjajo in dopolnjujejo. Enostransko
zmanjSevanje mascob na jedilniku ni vedno najboljSe. Priporocljivo je uravnotezeno
uzivanje pravih mascob, kar pomeni manj nasi¢enih mas¢obnih kislin in trans — mascobnih
kislin ter ve¢ enkrat nenasicenih in veckrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin.

NajpomembnejSe mascobne kisline so (Salobir, 2001):
= ENMK: oleinska kislina (C18:1, n-9),
= n-6 VNMK: linolna kislina (LK; C18:2, n-3),
* 1n-3 VNMK : -a-linolenska kislina (ALK; C18:3, n-3),
-eikozapentaenojska kislina (EPK; C20:5, n-3),
-dokozaheksaenojska kislina (DHK; C22:6, n-3).
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Oleinska kislina je najbolj razsirjena v nasi prehrani. Je pomemben vir energije in sestavina
membranskih lipidov, vendar ni esencialna tako kot LK in ALK, ki sta nujno potrebni za
rast in razvoj ter vzdrzevanje zdravja.

EPK in DHK sta dolgoverizni veckrat nenasi¢eni MK, ki ju vsebujejo mastne ribe in
nekateri drugi morski plodovi (npr. alge). Organizem ju lahko v manjsi meri sintetizira iz
ALK, na ucinkovitost pretvorbe vpliva tudi razmerje zauzitih n-3 in n-6 MK. DHK je
pomembna funkcionalna sestavina celicnih membran in zivénega tkiva, mozganskih in
retinalnih lipidov. EPK je prekurzor bioaktivnih sestavin, ki uravnavajo pretok krvi in
imunski odziv (Field, 2003).

2.5.1 Esencialne mas$€obne kisline

Esencialne MK ali njihovi derivati so snovi, ki jih potrebujemo za normalno rast in razvoj
ter jih naSe telo ne more sintetizirati oz. jih sintetizira v premajhni koli¢ini. Tako sta pravi
esencialni MK linolna in a-linolenska.

Obe esencialni MK sta potrebni za izgradnjo in normalno funkcioniranje celi¢cnih membran
in kot predstopnja eikozanoidov, ki imajo zelo pomembno vlogo pri uravnavanju
intenzivnosti fizioloskih procesov (Salobir, 2001). Zato je prisotnost esencialnih MK
odlo¢ilna. Iz njiju nastajajo arahidonska (C20:4n-6) in EPA (C20:5n-3), ki sta mati¢ni
sestavini za produkcijo eikozanoidov (Simopoulos, 2002). Brez npr. vira arahidonske MK
(C20:4n-6) bi bila sinteza prostaglandinov ogrozena, kar bi resno vplivalo na normalne
metaboli¢ne procese (Tapiero in sod., 2002).

Linolna (C18:2n-6) in a-linolenska MK (C18:3n-3) tekmujeta med seboj za skupne
encime. Linolna MK (C18:2n-6) bolje izrabi skupne encime od a-linolenske (C18:3n-3) in
se tako v organizmih sesalcev tvori ve¢ produktov linolne MK (C18:2n-6) (de Lorgeril in
sod., 2001; Kupnik, 2001; Seppinen-Laakso in sod., 2002).

DHA (C22:6n-3), ki nastaja iz a-linolenske MK (C18:3n-3), in arahidonska MK
(C20:4n-6), ki nastaja iz linolne MK (C18:2n-6), sta bistveni za razvoj centralnega
zivénega sistema pri sesalcih, saj priblizno 60 % mozganskega tkiva predstavljajo
mascobe, izmed katerih je najve¢ VNMK in holesterola. Najpomembne;jsi in najpogostejsi
MK v zivénem tkivu in izredno pomembni za razvoj osrednjega ziv€evja pri plodu in
otroku (Se posebej v zadnjem trimesecju nosecnosti in prvih mesecih po rojstvu) sta DHA
(C22:6n-3) in arahidonska MK (C20:4n-6) (Kupnik, 2001).

2.5.2  Razmerje med n-6 in n-3 mas¢obnimi kislinami

Ko je bil ¢lovek pred 10.000 leti Se nabiralec in lovec je bila prehrana popolnoma
drugacéna, razmerje med n-6/n-3 MK je bilo okoli 1. V danasnji t.i. zahodni prehrani je to
razmerje od 15/1 do 16/1. Intenzivno kmetijstvo je privedlo do povecanja n-6 MK v hrani,
medtem ko so nasi geni programirani tako, da se odzivajo na razmerje n-6/n-3 okoli 1.
Pretirane koli¢ine n-6 VNMK in veliko razmerje n-6/n-3 v zahodni prehrani pospesujejo
nastanek veliko bolezni: kardiovaskularnih, raka, vnetnih in avtoimunskih bolezni, medtem
ko povecane koli¢ine n-3 VNMK in majhno n-6/n-3 razmerje kaZzejo zaviralen ucinek
(Simopoulos, 2002).
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WHO (1994) je pred leti pripravila priporocila tudi o oskrbi z esencialnimi MK: razmerje
med n-6 in n-3 MK naj bo med 5:1 do 10:1. Ce osebe uZivajo prehrano z ve&jim razmerjem
kot 10:1, jih je treba vzpodbujati, da uzivajo ve¢ hrane bogate z n-3 MK, kot so zelena
listnata zelenjava, strocnice, ribe in druga hrana iz morja.

Preventivna prehrana pri kardiovaskularnih boleznih z razmerjem 4:1 je povezana s
padcem skupne umrljivosti za 70 %. Razmerje 2,5:1 zmanjsa rast rakastih rektalnih celic,
medtem ko razmerje 4:1 z enako koli¢ino n-3 VNMK ni imelo u¢inka. ManjSe razmerje
med n-6 in n-3 v hrani pri zenskah z rakom na dojki je bilo povezano z manjSim
tveganjem. Razmerje 2:1 - 3:1 zavira vnetja pri bolnikih z revmatoidnim artritisom,
razmerje 5:1 ima dobrodejne ucinke na bolnike z astmo, medtem ko ima razmerje 10:1
obratne posledice. Tako velja, da so terapevtske doze n-3 MK odvisne od stopnje resnosti
bolezni, ki so genetsko pogojene. Nizje razmerje med n-6 in n-3 MK je primernejse pri
zmanjSevanju tveganja za mnoge kroni¢ne bolezni, ki so razsirjene v zahodnem svetu in v
drzavah v razvoju in se Sirijo v preostali svet (Simopoulos, 2002).

2.5.3 Razmerje P/S, indeks aterogenosti

Za oceno primernosti mas¢ob uporabljamo razmerje med VNMK in NMK, ki ga ozna¢imo
kot P/S razmerje. Kadar imajo posamezne mascobe P/S razmerje manjSe od 0,5, so manj
primerne za prehrano ljudi, saj se pri takih maS¢obah poveca tveganje za kardiovaskularna
obolenja. Pri tem je pomembno, koliko mas¢ob posamezno meso vnasa v obrok in s tem
vpliva na razmerje mas¢obnih kislin v skupnem obroku. S pustim mesom vnesemo le malo
mascob in tako malo vplivamo na skupno razmerje MK. Razmerje P/S je sorazmerno staro
in je iz Casa, ko ugoden vpliv ENMK na nivo holesterola v krvi in na pogostnost bolezni
obtocil Se ni bil znan.

V novejSem ¢asu namesto razmerja P/S uporabljamo indeks aterogenosti (IA). Postavila sta
ga Ulbricht in Southgate leta 1991 (Salobir, 1997) in tako pravi¢neje ocenila kakovost
mascob z vidika zdravja. Indeks aterogenosti uposteva specifi¢ne vplive posameznih MK
na koncentracijo holesterola v krvi. Pri izraCunu indeksa aterogenosti upostevamo MK, ki
povecujejo koncentracijo holesterola v krvi (lavrinska, miristinska, palmitinska in trans-
MK) ter VNMK, oleinsko MK (C18:1n-9) in druge ENMK, ki koncentracijo holesterola
zmanjSujejo. Ker je vpliv miristinske MK (C14:0) najmoc¢nej$i, ga pomnozimo s faktorjem
4 (Salobir, 1997).

_ lavrinska MK (12 : 0) + 4 * miristinska MK (14 : 0) + palmitinska MK (16 : 0) + trans - MK
VNMK + oleinska MK (18 : 1) + druge ENMK

IA

S prehranskega staliS¢a so ugodne mascobe, ki imajo IA manjsi od 0,5.
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2.54 Trans- mas¢obne Kisline

Trans - MK niso zdravju primerne iz ve¢ razlogov:
e povecujejo koli¢ino lipoproteinov z majhno gostoto (LDL),

povecujejo telesno maso,

zmanjsujejo ali zavirajo vkljucevanje drugih MK v celicno membrano,

zmanjSujejo koli¢ino lipoproteinov z veliko gostoto (HDL),

zavirajo delovanje A6-desaturaze (oviranje podaljSevanja in desaturacije

esencialnih MK: arahidonske (C20:4n-6), EPA (C20:5n-3) in DHA (C22:6n-3),

e zmanjSujejo maso novorojenckov in drugo (Kupnik, 2001; Simopoulos, 2002;
Nelson in Cox, 2005).

Vecina v naravi prisotnih nenasi¢enih MK ima dvojno vez v cis-konfiguraciji. Trans-
izomere mascobnih kislin naj bi bile razlog povecanja koli¢ine lipoproteinov z majhno
gostoto ali slabega LDL holesterola in razlog zmanjsanja lipoproteinov z veliko gostoto ali
dobrega HDL holesterola. Zato trans-izomere MK veljajo kot dejavnik tveganja pri
nastanku bolezni srca in ozilja. V manjsih koli¢inah so prisotne v mle¢nih izdelkih, mesu,
masti, margarini in hidrogeniranih rastlinskih oljih (pri hidrogenaciji nastajajo trans-MK)
(Nelson in Cox, 2005).

2.6 HOLESTEROL IN OKSIDI HOLESTEROLA
2.6.1 Holesterol

Holesterol je lesketajoca, bela, kristalini¢na snov. Najprej so ga odkrili v Zol¢nih kamnih in
njegovo ime izhaja iz grikih besed kholé, kar pomeni Zol¢ in Stereos, kar pomeni trdno.
Holesterol ne sodi med metaboli¢na goriva tako kot triacilgliceroli, ampak je sestavina
membran in izhodna spojina za sintezo Zol¢nih soli, steroidnih hormonov idr. Holesterol v
¢lovekovi prehrani je predvsem v mascobah zivalskega izvora, zolcu, zivénih tkivih, krvi,
mozganih, jajénem rumenjaku in plazmi.

Doloc¢anje holesterola v zivilih in serumu ima pomembno vlogo zaradi vpletenosti v
etiologijo ateroskleroze in bolezni srca in ozilja (Arnold in Kwiterovich, 2003).

2.6.1.1 Fizikalno-kemijske lastnosti holesterola

Holesterol je alkohol, ki ga zaradi lipidnega znacaja pristevamo k lipidom, kljub temu da
se strukturno precej razlikuje. Kemijsko ga uvrS€amo v skupino sterolov, sodi med
neumiljive snovi. Z vi§jimi mas¢obnimi kislinami lahko tvori estre preko OH skupine. Ima
eno samo dvojno vez, na katero se lahko vezeta dva atoma halogena. Empiri¢na formula
molekule je C,;H4sOH, kemijsko pa ga poimenujemo holest-5-en-3p-ol (slika 3).
Molekulska masa holesterola je 386,7 g/mol. Temperatura taliSCa za brezvodni holesterol
je 148,5 °C, tempertura vrelis¢a pa 360 ‘C pri tlaku 1 atm (Sheppard in sod., 1993;
Hegarty, 1995).
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Slika 3: Holesterol (holest-5-en-3p-o0l) (Chandan, 1997)

Holesterol ima na enem koncu steroidno ogrodje s hidroksilno skupino (glava) in na
drugem fleksibilen, kratek, nepolaren ogljikovodikov konec (rep). Taks$na zgradba vpliva
na njegove lastnosti (Chandan, 1997).

Holesterol se prakti¢no ne topi v vodi in zelo slabo v etanolu. Moc¢no je topen v nepolarnih
topilih, kot so eter, kloroform, piridin, benzen, heksan, petroleter (preglednica 4). Topi se
Se v oljih, masc¢obah in vodnih raztopinah zol¢nih soli. Kristalizira se iz absolutnega
alkohola, ocetne kisline in etra v obliki brezbarvnega romba (Sheppard in sod., 1993).

Preglednica 4: Topnost holesterola v razli¢nih topilih (Shepard in sod., 1993)

Topilo Topnost (mg/100 ml)
voda 0,2
alkohol (20 °C) 1,29
96 % alkohol (80 °C) 28000
kloroform 22222
eter 35714
piridin 66667

2.6.1.2  Vloga holesterola v organizmu

V Cloveskem organizmu ima holesterol pomembno vlogo, saj je:
= glavna komponenta celicne membrane, ki dolo¢a njeno permabilnost in fluidnost,
= sestavni del zol¢nih kislin, ki vplivajo na razgradnjo in absorpcijo mascob,
= prekurzor steroidnih hormonov v korteksu nadledvi¢ne Zleze, v spolnih hormonih
in vitaminu D,
= esencialen za rast in razvoj mladih sesalcev.
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Holesterol v ¢loveSkem organizmu predstavlja priblizno 0,2 % celotne ¢loveske mase. V
¢revesje pride holesterol iz hrane (v povprecju prispeva 300-400 mg dnevno), Zolca
(prispeva 750-1250 mg dnevno) in ¢revesne stene (minimalen prispevek).

V telesu povprecnega odraslega cloveka je priblizno 150 g holesterola. Za nadomescanje
fekalnih in drugih izgub pa ga mora organizem dnevno sintetizirati od 700 do 1500 mg
(Sieber, 1993).

V krvi so maScobe v lipoproteinih, sestavljene iz hidrofobnega jedra triacilglicerolov in
estrov holesterola, obdanih s plas¢em apoproteinov, fosfolipidov in prostega holesterola.
Lipoproteini so glede na centrifugalno usedanje in hitrost elektroforeze razvrs€eni v Stiri
kategorije:
* hilomikroni, ki so najvecji in najlazji (sestavljeni so iz 80 - 95 % triacilglicerolov,
2 - 7 % holesterola, 3 - 6 % fosfolipidov in 1 - 2 % beljakovin) in prenasSajo dietne
mascobe iz ¢revesja v limfo, ter preko tkiv v jetra, kjer jih odlozijo;
= lipoproteini zelo nizke gostote ali VLDL (55-65 % triacilglicerolov, 10-15 %
holesterola, 15-20 % fosfolipidov in 5-10 % beljakovin) prenasajo endogeno
nastalo mascobo iz jeter;
= lipoproteini nizke gostote ali LDL (10 % triacilglicerolov, 45 % holesterola, 22 %
fosfolipidov in 45-50 % beljakovin) nastanejo z razpadom VLDL;
= lipoproteini visoke gostote ali HDL (20 % holesterola, 30 % fosfolipidov in 45-50
% beljakovin) se izlocajo iz jeter in Crevesja (Arnold in Kwiterovich, 2003).

LDL in HDL so glavni prenasalci holesterola. LDL (prenaSalec $kodljivega holesterola),
prenaSa holesterol na periferijo (iz mesta sinteze v jetrih na mesto porabe), HDL
(prenasalec koristnega holesterola) pa ga prenasa v jetra, kjer se razgradi (Popsil, 2000).

2.6.1.3 Metabolizem holesterola

Metabolizem holesterola je kompleksen. Holesterol zauZijemo s hrano (eksogeni
holesterol), sintetizira pa se tudi v celicah (endogeni holesterol). Porast nivoja holesterola v
krvi nastane zaradi visokega vnosa zivil, bogatih s holesterolom, nasi¢enih mascob ali
presezka kalorij. Najve¢ endogenega holesterola se tvori v jetrih. Sinteza je regulirana z
vnosom eksogenega holesterola, z biosintezo holesterola, sekrecijo holesterola iz
plazemskih lipoproteinov, s pretvorbo holesterola v zol¢ne soli in ponovnim krozenjem
Zol¢nega holesterola iz Crevesja v jetra. Jetra so vkljucena tako v samo sintezo kot tudi v
predelavo holesterola in ostalih lipidov, ki se absorbirajo iz zivil.

Dnevno se v telesu odraslega Cloveka sintetizira 9 mg holesterola na kilogram telesne
mase, in sicer najvec v jetrih, sledijo prebavni trakt, koza, progaste miSice in kostni mozeg.
Holesterol v intestinalnem lumnu izvira iz zauzite hrane (250 do 500 mg) in Zol¢a (600 do
1000 mg). Iz hrane se absorbira priblizno 50 % holesterola. Na LDL holesterol v krvi
vplivajo dietni holesterol, nasi¢ene mascobe, sinteza v celicah in zamenjava oz. kroZenje
holesterola. Nasi¢ene mascobne kisline s 14 ali 16 ogljikovimi atomi vplivajo na porast
nivoja Skodljivega holesterola, veckrat nenasi¢ene mascobne kisline pa nivo znizujejo.
Holesterol in njegovi metaboliti se izlo¢ajo v obliki Zol¢nih soli v ¢revesju, kjer se deloma
resorbirajo preko enterohepati¢nega kroZenja. Sterolni obro¢ se s pomocjo razlicnih
encimov v jetrih metabolizira v v vodi topno obliko, ki olajsa izlo¢anje (Arnold in
Kwiterovich, 2003).
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2.6.2 Oksidi holesterola

Oksidi holesterola spadajo v skupino sterolov in so toksi¢ne spojine.
Molekula holesterola vsebuje dodatno funkcionalno skupino — hidroksilno ali epoksidno.

Nahajajo se v lipoproteinski frakciji limfe in krvi. Obstaja velika verjetnost, da sodelujejo
pri etiologiji in razvoju bolezni srca in ozilja, aterogenezi in rakastih obolenjih, ¢eprav
njihova vloga in mehanizem delovanja $e nista povsem pojasnjena.

Do danes so odkrili ve¢ kot 80 razli¢nih oksidov holesterola. V zivilih so najbolj razsirjeni
7-ketoholesterol, 6-ketoholesterol, 7a-hidroksiholesterol, 7p-hidrohsiholesterol, 5,60-
epoksiholesterol, 5,6B-epoksiholesterol, 25-hidroksiholesterol, 20-hidroksiholesterol in
holestantriol (Boselli in sod, 2001).

Presna, nepredelana zivila vsebujejo zelo nizke koncentracije oksidov holesterola, s
skladiS¢enjem, termicno obdelavo in predelavo pa njihova vsebnost naraste. Nekateri
oksidi holesterola lahko nastanejo endogeno v tkivih med samo pretvorbo holesterola v
zol¢ne kisline in steroidne hormone.

Zivila z visoko vsebnostjo holesterola (jajca, mleéni in mesni izdelki) so podvrzena
avtooksidaciji in/ali encimski oksidaciji, tvorijo se oksidi holesterola. Nastanejo lahko med
samo pripravo zivil, ki so izpostavljena toploti, svetlobi, zraku, radiaciji, eden od moznih
vzrokov pa je tudi neprimerno skladiS¢enje.

Glavni dejavniki, ki vplivajo na tvorbo oksidov holesterola so torej: visoka temperatura,
pH, svetloba, kisik, vodna aktivnost in prisotnost nenasi¢enih mascobnih kislin (Toschi in
Caboni, 1992; Tai in sod., 1999; Razzazi-Fazeli in sod., 2000)

Nekateri oksidi holesterola imajo nezazelene bioloske u¢inke na encimskem, celi¢nem ali
tkivnem nivoju: inhibirajo biosintezo holesterola, delujejo mutageno, citotoksi¢no in
angiotoksi¢no, kar lahko povzroci bolezni, kot sta ateroskleroza in rak.

Tezavo pri dolocanju v zivilih predstavlja dejstvo, da se lahko sintetizirajo umetno, med
samo pripravo vzorca: z umiljanjem pri visoki temperaturi (80 “C, 15 min) ali z umiljanjem
pri sobni temperaturi 10-12 ur (Boselli in sod, 2001).

Podatki v literaturi o vsebnosti oksidov holesterola v istovrstnih zivilih se mocno
razlikujejo, zato so med seboj tezko primerljivi. Njihova kvantitativna doloCitev je
problematicna, saj izolacijo posameznega oksida holesterola ovira bistveno visja vsebnost
holesterola, triacilglicerolov, fosfolipidov in ostalih lipidov v Zivilu (Toschi in Caboni,
1992; Tai in sod., 1999; Razzazi-Fazeli in sod., 2000).

2.6.2.1 Oksidacija holesterola

Oksidacija holesterola je podobna oksidaciji lipidov (Boselli, 2001). SproZita jo prisotnost
kisika pri povisani temperaturi in/ali svetloba. Rezultat je oksidacija ali fotooksidacija.

Hitrost oksidacije je naslednja: VNMK>ENMK>NMK>holesterol.

Hidroperoksidi VNMK, ki nastanejo med oksidacijo lipidov, sprozijo tudi oksidacijo
holesterola, ki napreduje podobno kot oksidacija maScobnih kislin. Sam holesterol je



Majcen N. Dolo¢anje holesterola, oksidov holesterola in mas¢obnih kislin v morskih in sladkovodnih ribah. 18
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2006

stabilen tudi pri visokih temperaturah, kadar pa holesterol segrevamo v prisotnosti
triacilglicerolov, nastanejo razli¢ni produkti razgradnje. Vsi obicajni holesterol oksidi so
produkt holesteril esterske oksidacije, vendar pa bistveno kasneje nastanejo v prisotnosti
nasi¢enih mascob.

VNMK (sojino, son¢ni¢no, ribje olje) oksidirajo hitreje. Pri segrevanju ribjega olja se
holesterol razgradi ze po eni uri. Obstaja torej velika verjetnost, da se holesterol v Zivilih
oksidira v prisotnosti mas¢ob (Lercker in sod., 2001; Toschi in Caboni, 1992).

Avtooksidacija nenasic¢enih mascobnih kislin se sprozi na osmem (C-8) ali enajstem (C-11)
ogljikovem atomu, pri holesterolu pa na sedmem (C-7) atomu, z odcepitvijo vodika, ki ji
sledi spajanje z molekulo kisika.

Primarna produkta oksidacije, ki nastaneta zaradi segrevanja in po odcepitvi —OOH
skupine, sta 7a-hidroksiholesterol, 7p3-hidroksiholesterol ali pa 7-ketoholesterol, ki nastane
med segrevanjem z dehidracijo. 7-ketoholesterol lahko nastane tudi z dehidrogenacijo ob
prisotnosti radikalov. 5,60-epoksiholesterol in 5,6B-epoksiholesterol se tvorita z
avtooksidacijo pri pH vrednosti 8, po treh urah. V prisotnosti O ali O3 molekule, nastanejo
hidroperoksidi in ne epoksiholesteroli. Kadar je holesterol v kristalini¢ni obliki, v raztopini
ali disperziji, se tvorijo epoksidi. V kislem mediju se oba epoksiholesterola pretvorita v
triol, ki je toksicen. Ob prisotnosti kisika na C-20 in C-25 polozaju nastane
20- hidroksiholesterol in 25-hidroksiholesterol, vendar le v primeru, ¢e je holesterol v
kristalini¢ni obliki, ne pa v raztopini (Tai in sod., 1999).

2.7 VPLIV HOLESTEROLA IN VECKRAT NENASICENIH DIETNIH MASCOB
NA ZDRAVIJE

Visok nivo skupnega holesterola in LDL holesterola ter nizek nivo HDL holesterola, sta
dejavnika povezana s tveganjem za razvoj bolezni srca in ozilja. Na nivo holesterola v krvi
vplivajo tudi dietne veckrat nenasi¢ene mascobe in sicer:

= NMK zvisujejo nivo skupnega holesterola in LDL holesterola,

= ENMK znizZujejo nivo skupnega holesterola in LDL holesterola,

= VNMK zniZujejo nivo skupnega holesterola in LDL holesterola (njihov u€inek na

lipide v krvi je mnogo mocne;jsi v primerjavi z ENMK),
= Trans MK zviSujejo skupni holesterol in LDL holesterol ter znizujejo HDL.

Hehsted in Keys s sod. sta Ze leta 1965 opisala vpliv . VNMK maScob in posameznih
mascobnih kislin na nivo skupnega holesterola v krvi. Kasneje so izracune dopolnili z
vplivom mascobnih kislin na LDL in HDL holesterol. V zaetku so merili absolutno
spremembo LDL holesterola, modificirana Hegstedova enacba pa je preraCunana na
odstotek spremembe LDL holesterola na osnovi povpre¢ne vrednosti (Schaefer, 2002).

Schaefer (2002) navaja naslednje vrednosti:
= vsak odstotek zmanj$anja energije na racun NMK prispeva k zmanjSanju LDL
holesterola za 1,34 %,
= vsak odstotek poveCanja energije na raun VNMK prispeva k zmanjSanju LDL
holesterola za 0,59 %,
= e dnevno zauzijemo 100 mg holesterola manj, se zmanjSa LDL holesterol za
3.3 %.



Majcen N. Dolo¢anje holesterola, oksidov holesterola in mas¢obnih kislin v morskih in sladkovodnih ribah. 19
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2006

Rezultati raziskav opozarjajo na dejstvo, da se morajo prehranska priporocila, ki omejujejo
uzivanje mascob, olj in sladkorja, dopolniti. Ni pomembna le koli¢ina dietnih veckrat
nenasi¢enih mas¢ob, pomembna je tudi izbira pravih masc¢ob (Pokorn, 2000).

2.71 Vpliv nasi¢enih MK na koncentracijo holesterola v krvi

V prehrani sodobnega ¢loveka pokrivajo NMK od 12 do 15 % dnevnih potreb po energiji.
Najpogosteje zastopana je palmitinska kislina (C16:0), sledijo ji stearinska (C18:0),
miristinska (C14:0) in laurinska kislina (C12:0). Seveda ne vplivajo vse NMK na
koncentracijo holesterola v krvi v enaki meri. Pri zviSevanju holesterola sta najbolj
ucinkoviti miristinska in palmitinska kislina. Stearinska kislina ima zelo majhen vpliv na
plazemski holesterol, kar lahko pripiSemo njeni pretvorbi v oleinsko kislino (C18:1n-9).
NMK povzro€ijo porast Skodljivega LDL holesterola, vendar mehanizem delovanja Se ni
pojasnen. Predvidevajo, da ovirajo ekspresijo LDL receptorjev (Grundy, 2003).

2.7.2 Vpliv nenasi¢enih MK na koncentracijo holesterola v krvi

Glavna ENMK v prehrani je oleinska kislina, ki pokriva 10-20 % dnevnih potreb po
energiji. V zgodnjih raziskavah iz leta 1960 so ugotavljali, da so ENMK, prav tako kot
ogljikovi hidrati, nevtralne, torej brez vpliva na koncentracijo holesterola v plazmi.
Kasnejse raziskave so dokazale, da ENMK v primerjavi z NMK, ne znizujejo LDL in HDL
holesterola, mnogo bolj u¢inkovite so VNMK. Zivila, ki vsebujejo NMK, vsebujejo tudi
ENMK. Vsebnost NMK in ENMK v prehrani je podobna in kadar nacrtno zmanjSamo
koli¢ino NMK, se zmanjsa tudi koli¢ina ENMK (Schaefer, 2002).

Rezultati raziskav kazejo, da manj nasi¢enih maScob v prehrani zmanjSuje tveganje za
razvoj bolezni srca in ozilja, n-3 mascobne kisline pa imajo varovalni u¢inek. Najbolj
natan¢ne informacije o vplivu MK na krvne lipide in lipoproteine izvirajo iz humanih
metaboli¢nih raziskav. MK ne moremo kar na splosno razvrstiti v dve skupini, in sicer na
tiste, ki zniZzujejo, in tiste, ki zviSujejo nivo holesterola. Pomembna je tudi koli¢ina
energije, ki jo posamezne mascobe prispevajo v vsakodnevni prehrani, in sicer v primerjavi
z ostalimi hranilnimi snovmi (Simopoulos, 2002).
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2.8  METODE DOLOCANJA VSEBNOSTI HOLESTEROLA IN OKSIDOV
HOLESTEROLA

2.8.1 Metode dolo¢anje vsebnosti holesterola

Dolocanje vsebnosti holesterola v Zivilih je postalo pomembno zaradi povezave holesterola
z nastankom ateroskleroze in koronarne sréne bolezni.

Vsebnost holesterola v zivilih se lahko dolo¢a z tankoplastno kromatografijo,
kolorimetriéno metodo, encimsko metodo ter tekoCinsko in plinsko kromatografijo v
kombinaciji z masno spektrometrijo in nuklearno magnetno resonanco. Najpogosteje se
uporabljata metodi plinske in tekocinske kromatografije, predhodno pa je potrebno
pripraviti vzorec z umiljanjem in ekstrahiranjem.

Vecina metod za doloCanje holesterola v zivilih temelji na principu ekstrakcije skupnih
lipidov, odstranitvi topila, umiljanju lipidov, ekstrakciji neumiljenih komponent (sem
spada holesterol) z organskim topilom, nekatere metode pa zahtevajo tudi derivatizacijo,
na koncu pa se vsebnost holesterola dolo¢i z GC oz. HPLC (Naemi in sod., 1995).

Arneth W. in sod. (1995) so dolocevali vsebnost holesterola v misi¢nem in adipoznem
tkivu s HPLC metodo po predhodni ekstrakciji holesterola (estrov) iz vzorca, odcepitvi
holesterola iz holesterol estrov (umiljanje), ekstrakciji holesterola s heksanom, vodenju
faze heksana na Silica kolono (lo¢itev molekul holesterola iz faze heksana ter od
morebitno prisotnih komponent, ki bi bile motece pri identifikaciji holesterola s HPLC
analizo).

AOAC uradno potrjena metoda iz leta 1999 za dolo€anje holesterola v zivilih, je metoda s
plinsko kromatografijo, kjer je predhodno potrebno izvesti ekstrakcijo skupnih lipidov in
nato umiljanje. Metoda dolo¢anja holesterola z neposrednim umiljanjem lipidov pa je
podana v (Cholesterol in foods, 1994; Cholesterol in multicomponent foods, 1999).

Naeemi in sod. (1995) so objavili hitro in enostavno metodo za doloCanje holesterola in
rezultate primerjali z AOAC. Umiljanje in ekstrakcija holesterola se izvedeta zaporedno v
isti epruveti. V supernatantu se nahaja ekstrahiran holesterol, ki se ga analizira z GC.
Podatki so bili primerljivi!

Piironen in sod. (2002) so dolocevali vsebnost holesterola z GC v vzorcih mesa, rib, mleka,
jajc in jajénih proizvodov, in sicer po direktnem umiljanju, ekstrakciji neumiljenih
komponent s cikloheksanom in po derivatizaciji.

Studija po Bao-Shyung-u s sod. (2002) opisuje dologanje holesterola v masti in olju z
uporabo GC, s predhodnim AOAC umiljanjem, BF; metilacijo ter ekstrakcijo metiliranih
komponent. Rezultati analize so bili brez znacilnih razlik, manjSa poraba topila in krajsi
Cas analize so razlog za uporabo te metode namesto AOAC.
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2.8.2 Metode dolo¢anja vsebnosti oksidov holesterola

Dolocanje oksidov holesterola je problemati¢no zaradi njihove majhne vsebnosti v Zivilih.
Uporabljajo se metode tenkoplastne, teko¢inske in plinske kromatografije v kombinaciji z
masno spektrometrijo in nuklearno magnetno resonanco.

Vecina avtorjev meni, da TLC metoda ni primerna za kvantitativno analizo zaradi nizke
obcutljivosti in slabe resolucije. Kvantitativna doloCitev je omejena, negativno pa vpliva
(zaradi velike povrSine) tudi izpostavljenost kisiku, ki lahko pospesi avtooksidacijo med
samo analizo.

Najpogosteje se uporabljata metodi plinske in tekocinske kromatografije; tekocCinska
poteka pri sobni temperaturi, plinska pa pri visoki temperaturi. Vzorce pripravimo z
umiljanjem in ekstrakcijo. Stevilni avtorji ugotavljajo, da daje bolje rezultate hladno
umiljanje, ki je ¢asovno manj ugodno.

Pravilnost rezultatov analiziranih oksidov holesterola v vzorcih Zivil je vprasljiva, saj le-ti
lahko nastanejo ali razpadejo med samo analizo:
» triol je razpadni produkt obeh epoksiholesterolov
» posledica umiljanja je lahko razpad 5,6a-epoksiholesterola ali 7-ketoholesterola
(Tsai in Hudson, 1985; Tai in sod., 1999)
» posledica umiljanja je lahko nastanek 20 ppm epoksidov (Fischer in sod., 1985)

Vsebnost oksidov holesterola v zivilih obicajno predstavlja 1 %, v staranih zivilih pa celo
do 10 % skupnega holesterola (Sarantinos in sod., 1993).

Garcia in Maraschiello (1996) v svoji Studiji opisujeta metodo dolo¢anja osmih oksidov
holesterola v puranjem mesu. Metoda temelji na koncentriranju oksidov holesterola z
uporabo ekstrakcije s trdno fazo (SPE, solid-phaze extraction) in tankoplastne
kromatografije. Skozi Silica kolono se vodi lipidni del (v katerem se nahajajo tudi oksidi
holesterola), ki je produkt predhodno izvajane ekstrakcije po Folch-u. Oksidi holesterola se
dolocajo s plinsko kromatografijo s predhodno izvedeno derivatizacijo (trimetilsilil etri).

Vicente in sod. (2005) v svoji Studiji opisujejo dolocanje Stirih bistvenih produktov
oksidacije holesterola (7B-hidrohsiholesterol, 7a-hidroksiholesterol, 7-ketoholesterol, 25-
hidroksiholesterol) ter dolocanje holesterola in vode v odvisnosti od toplotne obdelave.
Princip dolocanja vsebnosti holesterola in oksidov holesterola je ekstrakcija dolocanih
komponent (holesterola, oksidov holesterola), tretiranje osusenega ekstrakta z meSanico
kloroforma in metanola ter destilirano vodo, filtracija organske faze, suSenje filtrata in
raztapljanje suhega organskega ostanka v mobilni fazi, ter analiziranje vsebnosti
komponent s HPLC.

V zakljucku Studije je navedeno, da je vsebnost oksidov holesterola v surovih izdelkih
majhna, medtem ko v obdelanih vzorcih (prvotno brez vsebnosti oksidov holesterola)
zasledijo manjsi porast koli¢ine oksidov holesterola, kot v vzorcih shranjenih na
temperaturi hladilnika za $tiri mesece.

Cilj metode po Sampaio s sod, (2006) je bil dolociti prisotnost oksidacijskih produktov
holesterola v vzorcu (slani-suseni rakci). Metoda dolo¢anja oksidov holesterola je podobna
metodi iz predhodne Studije po Vincente-u s sod. (2005). Dolo€ili so naslednje okside: 7p-
hidrohsiholesterol, 7o-hidroksiholestreol, 7-ketoholesterol, 25-hidroksiholesterol.
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Studija po Baggio-u s sod. (2005) temelji na isto¢asnem doloanju holesterola in njegovih
oksidov v lipidnem ekstraktu. OsuSen lipidni ekstrakt se hladno umilja, neumiljene
komponente se ekstrahirajo z dietiletrom, ekstrakt se osusi z duSikom ostanek pa raztopi v
mobilni fazi. Dolocane komponente se kvantitativno analizirajo s HPLC analizo. Izmed
oksidov so dolocili le 7-ketoholesterol in B-epoksiholesterol.

2.8.3 Metoda dolocanja holesterola in oksidov holesterola, na kateri je
temeljilo naSe analiti¢no delo

Studija Ubhayasekera s sod. (2004), za doloanje oksidacijskih produktov z uporabo
plinske kromatografije, opisuje vec razlicnih nacinov dolofanja vsebnosti oksidov
holesterola v vzorcu mascobe, ki se razlikujejo predvsem po postopku faze umiljanja

(slika 4).
( Vzorec mascéobe }

Cc D
( hladno umiljanje ) ( vro¢e umiljanje ) ( transesterifikacija )
|

A B

( Etanol 95 % ) ( Metanol ) ( Etanol 95 % )

ekstrakcija MK estrov in neumiljenih komp.
ekstrakcija neumiljenih komp.
Qoncentriranje oksidov z SPa Goncentriranje oksidov z SPa

! }

< derivatizacija in lo¢ba z GC ) < derivatizacija in lo¢ba z GC )

GVANTITATIVNO OVREDNOTENJE VSEBNOSTI Z GC—MS)

Slika 4: Shema §tirih razli¢nih analiticnih nac¢inov dolocanja oksidacijskih produktov holesterola
(Ubhayasekera, 2004)
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Postopki umiljanja:

+ A: Hladno umiljanje z raztopino 1 M KOH v 95 % etanolu:

200 mg odtehto maScobe se raztopi v 3 ml diklorometana in dobro premesa. Doda se
7 ml 1 M raztopine KOH v 95 % etanolu, ponovno se dobro premesa ter pusti ¢ez no¢
na sobni temperaturi. Po kon¢anem umiljanju se doda 10 ml diklorometana, 10 ml vode
ter temeljito premesa, da je ekstrakcija ¢im boljsa. Odstrani se vodna faza, organska
faza pa se izpira s 5 ml 0,5 M raztopine KOH v vodi, ob dodatku nekaj kapljic nasi¢ene
vodne raztopine NaCl. Zatem se organska faza izpira le z vodo, dokler vodna faza ni
popolnoma bistra. Po locitvi obeh faz, se odpari organsko topilo s prepihavanjem z
dusikom, neumiljive suhe komponente pa se raztopi v 1 ml raztopine heksan/dietil eter
v volumskem razmerju 75 : 25.

Frakcija oksidov se obogati z SPE postopkom opisanim v nadaljevanju!

+ B: Hladno umiljanje z raztopino KOH v metanolu
Podoben postopek kot pod to¢ko A, vendar brez uporabe diklorometana, namesto 95 %
etanola pa se uporablja metanol.

# C: Vro¢e umiljanje z raztopino KOH v 95 % etanolu

Postopek vrofega umiljanja je ravno tako podoben postopku A, brez uporabe
diklorometana, ter z enourno inkubacijo pri temperaturi 60 ‘C na vodni kopeli.
Reakcija umiljanja se prekine z ohladitvijo meSanice vzorca pod teko¢o mrzlo vodo.

+ D: Transesterifikacija

Za transesterifikacijo se doda 200 mg odtehti mascobe, 2 ml 10 % raztopine
Na-metilata raztopljenega v tetra-butil metil etru (MTBE) v volumskem razmerju 4:6.
Mesanico se temeljito premesa in pusti stati 1 uro na sobni temperaturi. Po reakciji
transesterifikacije se doda 2 ml vode in 5 ml kloroforma, premesa in tako ekstrahira
organske komponente priblizno 1 minuto. MeSanica se centrifugira, da se locita obe
fazi, nato se vodna-gornja faza odstrani. Organska faza se z dodatkom 2 ml 1 %
raztopine citronske kisline v vodi nevtralizira. MeSanica se ponovno centrifugira,
vodna faza se odstrani, ekstrat kloroforma pa se evaporira z duSikom.

Tudi pri tem postopku se frakcija oksidov obogati z SPE postopkom, opisanim v
nadaljevanju!

Koncentriranje oksidov holesterola z ekstrakcijo na trdni fazi (SPE za postopke A, B
in C):

Suhe neumiljive komponente po evaporaciji se raztopijo v raztopini, pripravljeni iz 1 ml
n-heksana in dietiletra v volumskem razmerju 75:25, in tako raztopljene se uvajajo na
Silica kolono, ki je predhodno kondicionirana s tremi ml n-heksana. Zatem se v kolono
uvajajo mesSanice topil n-heksan/dietileter v dveh razliénih volumskih razmerjih, in sicer:
75:25; 60:40. Eluate topil se zavrze, za izloCanje oksidov pa se uvaja raztopina
aceton/metanol v razmerju 60:40, katere eluat se nadalje evaporira z duSikom do TMS-
etrov za GC in GC-MS analizo.
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Koncentriranje oksidov holesterola z SPE za postopek D:

Na vrh amino faze SPE kolone se nasuje nekaj brezvodnega natrijevega sulfata, da nase
veze vodo. Nato se kolona kondicionira s petimi ml heksana, transesterificirani lipidi se
raztopijo v 250 pl kloroforma ter uvajajo na kolono, ki se nato izpira z dvakrat po 2,5 ml
heksana. Prosti holesterol in ostale nepolarne komponente se izlo¢ijo s 5 ml heksana, 5 ml
razt. heksan/MTBE v volumskem razmerju 5:1 in 5 ml razt. heksan/MTBE (3:1). Polarne
komponente pa se izlocajo s 7 ml acetona, eluat se ulovi ter evaporira in derivatizira do
trimetilsilil-etrov za GC in GC-MS analizo.

Priprava trimetilsilil etrov (TMS-eter) (derivatizacija):

Po evaporaciji se preostale suhe komponente raztopi z dodatkom 100 pl tri-silil reagenta
predhodno pripravljenega iz 100 ml heksametildisilazana in 50 ml klortrimetilsilana.
Raztopino se nato inkubira 45 minut pri temperaturi 60 °C, evaporira, suhe komponente pa
raztopi s 100 pl heksana. Dobljene suhe komponente se raztopi z uporabo nadzvocne
kopeli, centrifugira nato pa se filtrat shrani pri temperaturi -20 “C za en teden do dolo¢anja
z GC in GC-MS.
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3 MATERIAL IN METODE DELA
3.1 MATERIAL

V poskus so bile vkljucene:

— jadranske sardele, ulovljene na dan 11.05.2005, Jadransko morje

— postrvi (Sarenka), gojene v razli¢nih ribogojnicah in razli¢nih starosti:
Gameljne, 14 mesecev
Ilirska Bistrica, 18 mesecev

3.2 METODE DELA
3.2.1 Priprava vzorcev

Vzorce svezih postrvi in sardel smo za kemijske analize pripravili le iz uzitnega dela rib:

=  postrvi smo ocistili, kar pomeni, da smo jim najprej odstranili drobovino, nato
luske, nakar smo fileje (brez glave in kosti) narezali na kose in homogenizirali s
kuhinjskim sesekljalnikom do pastozne mase

= sardele smo ocistili, odstranili luske ter glavo in drobovino, kar pomeni, da pri
sardeli predstavljajo uzitni del tudi kosti in le-tega smo nato narezali na kose in
homogenizirali s kuhinjskim sesekljalnikom do pastozne mase.

Tako pripravljene vzorce smo pakirane v polietilenske vrecke hranili zamrznjene (-18 °C)
do zacetka analiz vsebnosti holesterola in oksidov holesterola, mas¢obno kislinske sestave
ter vode, beljakovin, mascob in pepela.

3.2.2 Doloc¢anje vsebnosti holesterola

Hladno umiljanje

V erlenmajerico s teflonskim pokrovckom smo odtehtali 1,5 g (+0,001 g)
homogeniziranega in zamrznjenega vzorca. Dodali smo 3 ml metilen klorida (CH3Cl,) in 7
ml 1 M raztopine KOH v 95 % etanolu ter vse skupaj prepihali z duSikom. Vse skupaj smo
temeljito premesali nato pa pustili vsebino mesati Se na magnetnem mesalu 18 — 20 ur na
sobni temperaturi. S tem postopkom smo izvedli fazo hladnega umiljanja. Po kon¢anem
umiljanju smo vsebino prefiltrirali skozi filtrirni papir v 1ij lo¢nik in priceli z ekstrakcijo
holesterola.

Ekstrakcija holesterola

V 1jj lo¢nik, v katerem je bil prisoten filtrat, smo dodali 10 ml dietiletra in 10 ml destilirane
H,0, ter vse skupaj temeljito premesali. Lij lo¢nik smo pustili stati, da sta se locili
nepolarna in polarna faza, nato pa smo spodnjo, vodno fazo, odstranili. Preostalo -
nepolarno fazo smo nato spirali z dodatkom 5 ml 0,5 M KOH v destilirani vodi in nekaj
kapljic nasi¢ene raztopine NaCl, ter temeljito premesali. Ob locitvi obeh faz, smo ponovno
odstranili spodnjo vodno fazo, gornjo nepolarno fazo pa ponovno spirali, tokrat s 5 ml
destilirane vode. Nato smo obe Se pomeSani fazi pretocili v centrifugirko z navojem in
centrifugirali 10 min pri 1000 g. Po lo¢itvi faz, smo 5 ml gornje faze (polovico dodanega
organskega topila), previdno odpipetirali v epruveto, ter vsebino prepihovali z dusikom, da
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smo odstranili topilo. Suhi ostanek smo nato raztopili v 1 ml raztopine heksan/dietileter
(75:25) in s tem pripravili nas§ vzorec za postopek lo¢evanja holesterola z SPE postopkom.

SPE postopek
Kolono Strata SI-1 smo najprej kondicionirali s 3 ml heksana (eluat zavrzemo), nato smo

na kolono uvajali 1 ml raztopljenega suhega ostanka vzorca v raztopini heksan/dietileter
(75:25) in pazili da le-ta pocasi potuje skozi kolono, zaradi boljSe vezave holesterola na
nosilec (eluat zavrzemo). Sledilo je izpiranje neZeljenih komponent, in sicer z uvajanjem 3
ml heksana in 3 ml raztopine heksan/dietileter (75:25) (eluat zavrzemo). Po izpiranju s
tema dvema topiloma smo kolono osusili, tako da smo za 1 min spustili pretok zraka skozi
kolono. Na koncu smo na kolono uvajali §¢ 2 ml mobilne faze, meSanice acetonitrila in
izopropanola v volumskem razmerju 55:45 in ta eluat lovili v epruveto. Tega smo prenesli
v penicilinke. Vzorec je bil pripravljen za dolo¢anje holesterola s HPLC analizo. Do
analize smo penicilinke hranili v hladilniku pri temperaturi -7 °C (=1 °C).

3.2.2.1 Priprava umeritvene krivulje

0 Umeritvena krivulja 1 (UK 1)

Za kvantitativno dolocanje holesterola s HPLC smo uporabili standard 5-cholesten-33-ol
(Sigma, C-8667). Pripravili smo umeritveno krivuljo, ki prikazuje odnos povrSine pod
vrhom holesterola glede na koncentracijo holesterola.

Priprava standardne raztopine

V 25 ml bucko smo odtehtali 0,05572 g standarda holesterola in dopolnili s heksanom do
oznake.

Razli¢ne volumne (200, 400, 600, 800, 1000 ul) standardne raztopine smo prenesli v temne
viale. Heksan smo iz vsake viale odstranili s prepihovanjem z duSikom in suhe preostanke
raztopili v mobilni fazi ter vse skupaj vodili na HPLC.

Tako smo se izognili morebitnim napakam pri kromatografilji, ne pa tudi napakam, ki
lahko nastanejo pri ekstrakciji holesterola iz vzorca ter SPE postopku!

0 Umeritvena krivulja 2 (UK 2)

Za iznicenje napake, ki nastane pri ekstrakciji in SPE postopku, smo standardno raztopino
holesterola, pripravljeno s standardom 5-cholesten-33-ol (SIGMA, C-8667), podvrgli Se
celotnemu postopku dolocanja vsebnosti holesterola (hladno umiljanje, ekstrakcija, SPE
postopek), skupaj z vzorci ribjega mesa.

Priprava standardne raztopine

V 10 ml bucko smo odtehtali 0,03929 g kromatografsko Cistega holesterola in ga raztopili
v 6,57372 g heksana ter bucko napolnili s heksanom do oznake.

V pet erlenmajeric z obrusom smo odtehtali 0,5 g (+0,001 g) naklju¢no izbranega vzorca
ribjega mesa, ter v vsako odpipetirali razlicne volumne standardne meSanice (200, 400,
600, 800, 1000 pl). Nadaljevali smo s postopkom umiljanja. V erlenmajerico z navojem in
standardno raztopino smo torej dodali 3 ml metilen klorida (CH3Cl) in 7 ml 1 M raztopine
KOH v 95 % etanolu, premesali in filtrirali v 1ij lo¢nik. Nadaljevali smo s fazo ekstrakcije,
SPE postopkom (opisano v poglavju 1.2.2.3) in HPLC analizo.
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0 Umeritvena krivulja 3 (UK 3)
Za primerjavo z umeritveno krivuljo 2, smo pripravili Se umeritveno krivuljo na tretji
nacin. Postopali smo enako kot pri UK 2, le da tokrat nismo dodali ribjega mesa.

3.2.2.2 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti

Vsebnost holesterola smo dolocali s teko€insko kromatografijo visoke lo€ljivosti (HPLC),
s kromatografom znamke Knauer. Kromatografski pogoji so bili:

— razplinjevalnik: X-Act, Jour Research

— Crpalka: Maxi Star K-1000, Knauer

— kolona: Hypersil ODS 5 pm, 150 mm x 4,6 mm, Thermosyl

— temperatura kolone: sobna temperatura (T = 25 °C)

— mobilna faza: izopropanol/acetonitril v volumskem razmerju 45:55

— pretok mobilne faze: 1,000 ml/min

— avtomatski podajalec vzorcev z grelno komoro: Marathon-XT, Spark Holland
— volumen injiciranja: 20 pl

— detektor: UV-VIS, 212 nm, Knauer

— zapis signala: Instrument Eurochrom 2000

3.2.2.3 Dolocanje vsebnosti holesterola v vzorcu

Holesterol smo identificirali na podlagi podatkov retenzijskih casov navedenih v literaturi.
Navedeni so bili zelo razli¢ni izlo€itveni Casi holesterola, kar je seveda zelo odvisno od
pogojev, nacina izvajanja HPLC ter vrste kromatografske kolone. V na$i analizi smo
pricakovali, da se bo holesterol izloc¢il v ¢asu nekje od 3,5 - 4 minute, v kar smo se tudi
prepricali pri izvajanju umeritvene krivulje s standardno raztopino kromatografsko Cistega
holesterola (5-cholesten-3B-ol, Cistost 99+ %), iz katere smo lahko odcitali vsebnost
holesterola v analiziranih vzorcih v odvisnosti od povrSine.

Koli¢ino holesterola (mg/100 g) v nasih vzorcih smo izracunali iz povrSine posameznih
kromatografskih vrhov holesterola v posameznem vzorcu, mase vzorcev ter odcitanega
faktorja iz umeritvene krivulje.

Vsebnost holesterola smo ra¢unali po naslednji formuli:

Ah 1
m = [— .. 1
*m, *100*F M
Anot  povrsina kromatogrefskega vrha holesterola
F faktor umeritvene krivulje
m,, masa odtehtanega vzorca
Vy,  odpipetirani volumen vzorca, ki smo ga vodili na SPE



Majcen N. Dolo¢anje holesterola, oksidov holesterola in mas¢obnih kislin v morskih in sladkovodnih ribah. 28
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2006

3.2.3  Dolocanje oksidov holesterola

Vsebnost oksidov holesterola v vzorcih smo dolo€ili s plinsko kromatografijo preko
derivatov oksistreolov. Za to analizo je bilo potrebno predhodno pripraviti trimetilsilil etre
(TMS-eter), kar smo dosegli z derivatizacijo vzorcev z derivatizacijskima reagentoma
(heksamethyldisilan, FLUKA 52619; chloromethylsilan, MERCK 1.02333). Vsak vzorec
je bil analiziran v paralelki.

Za dolocanje oksidov holesterola smo uporabili modificirano metodo po S.J.K.A.
Ubhayasekera (2004). Metodo sestavlja faza hladnega umiljanja, ekstrakcije, SPE postopek
(solid phase extraction), derivatizacija do trimetilsilil etra (TMS-eter), ter locba oksidov
holesterola s plinsko kromatografijo (GC).

3.2.3.1 Interni standard

Kot interni standard smo uporabili 4-Cholesten-3-on (MERCK, C-841471).

V 10 ml bucko smo odtehtali 0,01352 g internega standarda, 0,00241 g 25a-
hidroksiholesterola (SIGMA, H-1015), 0,00075 g 20a-hidroksiholesterola (SIGMA, H-
6378), 0,00086 g 7B-hidroksiholesterola (SIGMA, H-6891). Tako natehtani standard in
okside smo raztopili v 6,49231 g (£0,00001 g) heksana in buc¢ko dopolnili s heksanom do
oznake.

Standard smo derivatizirali na identi¢en nacin kot vzorce, le da smo derivatizirali samo 200
ul internega standarda, zaradi vecje koncentracije oksidov holesterola.

Postopek metode dolocanja oksidov holesterola je popolnoma identi¢en postopku
dolocanja vsebnosti holesterola, razlika je le v zakljucni fazi identifikacije vsebnosti
komponent, torej v kromatografiji.

Okside holesterola s HPLC analizo ne moremo dolo¢iti, zato smo za identifikacijo
uporabili plinsko kromatografijo (GC). Pred GC analizo smo morali izvesti Se postopek
derivatizacije.

3.2.3.2  Derivatizacija (priprava TMS — etrov, derivatov holesterol oksidov)

0,5 ml eluata, ki smo ga ulovili po SPE postopku, smo prenesli v plasticne centrifugirke s
pokrovckom (1ml), prepihali smo ga z dusikom (do suhega), nato pa suhi ostanek raztopili
s 150 pul SI — reagenta (raztopina heksametildisilana in chlorometilsilana v volumskem
razmerju 2:1). Centrifugirke z vsebino smo segrevali 45 minut na T = 60 °C, po segrevanju
smo ponovno prepihovali z duSikom, da smo dobili bel suh ostanek, ki smo ga raztopili v
300 pul heksana, centrifugirali 10 minut (1400 min™). Bister produkt smo previdno prenesli
v temne penicilinke in jih shranili pri —20 °C (+1 °C) do analiz na GC.

3.2.3.3  Plinska kromatografija

Okside holesterola smo dolocili s pomo¢jo plinske kromatografije z uporabo plinskega
kromatografa Agilent Technologies 6890, s plamensko ionizacijskm detektorjem (FID),
kapilarno kolono HP -5 ms (30m x 0,32mm x 0,25um).
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Locevanje in detekcija je potekala pri naslednjih pogojih:

— temperaturni program: 290 °C (10 min); 3 °C/min do 310 °C, 310 °C (0 min)
— temperatura injektorja: 290 °C

— temperatura detektorja: 310 °C

— injektor: split:splitless: 1:30, volumen 0,5 pl

— nosilni plin: He 1,5 ml/min

— 'make-up' plin: N, 45 ml/min

— plin skozi detektor: H, 40 ml/min, sinteti¢ni zrak (21 % O;), 450 ml/min

3.2.3.4 Dolocanje vsebnosti oksidov holesterola v vzorcu

Okside holesterola smo identificirali s primerjavo retenzijskih ¢asov komponent standarda
(holesterola in treh oksidov holesterola (25a-hidroksiholesterol (SIGMA, H-1015), 200-
hidroksiholesterol (SIGMA, H-6378) in 7B-hidroksiholesterol (SIGMA, H-6891)), ki smo
ga predhodno pripravili, ga vodili na proces derivatizacije ter identificirali s plinsko
kromatografijo.

Koli¢ino posameznega oksida holesterola (mgi/100 g vzorca) smo izracunali iz povrSin
kromatografskih vrhov holesterola in oksidov holesterola ter mase holesterola (masa, ki
smo jo dolocili s HPLC analizo za posamezen vzorec) in faktorja odzivnosti za posamezen
oksid holesterola.

Vsebnost oksidov holesterola smo racunali po naslednji formuli:

A *m
m, =— 0 .. (2
Aok.h * F

Anol  povrsSina hromatografskega vrha holesterola

my,  masa holesterola, ki smo jo dolocili s HPLC

Aokn povrsina kromatografskega vrha oksidov holesterola
F faktor odzivnosti

3.2.4  Doloc¢anje mascobnokislinske sestave

Mascéobnokislinsko sestavo vzorcev smo dolocili s plinsko kromatografijo. Za to analizo je
bilo potrebno predhodno pripraviti metilne estre masc¢obnih kislin (MEMK).
Vsak vzorec je bil analiziran v paralelki.

Za dolo¢anje MEMK na naSih vzorcih smo uporabili metodo in situ transesterifikacije,
modificirane po Parku in Goinsu (1994), kjer ni potrebna predhodna ekstrakcija mascob iz
vzorca.

3.2.4.1 Interni standard

Kot interni standard smo uporabili nonadekanojsko kislino (19:0, Sigma). Za to kislino
smo se odlo¢ili, ker je v ribjem mesu ni oz. je pod mejo detekcije (<0,01 % od skupnih
MK).
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Priprava internega standarda

V 10 ml bucko smo odtehtali 0,05 g (+0,00001 g) kromatografsko Cistega (99,8 %)
internega standarda nonadekanojske kisline (Sigma N 4129). Kislino smo raztopili v
meSanici metanola (4,6 g = 0,00001 g) in heksana (2,6 g + 0,00001 g) ter bucko s
heksanom dopolnili do oznake. Raztopino internega standarda smo hranili v
zamrzovalniku pri —20 °C (1 °C) do analiz vzorcev.

Vsaki paralelki vzorca smo dodali 100 pl internega standarda in z njim dolocili vsebnost
posameznih MK.

3.2.4.2  Ekstrakcija MEMK

V epruvete z navoji (Hach-ove epruvete, 10 ml) smo odtehtali 100 pl internega standarda
in 0,4 - 0,5 g (0,001 g) predhodno homogeniziranega in zamrznjenega vzorca. Epruvete
smo prepihali z dusikom. Dodali smo 300 pl metilen klorida (CH,Cl,) in 3 ml 0,5 M sveze
pripravljene raztopine NaOH v metanolu. Epruvete smo ponovno prepihali z duSikom,
tesno zaprli s pokrovckom ter premesali. Dobro premeSane vzorce smo segrevali v
termobloku pri 90 °C, priblizno 50 min (da se nam je vzorec v celoti raztopil) in jih vmes
veckrat premesali. Po segrevanju smo epruvete hitro ohladili v ledeni vodi. Ohlajeni zmesi
smo dodali 3 ml 14 % raztopine BF3 v metanolu, prepihali z duSikom in ponovno segrevali
v termobloku 10 minut pri 90 °C. Po kon¢anem segrevanju smo epruvete ohladili na sobno
temperaturo in dodali 3 ml 10 % raztopine NaCl za povecanje ionske jakosti (lazje lo¢enje
vodne in heksanske faze) ter 1 ml heksana. Raztopino smo moc¢no stresali 1 minuto, da je
prislo do ¢im boljSe ekstrakcije MEMK iz vodne v nepolarno heksansko fazo, nato pa smo
10 minut centrifugirali. Po centrifugiranju smo previdno odpipetirali heksansko fazo v
temne penicilinke in jih shranili pri —20 °C (x1 °C) do analiz na GC.

3.2.43 Plinska kromatografija

Delez MEMK smo dolocili s plinsko kromatografijo z uporabo plinskega kromatografa
Agilent Technologies 6890, s plamensko ionizacijskim detektorjem (FID) in kapilarno
kolono HP-88 (100 m x 0,25 mm x 0,20 um).

Locevanje in detekcija sta potekali pri naslednjih pogojih:

— temperaturni program: 150 °C (10 min); 2 °C/min do 180 °C, 3 °C/min do 240 °C (0
min)

— temperatura injektorja: 250 °C

— temperatura detektorja: 280 °C

— injektor: split:splitless: 1:30, volumen 0,5 pl

— nosilni plin: He 2,3 ml/min

— 'make-up' plin: N, 45 ml/min

— plin skozi detektor: H, 40 ml/min, sinteti¢ni zrak (21 % O,), 450 ml/min
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3.2.4.4 Dolocanje vsebnosti MK v vzorcu

MEMK smo identificirali s primerjavo retencijskih ¢asov metilnih estrov mascobnih kislin
standardne mesSanice (NuCheck 85, 68 D, 411, 546 Prep. Inc.) in standardi Sigma MIX 37
(MEMK CLA 18:2 9C11T in 18:2 10T12C). S standardno mesanico NuCheck 85, 68 D,
411, 546 Prep. Inc., smo dolodili faktor odzivnosti detektoraja (response factor - Rfj) za
posamezno mascobno kislino.

Utezni delez mascobnih kislin v vzorcu smo dolocili s faktorjem odzivnosti detektorja in
faktorjem pretvorbe MEMK v MK ter povrsin za posamezen MEMK.

Koli¢ino posamezne mascobne kisline (mg MKi/100 g vzorca) smo izracunali iz povrSin
kromatografskih vrhov posameznih MEMK in internega standarda (19:0) ter mase vzorcev
in internega standarda (19:0). Pri drugem nacinu izracuna pa smo mg MK;/100 g vzorca
izracunali s pomocjo vsebnosti mascob in s faktorjem pretvorbe iz mascob v skupne MK
(TFA — total fatty acids), ki znasa za mastne ribe 0,90 (Weihrauch in sod., 1977; Fatty
acids, 1999).

Faktor odzivnosti FID (Rf)

Za enake koncentracije razliénih MK ne dobimo enakih povrSin kromatografskih vrhov,
zato smo morali predhodno dolociti faktorje odzivnosti detektorja (Rf) za posamezne
MEMK. Rf smo dolo¢ili s pomo¢jo kromatograma in standardne meSanice (NuCheck 85,
68 D, 411, 546 Prep. Inc.).

Za izracun Rf v NuCheck za posamezni MEMK smo uporabili naslednjo enacbo:

O 3,03ut%
RPMEMK ut %

..03)

RPMEMK relativna povrS§ina posameznega metilnega estra mascobne kisline
3,03 ut % utezni delez posameznega MEMK v NuCheck-u, ki je znasal 3,03 razen za
16:0, ki je znasal 6,06

IzraCun uteznih delezev MK

Za izracun smo potrebovali poleg Rf in povrSin kromatografskih vrhov MEMK Se
konverzijski faktor (FA;), povzet po AOAC Official Method 996.06. Fat (Total, saturated
and monosaturated) in Foods (1999), s katerim se iz koli¢ine MEMK preracuna koli¢ina
posamezne MK (preglednica 5 ).
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Preglednica S: Konverzijski faktorji (FA;) za preracun MEMK v MK (AOAC Official Method 996.06. Fat
(Total, Saturated and Monosaturated) in Foods, 1999: 18B)

MASCOBNA KISLINA | KEMIJSKO IME SLOVENSKO TRIVIALNO IME (FA)
C12:0 DODEKANOJSKA K LAVRINSKA K. 0,934579
C13:0 TRIDEKANOJSKA K. 0,938596
C14:0 TETRADEKANOJSKA K. MIRISTINSKA K 0,942149
C14:1n-5 9-TETRADECENOJSKA K. MIRISTOOLEINSKA K. 0,941667
C15:0 PENTADEKANOJSKA K. PENTADEKANOJSKA K. 0,945313
C16:0 HEKSADEKANOJSKA K. PALMITINSKA K. 0,948148
C16:1n-7 9-HEKSADECENOJSKA K. PALMITOOLEINSKA K. 0,947761
C17:0 HEPTADEKANOJSKA K. MARGARINSKA K. 0,950704
C17:1n-7 10-HEPTADECENOJSKA K. 0,950355
C18:0 OKTADEKANOJSKA K. STEARINSKA K. 0,95302
C18:1n-9 9-OKTADECENOJSKA K. OLEINSKA K. 0,952703
C18:2n-6 9,12-OKTADEKADIENOJSKA K. LINOLNA K. 0,952381
C18:3n-6 6,9,12-OKTADEKATRIENOJSKA K. v-LINOLENSKA K. 0,952055
C18:3n-3 6,9,15-OKTADEKATRIENOJSKA K. o-LINOLENSKA K. 0,952055
C18:4n-3 6,9,12,15-OKTADEKATETRAENOJSKA K. STERAIDONSKA K. 0,951724
C20:0 EIKOZANOJSKA K. ARAHIDINSKA K. 0,957055
C20:1n-9 11-EIKOZAENOJSKA K. GADOLEINSKA K. 0,95679
C20:2n-6 11,14-EIKOZADIENOJSKA K. 0,956522
C20:3n-9 5,8,11-EIKOZATRIENOJSKA K. 0,95625
C20:4n-6 5,8,11,14-EIKOZATETRAENOJSKA K. ARAHIDONSKA K. 0,955975
C20:5n-3 5,8,11,14,17-EIKOZAPENTAENOJSKA K. EPK 0,955696
C22:0 DOKOZANOJSKA K. BEHENSKA K. 0,960452
C22:1n-9 13-DOKOZAENOJSKA K. ERUKA K. 0,960227
C22:3n-6 10,13,16-DOKOZATRIENOJSKA K. DOKOZATRIENOJSKA K. 0,95977
C22:4n-6 7,10,13,16-DOKOZATETRAENOJSKA K. DOKOZATETRAENOJSKA K. | 0,959538
C22:5n-6 4,7,10,13,16-DOKOZAPENTAENOJSKA K. DPK 0,959302
C22:6n-3 4,7,10,13,16,19-DOKOZAHEKSAENOJSKA K. | DHK 0,959064
C23:0 TRIKOZANOJSKA K. 0,961957
C24:1n-9 15-TETRAKOZAENOJSKA K. NEVRONSKA K. 0,963158

Za MK, ki niso imele Ze izraCunanega FA;, (22:3, 22:4)

po formuli:
Nh‘rvnallei
i 1-ta MK
FA; konverzijski faktor za MKj

Mr relativna molska masa MK; ali MEMK;

smo konverzijski faktor izracunali

Enacba za izraCun uteznega deleza masScobnih kislin (%) je naslednja:

ut. % MK =-—
Z(Rfi *FAi *Ai)
i=1
1 i-ta MK
Aj povrsina kromatografskega vrha posamezne MK

FA;

(Rf. *FA, *A.)*100

konverzijski faktor za posamezno MK

Rf; faktor odzivnosti detektorja za posamezno MEMK;

.4

.. (5)
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3.2.4.5 Dolocanje vsebnosti posameznih MK racunsko

Za izracun mg MK v 100 g vzorca smo potrebovali poleg deleza posamezne MK; Se
vsebnost skupnih mascob ter faktor pretvorbe iz surove mascobe v skupne MK, ki za
mastne ribe znaSa 0,90 (Fatty acids, 1998).

Vsebnost posamezne MK (mg MKi/100 g vzorca) smo izracunali po naslednji enacbi:

MK = % skupnih mascob * 0,90 * % MK; * 10 ... (6)

3.2.4.6  Dolocanje vsebnosti posameznih MK z internim standardom

Pri tem izra¢unu smo uporabili interni standard za izraCun mase posamezne MK v 100 g
vzorca. Interni standard (19:0) smo dodali na =zacetku priprave vzorcev za
mascobnokislinsko dolocanje.

Vsebnost MK (mg MKi/100 g vzorca) smo izracunali po enacbi:

A *Rf; *FA; *m,,

vsebnost MK, = *100 [mg/100 . (7
1 Aoy *Rfjgy *FA o) *m, [me el @)

i i-ta MK

A; povrsina posamezne MK

FA; konverzijski faktor za posamezno MK

Rf; faktor odzivnosti detektorja za posamezno MEMK;
mjo,p mMmasa internega standarda (g)

my masa vzorca (g)

Aj9o povrsina nonadekanojske MK;

FA9.0 konverzijski faktor za nonadekanojsko MK

3.2.5 Dolocanje vsebnosti vode

Vodo smo dolocali s susenjem (AOAC Official Method 950.46 Moisture in Meat, 1999).

Princip:
Homogenizirani vzorec, zmeSan s kremencevim peskom smo susili pri temperaturi 105 °C
do konstantne mase.

Material:
— zamrznjeni homogenizirani vzorci
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Pribor:

— stekleni tehtic¢

— steklena palcka

— kremencev pesek

— eksikator s silikagelom
— suSilnik

Postopek:

Tehti¢ s stekleno pal¢ko smo susili pri temperaturi 105 °C najmanj eno uro, ohladili v
eksikatorju in stehtali (£0,001 g). Nato smo v tehti¢ zatehtali 10 do 20 g kremencevega
peska in 3 do 5 g (£0,001 g) homogeniziranega vzorca. Vzorec smo s pomoc¢jo steklene
palcke pomesali s peskom, razsirili po dnu tehtica in susili v suSilniku do konstantne mase
(priblizno 3 ure). Vsebnost vode smo izrazili z masnimi delezi.

mi

vsebnost vode = [ j *100 [g/100g] ... (8)

mv

my masa vzorca (g)
m; izguba mase po suSenju (g)

3.2.6  Dolocanje vsebnosti beljakovin

Beljakovine smo dolocali z metodo po Kjeldahlu (Golob in Plestenjak, 2000).

Princip:

Metoda temelji na posrednem dolocanju beljakovin preko duSika, ob upostevanju, da je
ves, v zivilu prisoten, duSik beljakovinski. Za preracunavanje duSika v beljakovine
uporabljamo ustrezne empiricne faktorje. Vzorec pred analizo razklopimo z mokrim
sezigom ob pomoci kisline, katalizatorja in visoke temperature. Z destilacijo z vodno paro
ob dodatku mocne baze sprostimo amoniak (NHj3), ki ga lovimo v prebitek borne kisline in
nato nastali amonijev borat titriramo s standardno klorovodikovo kislino.

Pri tem potekajo naslednje kemijske reakcije:

N (zivilo) — (NH4),SOy4 ..(9)
(NH4)2SO4 + 2NaOH — Na2$O4 + 2H20 + NH3 .. (10)
NH; + H;:BO; — NH4H,BO; (11
NH4H2BO3 + HCI i NH4C1 + H3BO3 .. (12)

Ce enagbi (11) in (12) zdruzimo dobimo:
NH, + HC1 — NH,CI ...(13)
Iz enacbe (13) sledi:

* ImolHCI=1molN=14gN
= 1ml0,1 MHCI=0,0014 N
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Pribor:

— blok za razklop vzorca oz. mokri sezig vzorca (Digestion Unit K-426, Biichi)
— enota za odvod zdravju Skodljivih hlapov (Scrubber Biichi)

— destilacijska enota (Distillation Unit B-324, Biichi)

— titracijska enota (Titrino 702 SM, Metrohm)

— sezigne epruvete

Reagenti:

—  konc. HzSO4

— katalizator Kjeltabs Cu / 3,5 (305 g K,SO4 + 0,4 g CuSO4 x 5 H,0)
— nasicena raztopina H;BOs (ca 3 %)

— 30 % raztopina NaOH

- 0,1 M HCI

Postopek:

Delo razdelimo na tri faze:
1) mokri sezig pripravljenega homogeniziranega vzorca
2) destilacija
3) titracija

= Razklop

V sezigno epruveto smo odtehtali ca 1-1,3 g vzorca. Dodali smo 2 tableti bakrovega
katalizatorja in 20 ml konc. H,SO4. Epruvete smo pokrili s steklenimi zvonci in postavili v
ogreto enoto za razklop (Digestion Unit), kjer je bila temperatura 370°C. Z vodno ¢rpalko
smo odvajali zdravju Skodljive hlape prek enote imenovane Scrubber, kjer se del hlapov
utekocini, preostanek pa se nevtralizira v ca 15 % raztopini NaOH in kon¢no vodi preko
aktivnega oglja. Sezig je bil koncan po eni uri oziroma takrat, ko se vsebina v epruveti
preneha peniti in postane bistro zelena.

= Destilacija

Vzorec smo ohladili na sobno temperaturo. Epruveto smo postavili v destilacijsko enoto
(Distillation Unit), kjer je poteklo doziranje 50 ml destilirane vode in 70 ml baze (NaOH) v
vzorec. V destilacijsko podlozko smo dozirali 60 ml borne kisline. Nato se je zacela uvajati
v vzorec para. Destilacija je trajala 4 minute.

= Titracija

Raztopino nastalega amonborata v predlozki smo titrirali z 0,1 M HCI do vrednosti pH
4,65. Titracija je potekla avtomatsko po vnosu zatehte vzorca (podano v mg) v titracijsko
enoto (Titrino). V konc¢ni tocki titracije smo zabelezili porabo kisline, iz katere smo
izracunali % duSika v vzorcu ter % beljakovin v vzorcu (uporabili smo sploSni empirini
faktor za preracun dusika v beljakovine, ki je enak 6,25).

VO,IM HClx 1,4 (ml)
m(odtehta) (mg)

%beljakovin:( J*6,25 £100 ..(14)

% beljakovin =% N x F ...(15)
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V o1 muc poraba 0,1 M HCIl za vzorec (ml)

M(odtchta) masa vzorca (mg)
1,4 ekvivalent (1 ml 0,1 M HCl ustreza 1,4 mg N)
6,25=F splosni empiri¢ni faktor za preracun dusika v beljakovine

3.2.7  Doloc¢anje vsebnosti mascob

Mascobe smo dolocali po Weibull Stoldtovi metodi (AOAC Official Method 991.36 Fat
(Crude) in Meat and Meat Product, 1999).

Princip:

Vzorec kuhamo v koncentrirani HCI, da razkrojimo beljakovine in vezi med maSc¢obami in
na mascobe vezanimi komponentami. Izlo¢eno mascobo odfiltriramo in ekstrahiramo s
petroletrom v Soxhletovem aparatu.

Material:
— zamrznjeni homogenizirani vzorci

Pribor in reagenti:

— aparat po Soxhletu

— ¢aSa, 400 ml

— lij za filtriranje

— urna stekla

— merilni valj, 100 ml

— steklene palcke

— filtrirni papir

— koncentrirana raztopina HCI
— petroleter

Postopek:

5do 10 g (£0,001 g) vzorca smo odtehtali v ¢aso, dodali 100 ml destilirane vode in 80 ml
koncentrirane raztopine HCI ter segrevali 15 minut na vreli vodni kopeli. Med segrevanjem
smo mesali. Ca$o smo nato postavili na kuhalnik, pokrili z urnim steklom in pustili, da je
vsebina 30 minut polagoma vrela. Se vrodo smo razredéili z vro¢o destilirano vodo, sprali
urno steklo in takoj filtrirali skozi naguban vlazen filtrirni papir. Filter smo spirali z vro¢o
destilirano vodo, s katero smo predhodno izprali ¢aso, v kateri smo segrevali vzorec,
dokler filtrat ni ve¢ reagiral na klorove ione (dodatek 2 M raztopine AgNOs-bela sirasta
oborina-prisotni CI” ioni). Nato smo filtrirni papir z vsebino polozili na urno steklo, na
katerega smo prej polozili dvojno plast filtrirnega papirja in su$ili 2 do 4 ure pri
temperaturi 105 °C. Suh filtrirni papir z vsebino in podloznim filter papirjem smo prenesli
v ekstrakcijski tulec, pokrili z vato in tulec vstavili v ekstraktor Soxhletovega aparata.
Urno steklo smo izprali s petroletrom, ki smo ga vlili v ekstraktor. Cisto ekstrakcijsko
bucko z vrelnimi kroglicami smo susili eno uro v suSilniku pri temperaturi 105 °C, ohladili
v eksikatorju in stehtali. V bucko smo vlili petroleter, jo spojili z ekstraktorjem, v katerem
je bil filtrirni papir z vsebino, in s povratnim hladilnikom ter previdno segrevali na vodni
kopeli (100 °C). Mascobo iz vzorca smo ekstrahirali 6 ur. Po koncani ekstrakciji smo
topilo oddestilirali, bu¢ko z mascobo pa susili v suSilniku pri temperaturi 105 °C do
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konstantne mase (1 uro). Po hlajenju v eksikatorju smo bucko z mascobo stehtali in
izracunali vsebnost mascobe.

v v mpo mpred
vsebnost mas¢obe=| ——— (%100  [g/100 g] ... (16)
Il’lV

my masa vzorca (g)
myp, masa bucke z mascobo (g)
Mpeq masa prazne bucke (g)

3.2.8  Dolocanje vsebnosti skupnih mineralnih snovi

Skupne mineralne snovi smo dolocali po metodi AOAC Official Method 920.153 Ash of
Meat (1999).

Princip:
Metoda z direktnim suhim sezigom vzorca, po katerem dobimo anorganski ostanek mesa.

Material:
— zamrznjeni homogenizirani vzorci

Pribor:
— porcelanski zarilni lon¢ek
— zarilna pec

— eksikator

— suSilnik

Postopek:

Zarilni lon¢ek smo najprej posusili, nato pa smo ga 1 uro Zarili v peci pri temperaturi
seziga (550 °C). Lonc¢ek smo ohladili v eksikatorju in stehtali (£0,001 g). Nato smo vanj
zatehtali 5 do 10 g (20,001 g) homogeniziranega vzorca in ga nekaj ur susili v suSilniku pri
temperaturi 105 °C. Zatem smo vzorec pooglenili nad umirjenim plamenom in ga nato 4
do 5 ur zgali v zarilni peci pri temperaturi 550 °C (po popolnem sezigu mora biti pepel bel
ali rahlo siv). Po kon¢anem sezigu smo lon¢ek s pepelom ohladili v eksikatorju in stehtali
(£ 0,001 g). Vsebnost pepela smo izrazili v g/100 g.

v

m
vsebnost pepela = (—pj %100 [g/100 g] ..(17)
m

m, masa pepela (g)
m, masa vzorca (g)
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3.2.9  Statisticna obdelava podatkov

V poskusu zbrane podatke smo pripravili in uredili s programom Microsoft Excel 2000.
Tako urejene podatke smo statisticno obdelali z ra¢unalniskim programom SAS (SAS
Software. Version 8.01, 1999) s postopkom GLM (General Linear Models). Za vsako
opazovano lastnost smo izradunali tudi koeficient determinacije (R?), ki nam pove, koliko
variabilnosti za neko lastnost smo uspeli pojasniti z modelom.

Z Duncan testom smo ovrednotili razlike znotraj enega vpliva.

3.2.9.1 Statisti¢ni model za dolo¢eno kemijsko sestavo (model 1)

V statisticni model smo za dolo¢eno kemijsko sestavo kot sistematski vpliv vkljucili vrsto
ribe.

Yiikim= MU T Rj + Py + €jjkim (18)
Yiilkim Opazovana lastnost

w povprecna vrednost

R; vpliv vrste ribe (i= sardela, postrv)

Py vpliv ponovitve (k =1 do 6)
Cijkim  Ostanek

3.2.9.2  Statisticni model za dolo¢eno kemijsko sestavo (model 2)

V statisticni model smo za dolofeno kemijsko sestavo kot sistematski vpliv vkljucili
ribogojnico za postrvi.

Yijkim = 1 T Kj + Px + €jjkim .. (19)
Yiikim Opazovana lastnost

1) povprecna vrednost

K; vpliv ribogojnice (j= Ilirska Bistrica, Gameljne)

Px vpliv ponovitve (k =1 do 6)
Cijkim  Ostanek
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4 REZULTATI

4.1 RAZVOJ METODE ZA DOLOCANJE VSEBNOSTI HOLESTEROLA IN
OKSIDOV HOLESTEROLA V RIBJEM MESU

Na osnovi $tevilnih ¢lankov, ki navajajo razli¢éne metode dolocanja holesterola in njegovih
oksidov, smo izbrali tiste, ki so se izkazali kot najbolj primerni za osnovo modifikacije
metode, ki je prilagojena nasi vrsti vzorca (ribje meso).

4.1.1 Metoda 1 — vkljucuje vroce umiljanje

Za dolo¢anje holesterola smo na samem zacetku uporabili modificirano metodo po
Naeemi-ju (Naeemi in sod., 1995).

Vsebnost holesterola smo kvantitativno dolocali z visokotla¢no tekoc¢insko kromatografijo
(HPLC). Primerjali smo retencijski ¢as vrha kromatograma, ki predstavlja holesterol v
standardni raztopini z retencijskim ¢asom vrha, ki predstavlja holesterol v vzorcu. Kadar se
retencijski ¢as vrha kromatograma vzorca ujema s ¢asom vrha kromatograma standardne
raztopine, sklepamo, da vrh predstavlja holesterol.

Postopek:

Homogenizacija vzorca

Vsak vzorec smo analizirali v dveh paralelkah. Vzeli smo 2 g (£0,001 g) predhodno
homogeniziranega vzorca in ga po dodatku 10 ml destilirane vode, homogenizirali v
steklenem homogenizatorju s teflonskim batom, 1 minuto pri 2500 vrt/min.

Vrode umiljanje

Po koncani homogenizaciji smo vsebino prelili v bucko in dodali 10 ml 50 % KOH ter 20
ml 96 % etanola. Vse skupaj smo segravali 15 min pri 60 °C v vodni kopeli s povratnim
hladilnikom.

Ekstrakcija

Po koncanem segrevanju smo bucko z nastalo bistro raztopino ohladili na sobno
temperaturo in nato vsebino prelili v 1ij lo¢nik. Dodali smo 10 ml heksana ter 2 minuti
mocno stresali. Po loCitvi smo 10 minut centrifugirali (pri 1000 x g) zgornjo heksansko
fazo, nato pa odpipetirali 5 ml le te v temno vialo. Heksan smo odparili s prepihovanjem z
dusikom. Suh preostanek smo zamrznili pri -20 °C do analize s HPLC.

» Tekom izvajanja metode smo ugotavljali, da metoda ni najbolj ustrezna, saj
vklju€uje vroce umiljanje mas¢ob. Na§ namen je bil, da dolo¢imo tako realno
vsebnost holesterola, kot tudi vsebnost oksidov holesterola v nasih vzorcih ribjega
mesa, zato smo domnevali, da rezultati te analize ne bi bili pravilni. Tekom vrocega
umiljanja se nam del prisotnega holesterola gotovo oksidira (pretvori v okside
holesterola) in tako se nam dejanska slika vsebnosti prisotnega holesterola, kot tudi
oksidov holesterola povsem spremeni.
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Slika 5: Kromatogram neuspesne analize, ki vkljuCuje vro¢e umiljanje

Na podlagi navedenih ugotovitev in neustreznega kromatograma (slika 5) smo se odlo¢ili,
da za naso analizo uporabimo metodo, ki vkljucuje hladno umiljanje.

4.1.2 Metoda 2 — vkljucuje hladno umiljanje

Pri nadaljnjem delu smo za osnovo dolo¢anja vsebnosti holesterola in oksidov holesterola
tokrat izbrali metodo po Ubhayasekera-ju ( Ubhayasekera in sod., 2004).

Metodo sestavlja faza hladnega umiljanja, ekstrakcije holesterola, SPE postopek (solid
phase extraction) ter identifikacija oz. doloCanje vsebnosti holesterola. Vsebnost
holesterola smo kvantitativno dolocali z visokotla¢no tekoc¢insko kromatografijo (HPLC).
Primerjali smo retencijski ¢as vrha kromatograma, ki predstavlja holesterol v standardni
raztopini z retencijskim ¢asom vrha, ki predstavlja holesterol v vzorcu.

Princip metode po Ubhayasekera-ju (Ubhayasekera in sod., 2004):

Hladno umiljanje

V erlenmajerico s teflonskim pokrovékom smo odtehtali 1,5 g (+0,001 g)
homogeniziranega in zamrznjenega vzorca. Dodali smo 3 ml metilen klorida (CH,Cl) in 7
ml 1M raztopine KOH v 95% etanolu. Vse skupaj smo temeljito premesali nato pa pustili
vsebino mesSati Se na magnetnem meSalu 18-20 ur na sobni temperaturi. S tem postopkom
je bila izvedena faza hladnega umiljanja. Po kon¢anem umiljanju smo vsebino prefiltrirali
skozi filtrirni papir v lij lo¢nik in pri€eli z ekstrakcijo holesterola.

Ekstrakcija holesterola

V 1jj lo¢nik v katerem je bil prisoten filtrat smo dodali 10 ml diklorometana (CH,Cl,) in 10
ml destilirane H,O, ter vse skupaj temeljito premesali. Lij lo¢nik smo pustili stati, da sta se
polarna in nepolarna faza locili, nato pa smo spodnjo, polarno — vodno fazo, odstranili.
Nepolarno fazo smo nato spirali z dodatkom 5 ml 0,5 M KOH v destilirani vodi in nekaj
kapljic nasi¢ene raztopine NaCl, ter temeljito mesali. Ob locitvi obeh faz, smo ponovno
odstranili spodnjo vodno fazo, gornjo nepolarno fazo pa smo spirali, tokrat s 5 ml
destilirane vode, dokler ni bila spodnja vodna faza popolnoma bistra. Obe Se pomeSani fazi
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smo pretocili v centrifugirko z navojem in centrifugirali 10 min (pri 1000 x g). 5 ml gornje
faze, smo previdno odpipetirali v epruveto, ter vsebino prepihali z dusikom, da je topilo
izhlapelo. Suhi ostanek smo nato raztopili v 1 ml raztopine heksan/dietileter (75:25) in s
tem smo pripravili vzorec za postopek loCevanja holesterola z SPE postopkom.

SPE postopek
Silica kolono smo najprej kondicionirali s 3 ml heksana (eluat smo zavrgli), nato smo na

kolono uvajali 1 ml ustrezno raztopljenega suhega ostanka vzorca v raztopini
heksan/dietileter (75:25) in pazili, da le ta pocasi potuje skozi kolono (zaradi boljse vezave
holesterola), eluat smo tudi tokrat zavrgli. NeZeljene komponente smo izpirali z uvajanjem
3 ml raztopine heksan/dietileter (75:25) in 3 ml raztopine heksan/dietileter (60:40) (eluat
smo zavrgli). Nato smo odcepili morebitno vezan holesterol in njegove okside iz kolone s
4 ml razt. aceton/metanol (60:40), to frakcijo smo prestregli in topilo odstranili z dusikom.
Suhi preostanek smo raztopili v mobilni fazi in vodili na HPLC za dolocitev vsebnosti
holesterola oz. derivatizirli in vodili na GC za dolo¢anje oksidov holesterola.

» Tekom izvajanja zgoraj opisane metode, smo v fazi ekstrakcije z diklorometanom,
ki je tezji od vode (1,33 kg/l) spoznali, da bomo le stezka izvajali postopek
ekstrakcije kot opisuje ¢lanek tako, da bi tekom postopka prihajalo do ¢im manjsih
izgub. Idealno bi namre¢ bilo izvajati ekstrakcijo s topilom, ki je lazje od vode (bolj
kvantitativno loCevanje faz). Odlocili smo se, da s primerjanjem izbranih organskih
topil z diklorometanom, poiS¢emo ustreznejSe topilo za ekstrakcijo molekul
holesterola.

4.1.2.1 Primerjanje ustreznosti razlicnih organskih topil

Nasa naloga je bila poiskati topilo, v katerem se holesterol najbolje raztaplja, ki je lazji od
vode, izvajanje ekstrakcije oz. lo¢evanje faz (polarna/nepolarna) naj bo enostavno, metoda
naj bo izvedena bolj kvantitativno (manj izgub ob prenaSanju vzorcev).

Testiranje ustreznosti in u¢inkovitosti organskih topil holesterola:
Za testiranje topnosti smo izbrali naslednja topila: diklorometan, dietileter, heksan

Testiranja izbranih topil smo izvedli po naslednjem postopku:

Hladno umiljanje

V tri erlenmajerice s teflonskim pokrovékom smo odtehtali 1,5 g (+0,001 g) istega
homogeniziranega in zamrznjenega vzorca. Dodali smo 3 ml metilen klorida (CH3Cl,) in 7
ml 1M raztopine KOH v 95 % etanolu. Vse skupaj smo temeljito premesali nato pa pustili
vsebino mesati na magnetnem meSalu na sobni temperaturi Se 18-20 ur.

S tem postopkom smo izvedli fazo hladnega umiljanja. Po konfanem umiljanju smo
vsebino prefiltrirali skozi ¢rn filtrirni papir v lij lo¢nik in priceli z ekstrakcijo holesterola.
Ekstrakcija holesterola

V lije lo¢nike, v katerih so bili prisotni filtrati paralelk smo dodali v vsakega po 10 ml
enega izmed izbranih organskih topil (diklorometan, dietileter, heksan) in 10 ml destilirane
H,O, ter vse skupaj temeljito premesali. Lije lo¢nike smo pustili stati, da sta se locili
polarna in nepolarna faza, nakar smo vodno fazo odstranili. Nepolarno fazo smo nato
spirali z dodatkom 5 ml 0,5 M raztopine KOH v destilirani vodi in nekaj kapljic nasi¢ene
raztopine NaCl, ter vse skupaj temeljito premesali. Po locitvi obeh faz smo ponovno
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odstranili vodno fazo, nepolarno fazo pa spirali s 5 ml destilirane vode. Po ponovni lo¢itvi
faz, smo nepolarne faze previdno odpipetirali v epruvete, ter jih prepihovali z dusikom, da
smo odstranili topilo. Suhi preostanek smo raztopili v 1 ml mobilne faze sestavljene iz
acetonitrila in izopropanola v volumskem razmerju 55:45. Raztopine smo prenesli v
penicilinke in tako so bili nasi vzorci pripravljeni za dolocanje vsebnosti holesterola s
HPLC analizo.

Iz rezultatov tega postopanja smo glede na opazanja med ekstrakcijo in izpiranjem org.
faze, ter glede na rezultate (slika 6), dolocili najbolj ucinkovito topilo za holesterol in
njegove okside.

OpaZanja med procesom ekstrakcije:

= Pri diklorometanu smo imeli poleg problema zamenjanih faz, tudi problem nastanka treh
faz. Po centrifugiranju smo namre¢ dobili gornjo vodno — polarno fazo, srednjo gel fazo in
spodnjo nepolarno fazo, ki naj bi jo analizirali. Zaradi prisotnih zgornjih dveh faz, je bil
kvantitativen prenos spodnje faze povsem nemogo¢ (ob vbodu s kapalko sta se zgornji fazi
premesali), za pretakanje iz lija v lij pa se nismo odlo¢ili, saj smo v takem postopanju
uvideli prevelike izgube.

= Z dietiletrom je bilo naSe delo zelo enostavno. Fazi sta se lepo, predvsem pa hitro
locevali in tudi rezultati HPLC analize so bili najboljsi (najvisji pik, torej najvecja vsebnost
holesterola — najmanj izgub tekom postopka, najboljsa ekstrakcija) (slika 6).

=  Pri heksanu se nam je pri izpiranju organske faze z vodo pojavil nekaksen gel
(domnevno Zeliranje beljakovin oz. primesi in necisto¢), zato nam je bila nadaljnja analiza
otezkoCena. S centrifugiranjem smo sicer dobili nekaj gornje organske faze (dobili smo
ponovno tri faze, srednja faza je gel), ki smo jo potrebovali za HPLC analizo, vendar smo
predvidevali, da se je nekaj holesterola poizgubilo z izlocitvijo gela, kar lahko razberemo

ey e

; 3
| \. i Diklorometan
% 100 j}L ."I
" I
—_— A .'J. --ll\’- ~/ \/“\Jn‘ ll _
04
3 g
200 Jﬁ _‘#i
| \l 2 i Dietileter
B 100 |' ] % I
I!r -k" -.Ii:'rl“'\\ \ Ifl I|
- — _ _
0
I,
o 2 2
t3 Tl ; Heksan
504 1w | fi o
5 H|ial .l N E
¢ N | 7,4 P L . W, N
o

r T T T T -—
o 1 2 3 4 L} 3 7

Time {min)

Slika 6: Primerjava vsebnosti holesterola v vzorcu, po testiranju razli¢nih organskih topil

Na osnovi navedenih ugotovitev smo se odlo¢ili, da bomo za dolo¢anje vsebnosti
holesterola uporabili kot topilo dietileter!
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» Nasa naslednja naloga je bila podrobneje spremljati postopek ekstrakcije s trdno
fazo, oz. poiskati ustrezno kolono za SPE postopek.

4.1.2.2  Ugotavljanje ustreznosti razli¢nih kolon za SPE postopek

Odlocili smo se, da SPE postopek natancneje analiziramo, in sicer z lovljenjem in
identifikacijo vsakega eluata posebej. Le tako lahko ugotovimo, kako se holesterol
dejansko veze na doloceno kolono (kolone se razlikujejo po zmogljivosti vezave
komponent, odvisno od vrste in tudi proizvajalca) oz. s katerim topilom se nam holesterol
najbolje izloci.

Do faze SPE locevanja smo izvedli postopek umiljanja in ekstrakcije z dietiletrom
identi¢no, kot je opisano v postopku ugotavljanja ustreznosti razliénih organskih topil.
Topilo, v katerem je ekstrahiran holesterol smo odstranili s prepihovanjem z duSikom,
neumiljen suh preostanek pa raztopili v Iml raztopine heksan/dietileter (75:25).

SPE postopek smo izpeljali zelo sistemati¢no.

Za testiranje smo izbrali kolone: Strata X, C18-VARIAN, Strata SI-1
= Strata X

Sprva smo postopek izvajali s kolono Strata X in lovili vse eluate, za katere smo
domnevali, da obstaja verjetnost, da je v njih prisoten izlo¢eni holesterol.

Postopek:
-predhodno kondicioniranje Silica kolone z 3 ml n-heksana
-uvajanje 1 ml razt. vzorca E,
-uvajajnje 3 ml razt. heksan/dietileter (75:25) E,
-uvajanje 3 ml heksan/dietileter (60:40) E;
-uvajanje 4 ml razt. aceton/metanol (60:40) E4

Eluate (E;, E,, E;, E4) smo vsakega posebej prepihali z duSikom, morebitne suhe
preostanke raztopili v mobilni fazi in vodili na HPLC analizo.

Na sliki 7 lahko vidimo, da se nam holesterol sploh ni vezal na kolono Strata X, saj se je
zacel izlocati ze kar ob dodajanju vzorca na kolono, preostanek pa se je izlocil v drugi
eluat. V tretjem in Cetrtem eluatu ni bilo vec niti sledu o prisotnosti holesterola.

Iz rezultatov je razvidno, da kolona Strata X ni primerna za lo¢evanje holesterola od
ostalth komponent pri danem postopku.
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Slika 7: Izlocanje holesterola, z uporabo kolone Strata X

MozZnost uporabe te kolone smo torej izkljucili in vzeli pod drobnogled kolono C18
VARIAN.

= CI8 VARIAN
Postopek izvajanja SPE z uporabo kolone C18 Varian. Ponovno smo lovili vse eluate, v
katerih je bila verjetnost prisotnosti holesterola.

Postopek:
-predhodno kondicioniranje Silica kolone z 3 ml n-heksana
-uvajanje 1 ml razt. vzorca E,
-uvajanje 3 ml metanola E,
-uvajanje 3 ml razt. heksan/dietileter (75:25) E;
-uvajanje 3 ml heksan/dietileter (60:40) E4
-uvajanje 4 ml razt. aceton/metanol (60:40) Es

Eluate (E;, E,, Es, E4) smo prepihali z dusikom, morebitne suhe preostanke raztopili v
mobilni fazi in vodili na HPLC analizo.
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Slika 8: Izlocanje holesterola, z uporabo kolone C18 VARIAN
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Rezultati te kolone (slika 8) so bili Se slabsi, kljub temu da smo z uvajanjem 3 ml
metanola hoteli dose¢ morebitno boljSo vezavo holesterola na kolono. Skoraj vsa vsebnost
holesterola v vzorcu se je izlocila ze s prvim eluatom.

Tudi moZnost uporabe te kolone smo eliminirali.

= Strata Si-1
Zadnja kolona, ki smo jo imeli na razpolago, je bila kolona Strata Si-1. Z njo smo postopali
identi¢no po clanku, ki ga navaja Ubhayasekera, le da smo lovili vse eluate in ne samo
zadnjega E4 (po ¢lanku), saj smo domnevali, da se nam bo holesterol izlo¢il Ze nekoliko

prej.

Postopek:
-predhodno kondicioniranje Silica kolone z 3 ml n-heksana
-uvajanje 1 ml razt. vzorca E,
-uvajajnje 3 ml razt. heksan/dietileter (75:25) E,
-uvajanje 3 ml heksan/dietileter (60:40) E;
- uvajanje 2 ml mobilne faze E,4
-uvajanje 4 ml razt. aceton/metanol (60:40) Es

Eluate (Ei, E,, Es, E4, Es) smo prepihali z dusikom, morebitne suhe preostanke raztopili v
mobilni fazi in vodili na HPLC analizo.
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Slika 9: Izlocanje holesterola, z uporabo kolone Strata SI-1

Rezultati kromatograma (slika 9) bi bili zadovoljivi, ¢e se nam bi ves holesterol izlocil v
enoten eluat oz. z mobilno fazo, vendar pa smo v E4 zaznali zelo nizek pik, ki je ¢asovno
popolnoma enak piku tretje frakcije; 4,417 min. Iz teh rezultatov je razvidno, da se
holesterol izloci v fazi izpiranja.
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V naSem interesu je bilo izlo€iti celotno koli€ino prisotnega holesterola v eno samo
frakcijo. Glede na to, da je pik E; dejansko zelo majhen, bi morebiti lahko postopek
lo¢evanja $e kako izboljsali s spremembami tekom SPE postopka.

Ker se holesterol ni izloc¢al s heksanom, smo se odlo¢ili da kolono izpiramo z vecjo
koli¢ino heksana, ter da uporabimo manjso koli¢ino oz. volumen dietiletra. Ze v poizkusih
dolocevanja najustreznejSega topila smo ugotovili, da se holesterol zelo dobro raztaplja v
dietiletru in slabSe v heksanu.

» Pri nadaljnjem delu smo poizkusili ugotoviti ustrezno zaporedje in razmerje
uvajanih topil, ki bi nam dalo boljSe rezultate.

Poizkusili smo z naslednjim postopkom: -  kondicioniranje z 3 ml heksana
- uvajanje 1 ml razt. vzorca
- 3 ml heksana E;
- 3 ml raztopine heksan / dietileter (75:25) E;
- nato smo osusili kolono
- 2 ml mobilne faze E;

Lovili smo zadnje tri frakcije in po analizi s HPLC smo ugotovili, da bo tako modificirana
metoda ustrezna za nase doloCevanje holesterola, saj smo tokrat dosegli ustrezno vezavo
holesterola na kolono.

Velika vecina holesterola se je izloCila z mobilno fazo v Es, kar je bil na$ cilj. Mala
vsebnost holesterola se je izlocila v eluat, ki smo ga lovili ob uvajanju heksana E;, kar si
morebiti lahko pojasnimo kot posledico premajhne kapacitete kolone, v naslednji eluat E,
pa smo z raztopino heksan/dietileter (75:25) izprali iz kolone $e preostali morebitno
prisotni nevezani holesterol, katerega vsebnost je komaj zaznavna (slika 10).
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Slika 10: Izlocanje holesterola z izboljsano SPE metodo

Z rezultati modificiranega postopka smo bili zadovoljni, motilo nas je le Se to, da se je
manjSa koli¢ina holesterola izlo¢ila Ze v prvi dve frakciji, kar smo si razlagali s premajhno
kapaciteto kolone Strata Si-1. Koli¢ina holesterola je bila vecja, kot jo je kolona bila
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sposobna vezati nase in zato se nam je viSek molekul holesterola izlocil kar v prvo frakcijo,
v drugo frakcijo pa smo izprali Se preostanek morebitno nevezanih molekul holesterola, ki
so bile prisotne v koloni. Tega pojava bi se morebiti lahko izognili, ¢e bi postopek izvajali
z manjSo odtehto vzorca, glede na to da smo dolocali vzporedno tudi okside holesterola, pa
bi potem le te tezko dolocili, kajti njihova vsebnost je tako nizka, da je bila Ze tokrat komaj
zaznavna.

Na podlagi teh rezultatov, smo se odlocili da ta postopek oz. modificirano metodo
uporabljamo za dolocanje vsebnosti holesterola in oksidov holesterola v nasih vzorcih.

42 APLIKACIJA METODE ZA DOLOCANJE HOLESTEROLA IN OKSIDOV
HOLESTEROLA V MESU SARDEL IN POSTRVI

Izkoristek metode oz. izgube med izvajanjem postopka modificirane metode za dolo¢nje
vsebnosti holesterola in oksidov holesterola smo upoStevali z uporabo faktorja iz
umeritvene krivulje (naklon krivulje, slika 12).

Izracunali smo tudi izkoristek modificirane SPE metode, in sicer iz povrSin izlocenega
holesterola v vseh treh frakcijah, ki jih lahko vidimo na sliki 11.

Iz slike 11 lahko razberemo, da se je v prvi eluat izlocilo kar 24,88 % holesterola, kar si
lahko razlagamo z mnogimi dejstvi, kot npr. neustrezno topilo, premajhna kapaciteta
kolone, prehitro spus¢anje topila skozi kolono in podobno. Delez holesterola v drugem
eluatu je bil le 3,57 %, kar kaze na uspesno vezavo molekul holesterola na nosilec kolone.
Najpomembneje za nas pa je bilo, da se je vec¢ji odstotek vsebnosti holesterola izlocila z
mobilno fazo, to je v tretji eluat.
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Slika 11: PovrSine izlocenega holesterola z izbolj§ano SPE metodo za izracun izkoristka SPE metode
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Izracun izkoristka ekstrakcije s trdno fazo (SPE):

Vsota povrsin izlocenega holesterola vseh treh eluatov: 20,009
Izkoristek = 14,315/ 20,009
Izkoristek modificirane SPE metode je znasal 71,54 %!

4.2.1 Ponovljivost metode doloc¢anja holesterola in oksidov holesterola

Ponovljivost znotraj paralelke smo dolocili tako, da smo Sestkrat zaporedoma injicirali isti
vzorec (St. 086, sardela), ki smo ga predhodno pripravili po modificirani metodi.

Za ponovljivost znotraj vzorca pa smo analizirali 6 loceno pripravljenih paralelk enega
vzorca (093 I; postrv).

Izracunali smo koeficient variabilnosti (KV) za rezultate holesterola in oksidov holesterola.

Iz preglednice 6 in 7 razberemo, da znaSa KV med posameznimi meritvami holesterola
manj kot 4 %, kar je zadovoljiv rezultat, na podlagi katerega lahko zaklju¢imo, da je
metoda ponovljiva oz. ustrezna za dolo€anje holesterola.

Variabilnost znotraj vzorca je ve¢ja od variabilnosti znotraj paralelke, kot smo tudi
pricakovali, kajti poleg postopka kromatografske loc¢be k wvariabilnosti prispeva tudi
postopek priprave vzorca.

Preglednica 6: Ponovljivost dolocanja holesterola in oksidov holesterola znotraj paralelke vzorca §t. 086
(sardela, Delamaris)

pon. Holesterol 7BHYHOL 20cHYHOL 25aHYHOL
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
1. 75,67 2,05 1,49 <0,01
2. 72,64 2,13 1,37 <0,01
3. 72,76 2,13 1,23 <0,01
4. 71,91 1,85 1,42 <0,01
5. 73,06 1,91 1,61 <0,01
6. 74,18 - - -
SO 1,34 0,13 0,14 -
KV % 1,83 6,38 9,84 -

Preglednica 7: Ponovljivost dolocanja holesterola in oksidov holesterola znotraj vzorca st. 0931
(postrv, Gameljne)

pon. Holesterol 7BHYHOL 20cHYHOL 25¢HYHOL
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
1. 62,18 0,40 1,49 <0,01
2. 58,55 0,38 1,41 <0,01
3. 58,68 0,35 1,25 <0,01
4. 59,40 0,42 1,58 <0,01
5. 56,10 0,34 1,34 <0,01
6. 57,57 0,39 1,63 <0,01
SO 2,03 0,04 0,14 -
KV % 3,46 7,61 9,94 -
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Ravno tako so v preglednicah 6 in 7 predstavljeni rezultati ponovljivosti dolocanja oksidov
holesterola, iz katerih lahko razberemo, da so tokrat KV nekoliko vi§ji, a kljub temu je
variabilnost znotraj paralelke za spoznanje manjSa od variabilnosti znotraj vzorca.
Vsebnosti oksidov holesterola so zelo majhne, tako da smo imeli tekom izvajanja metode
tezave. Dogajalo se je, da smo pri analizi dolocenega vzorca v prvi paralelki dolocili zelo
nizko vsebnost oksida holesterola, medtem ko je bila v drugi paralelki istega vzorca
vsebnost oksida pod mejo detekcije in oksida nismo zaznali.

Kljub nekoliko vi§jemu koeficientu variabilnosti, smo zakljucili, da je metoda ustrezna za
dolocanje oksidov holesterola .

4.2.2 Linearnost uporabljane kromatografske metode za dolo¢anje vsebnosti
holesterola in oksidov holesterola

Za kromatografsko metodo velja, da je linearna, ¢e je determinacijski koeficient
(R%)> 0,98!

Vrednosti R? so pri vseh treh krivuljah ve&je od 0,99, kar pomeni da je bila nasa metoda v
merjenem obmocju linearna.
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Slika 12: Tri umeritvene krivulje, ki prikazujejo linearnost HPLC dolocanja vsebnosti holesterola

Iz slike 12 vidimo, da je naklon prve umeritvene krivulje priblizno za faktor 1,7 visji od
naklona UK2, ter za faktor 1,5 vi§ji od UK3. Razlog je v razli¢nih postopkih priprave
umeritvenih krivulj:

Prvo umeritveno krivuljo (UK;) smo pripravili s standardom holesterola, ki smo ga
direktno vodili na HPLC.

UK2 smo pripravili le s standardom holesterola, ter vse skupaj podvrgli celotnemu
postopku dolocanja holesterola, kar je tudi vzrok za skoraj 1,7-krat nizji faktor, kajti tekom
postopka (hladno umiljanje, ekstrakcija, SPE postopek) prihaja do ocitnih izgub.

UK3 pa smo pripravili s standardom holesterola in z vzorci ribjega mesa, ter vse skupaj

oo

faktorjem naklona, kot smo pricakovali.
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4.3 OSNOVNA KEMIJSKA SESTAVA MESA SARDEL IN POSTRVI

Rezultate sestave mesa sardel in postrvi smo predstavili v dveh delih, in sicer kot osnovna
kemijska sestava in mas¢obnokislinska sestava mesa rib.

4.3.1 Kemijska sestava mesa sardel in postrvi

Ribjemu mesu smo dolocili vsebnost mascob, beljakovin, vode in pepela, ter vsebnost
holesterola in treh oksidov holesterola. Omenjene parametre smo dolocali tako v vzorcih
mesa jadranskih sardel kot tudi v vzorcih mesa postrvi iz dveh razli¢nih ribogojnic, in sicer
v dveh ponovitvah.

4.3.1.1 Povprecne vrednosti kemijske sestave mesa rib

Preglednica 8: Povprecna kemijska sestava mesa sardel z izraCunanimi osnovnimi statisti¢nimi
parametri

Parameter n X min max SO KV (%)
mascoba (/100 g) 12 4.11 3.30 5.02 0.51 12.49
beljakovine (g/100 g) 12 19,69 19,26 20,40 0,32 1,62
voda (g/100 g) 12 72,36 71,86 73,58 0,51 0,71
pepel (g/100 g) 12 2,69 2,46 3,28 0,24 9,03
Holesterol (mg/100 g) 12 80,92 72,64 84,95 3,84 4,75
HY7B (mg/100 g) 12 2,30 1,87 3.29 0,35 15,38
HY200 (mg/100 g) 12 1,33 <0,01 2,00 0,51 38,44
HY250 (mg/100 g) 12 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 -

n — §t. opazovanj; X — povprecne vrednosti; min — najmanj$a vrednost; max — najveéja vrednost; SO —
standardni odklon; KV (%) — koef. variabilnosti

Preglednica 9: PovpreCna kemijska sestava mesa postrvi z izraCunanimi osnovnimi statistiénimi
parametri

Parameter n X min max S0 KV (%)
mascoba (/100 g) 12 4.69 3.13 5.92 0.88 18.70
beljakovine (g/100 g) 12 18,87 17,79 19,79 0,62 3,28
voda (g/100 g) 12 75,09 73,50 78,06 1,47 1,96
pepel (g/100 g) 12 1,26 1,17 1,45 0,10 7,52
holesterol (mg/100 g) 12 57,31 48,82 62,18 3,98 6,95
HY7B (mg/100 g) 12 0,03 0,00 0,37 0,11 346,41
HY200 (mg/100 g) 12 0,76 0,00 3,78 1,19 156,03
HY250 (mg/100 g) 12 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 -

n - 3t. opazovanj; X — povpreéne vrednosti; min — najmanj$a vrednost; max — najvecja vrednost; SO —
standardni odklon; KV (%) — koef. variabilnosti

Opazanja o variabilnosti posameznih parametrov so tako pri sardelah kot tudi pri postrveh
podobna, in sicer najmanj variabilen parameter v mesu rib je voda (KVgge = 0,71;
KV,ostni = 1,96), razlike med minimalno in maksimalno vrednostjo so zelo majhne.
Nekoliko bolj je variiral delez beljakovin (KVardel = 1,62; KVposinvi = 3,62), zatem delez
holesterola, delez pepela pa je variiral najmocneje pri obeh vrstah rib, v sardelah 9,03 %,
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za postrvi pa 7,52 %. Zelo variabilen parameter so bile maScobe, saj so razlike med
minimalno in maksimalno vrednostjo dokaj velike. Torej koeficient variabilnosti za meso
sardel znasa 12,49 %, za meso postrvi pa kar 18,70 %. Od vseh merjenih parametrov so
bili oksidi holesterola tisti, ki so zelo izstopali iz nasih rezultatov, njihova vsebnost je bila
zelo nizka.

4.3.1.2

Preglednica 10: Primerjava povprecne kemijske sestave mesa sardel in postrvi (LSM = SEM) in

Primerjave rezultatov kemijske sestave mesa sardel in postrvi

znacilnost razlike

Parameter Sardela Postrv Razlika med vrstama
(P-vrednost)
mascéoba (/100 g) 4114023 4.69+0.23 -0.58
beljakovine (g/100 g) 19.69+0.16 18.87+0.16 0,82%*
voda (g/100 g) 72.36+0.28 75.09+0.28 -2, 73 HHk
pepel (g/100 g) 2.6940.05 1.264+0.05 1,43%**
holesterol (mg/100 g) 80.92+1.19 57.31+1.19 23,61 ***
HY7B (mg/100 g) 2.3+0.08 0.03+0.08 2,27k
HY20a (mg/100 2) 1.33+0.22 0.76+0.22 0,57
HY25a (mg/100 ) <0,01 <0,01 <0,01

LSM — least square mean — pri¢akovane srednje vrednosti; SEM — standard error mean — standardna napaka ocene;
**% P < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilna razlika;** P < 0,01 statisti¢no visoko znacilna razlika; *P < 0,05 statisti¢no zna&ilna
razlika.
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Slika 13: Primerjava kemijske sestave mesa sardel in postrvi

Iz slike 13 je vidno, da se meso sardele statisticno zelo razlikuje od mesa postrvi v
vsebnosti holesterola, vode, pepela ter 7B-hidroksiholesterola.

Vsebnost mascob je pri obeh vrstah rib dokaj podobna, vsebnost beljakovin pa je pri
sardelah vecja (19,69+0,16 %) od postrvi, razlika je statisticno visoko znacilna (0,82 %).
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Znatno ve¢ vode vsebujejo postrvi 75,09+0,28 %, to je kar za 2,73 % vec od mesa sardel,
ki pa vsebujejo ve¢ kot enkrat vecji odstotek pepela (2,69+0,05 %) kot meso postrvi
(1,2620,05 %). Meso sardel pa gotovo najbolj izstopa v vsebnosti holesterola, ki znasa kar
80,92+1,19 mg/100 g, kar je za 23,61 mg/100 g ve¢ od mesa postrvi; ve¢je so tudi
vsebnosti oksidov holesterola.

4.3.1.3 Primerjava kemijske sestave mesa postrvi, vzgojenih v razli¢nih
ribogojnicah

Preglednica 11: Primerjava rezultatov kemijskih analiz mesa postrvi, vzgojenih v razli¢nih
ribogojnicah (LSM £ SEM) in znacilnost razlike

Parameter Postrv, Postrv, Ilirska Razlika med ribogojnicama
Gameljne Bistrica (P-vrednost)
mascoba (/100 g) 4.50+0.31 5.06+0.44 -0.55
beljakovine (g/100g) 18.69+0.21 19.24+0.29 -0,54
voda (g/100 ) 75.80+0.39 73.6740.54 2,13%**
pepel (/100 g) 1.21+0.01 1.38+0.01 -0,18***
Holesterol (mg/100 g) 56.41+1.39 59.10+1.97 -2,69
HY7B (mg/100 g) 0.0540.04 0.0040.06 0,05
HY20a (me/100 o) 1.06+041 0 1R+0 58 0.88
HY250 (mg/100 g) <0,01 <0,01 <0,01

LSM — least square mean — pri¢akovane srednje vrednosti; SEM — standard error mean — standardna napaka ocene;
***p < 0,001 statisticno zelo visoko znaéilna razlika; **P < 0,01 statisti¢no visoko znaéilna razlika; *P < 0,05 statistiéno zna&ilna
razlika.
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Slika 14: Primerjava kemijske sestave mesa postrvi, gojenih v razli¢nih ribogojnicah in razli¢nih starosti
(Gameljne, 14 mesecev; Ilirska Bistrica 18 mesecev)
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V kemijski sestavi mesa postrvi, gojenith v Gameljnih ter Ilirski Bistrici, zasledimo
statisticno zelo visoko znacilno razliko le pri vsebnosti vode in pepela, vrednosti vseh
ostalih merjenih parametrov, tako mascobe, beljakovin kot tudi holesterola in oksidov
holesterola so zelo podobne in iz rezultatov ne zasledimo statisti¢no znacilnih razlik kljub
temu, da so bile ribe razli¢nih starosti (Gameljne, 14 mesecev; Ilirska Bistrica, 18
mesecev) in krmljene z razli¢no prehrano.

44 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA LIPIDOV SARDEL IN POSTRVI

Mascobnokislinsko sestavo smo prikazali kot utezni odstotek posameznih MK od vseh
dolocenih MK v mascobi sardel in postrvi. Tak nacin prikazovanja podatkov se pojavlja v
veCini literature. Taks$ni podatki so tezje primerljivi med seboj, saj se v razlicnih
raziskavah doloca razli¢no Stevilo MK. Za prehranske namene je bolj uporabno podajanje
podatkov v mg MK na 100 g mesa. Rezultate o vsebnosti MK v mg/100 g mesa smo
dolo¢ili racunsko in z uporabo internega standarda (SIGMA C19:0).

4.4.1 Identifikacija masc¢obnih Kislin
MEMK naSih vzorcev smo identificirali s primerjavo retencijskih ¢asov  MEMK

standardne meSanice NuCheck 85, 68 D, 411, 546 ter standardi Sigma MIX 37 (MEMK
CLA 18:29C11T in 18:2 10T12C).
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Slika 15: Plinski kromatogram MK sestave vzorca 0921 (sardela, paralelka 1)
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V mascobi sardel smo dolocili 42 MK. Od tega jih je bilo:

* 10 nasifenih: lavrinska (C12:0), tridekanojska (C13:0), miristinska (C14:0),
pentadekanojska (C15:0), palmitinska (C16:0), margarinska (C17:0), stearinska
(C18:0), eikozanojska (C20:0), dokozanojska (C22:0), trikozanojska (C23:0) MK.

* 14 enkrat nenasifenih: miristooleinska (C14:1n-9C), trans-miristooleinska
(C14:1n-9T), palmitooleinska (C16:1n-9C), trans-palmitooleinska (C16:1n-9T),
heptadecenojska (C17:1n-10C), trans-heptadecenojska (C17:1n-10T), oleinska
(C18:1n-9C), elaidinska (C18:1n-9T), vakcenska (C18:1n-11C), trans-vakcenska
(C18:1n-11T), gadoleinska (C20:1n-9C), trans-gadoleinska (C20:1n-9T), eruka
MK (C22:1n-9) in nevronska (C24:1n-9C).

* 18 veckrat nenasicenih: linolna (C18:2n-6C), 3 konjugirane linolne (C18:2TC;
C18:2C9T11; C18:2T10C12), trans-linolna (C18:2n-6T), y-linolenska (C18:3n-
6C), oa-linolenska (C18:3n-3C), steraidonska (C18:4n-3C), -eikozadienojska
(C20:2n-9C), eikozatrienojska (C20:3n-9C; C20:3n-6C), arahidonska (C20:4n-6C),
eikozapentaenojska-EPK (C20:5n-3C), dokozatrienojska (C22:3n-6C),
dokozatetraenojska (C22:4n-60), dokozatetraendiojska (C22:4n-3C),
dokozapentaendiojska-DPK (C22:5n-3C) in dokozaheksaenojska kislina-DHK
(C22:6n-3).

4.4.2  Ponovljivost metode dolo¢anja masc¢obnih Kislin

S plinsko kromatografijo pri danih pogojih smo lahko dobro locili posamezne MEMK.
Ponovljivost injiciranja (znotraj paralelke) smo proucevali na vzorcu 095 (postrv,
Gameljne, paralelka 1), ponovljivost znotraj vzorca pa na vzorcu 097 II (postrv, Ilirska
Bistrica, paralelka 2).

» Ponovljivost znotraj paralelke:

Vzorec smo zaestrili po postopku ISTE in ga nato injicirali 6-krat zaporedoma.

Za 28 opazovanih mascobnih kislin so bili koeficienti variabilnosti < 3 %, za ostale pa
med 3 in 6 %, razen pri C15:0 kjer je bil 10,22 % in C17:0 kjer je znasal 10,91 %.
Podrobnejsi podatki o ponovljivosti znotraj paralelke so prikazani v preglednici 12!

» Ponovljivost znotraj vzorca:

Pripravili smo 6 paralelk istega vzorca 097 II in jih zaporedoma injicirali isti dan.
Koeficienti variabilnosti so < 6 % za 28 opazovanih maScobnih kislin, za ostale
opazovane MK pa med 5 in 10 %, razen pri C14:1C9 kjer znasa koeficient kar 37,93
% in pri C18:1T9 pa 19,38 %. Podrobnejsi podatki o ponovljivosti znotraj vzorca so
prikazani v preglednici 13!

V sploSnem smo lahko zakljucili, da je bila ponovljivost dolo¢anja MK znotraj vzorca
dobra in da je bila kromatografska kolona HP-88 primerna za locbo identificiranih MK.
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Preglednica 12: Ponovljivost znotraj paralelke vzorca postrvi §t. 095 (ut % MK od skupnih MK).

MK 1.PON. | 2.PON. [ 3.PON. | 4.PON. [ 5.PON. [ 6.PON. [ POVP. SO KV
(ut. %) (%)
C12:0 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,09 0,08 0,003 | 3,42
C13:0 0,03 0,02 0,03 0,03 0,02 0,00 0,02 0,009 -
C14:0 4,02 3,99 4,04 4,02 4,00 4,06 4,02 0,024 | 0,59
C14:1, trans-9 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,15 0,14 0,006 | 427
Cl14:1, cis-5 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,002 | 5,08
C15:0 0,31 0,31 0,32 0,31 0,31 0,40 0,33 0,034 | 1022
C16:0 14,46 | 1439 | 14,60 | 14,52 | 1444 | 1441 14,47 | 0,071 | 0,49
C16:1, trans-7 0,29 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,001 | 032
C16:1, cis-7 6,15 6,13 6,18 6,15 6,12 6,11 6,14 0,025 | 0,40
C17:0 0,46 0,45 0,46 0,45 0,45 0,59 0,48 0,052 | 10,91
C17:1, trans-7 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,08 0,09 0,003 | 3,06
C17:1, cis-7 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,88 0,90 0,009 | 1,05
C18:0 2,63 2,61 2,66 2,64 2,63 2,65 2,64 0,015 | 0,56
C18:1, trans-9 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,10 0,09 0,005 | 5,99
C18:1, cis-11 0,65 0,66 0,64 0,65 0,64 0,65 0,65 0,008 | 1,23
C18:1, cis-9 17,15 | 17,19 | 17,10 | 17,10 | 17,11 | 17,11 17,13 | 0,032 | 0,19
C18:1, cis-11 2,82 2,80 2,79 2,81 2,80 2,78 2,80 0,013 | 048
C18:2, trans-9,transl2 | 0,16 0,16 0,15 0,17 0,17 0,17 0,16 0,007 | 4,09
C18:2, trans-9,cis-12 0,10 0,09 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09 0,003 | 3,17
C18:2, cis-9, cis-12 10,06 | 10,15 | 9,95 9,98 10,03 | 10,01 10,03 | 0,066 | 0,66
C18:3, n-6 0,30 0,30 031 0,30 0,30 0,30 0,30 0,002 | 0,61
C18:3, n-3 1,37 1,38 1,36 1,36 1,37 1,36 1,37 0,007 | 0,51
C20:0 0,11 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,003 | 2,67
C20:1, trans-11 0,46 0,46 0,45 0,45 0,46 0,46 0,46 0,004 | 093
C20:1, cis-11 2,75 2,75 2,70 2,71 2,76 2,76 2,74 0,024 | 087
C18:2, cis-9,trans-11 0,23 0,22 0,22 0,22 0,23 0,23 0,23 0,004 | 1,59
C18:2, trans-10,cis-12 | 0,00 0,00 0,00 0,03 0,02 0,00 0,01 0,012 -
C18:4, n-3 1,72 1,71 1,72 1,71 1,71 1,70 1,71 0,007 | 0,44
C20:2, n-9 0,43 0,44 0,43 0,43 0,44 0,43 0,43 0,002 | 0,52
C20:3, n-3 0,31 0,33 031 0,31 0,35 0,32 0,32 0,017 | 520
C20:3, n-6 0,89 0,88 0,90 0,89 0,89 0,89 0,89 0,006 | 0,64
C20:4, n-6 2,11 2,09 2,06 2,07 2,13 2,12 2,10 0,027 | 1,28
C20:5, n-3 7,60 7,55 7,74 7,67 7,59 7,57 7,62 0,065 | 0,85
C22:0 0,00 0,06 0,00 0,00 0,05 0,00 0,02 0,025 -
C22:1, n-9 031 0,30 0,30 031 0,32 0,32 031 0,009 | 2,94
C24:1, n-9 0,26 0,26 0,25 0,25 0,26 0,26 0,26 0,002 | 0,96
C22:3, n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 -
C22:4, n-6 0,64 0,64 0,64 0,64 0,64 0,64 0,64 0,001 | 0,16
C22:4, n-3 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,001 | 0,50
C22:5, n-3 2,56 2,55 2,56 2,55 2,55 2,54 2,55 0,007 | 0,26
C23:0 1,22 123 1,20 1,22 123 123 1,22 0,010 | 0,83
C22:6, n-3 1585 | 1569 | 1588 | 1596 | 1588 | 15,83 1585 | 0,080 | 0,51

PON - ponovitev; POVP. - povprecne vrednosti (%); SO - standardni odklon; KV - koeficient variabilnosti;
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Preglednica 13: Ponovljivost znotraj vzorca postrvi §t. 097 II (ut % MK od skupnih MK).

MK 1.PON. | 2.PON. | 3.PON. | 4.PON. | 5.PON. [ 6.PON. [ POVP. SO KV
(ut. %) (%)

C12:0 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,00 0,03 0,01 -

C13:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

C14:0 3,76 3,78 3,82 3,82 3,76 3,87 3,80 0,04 | 1,00
C14:1, trans-9 0,17 0,17 0,17 0,17 0,16 0,17 0,17 0,00 | 1,06
Cl14:1, cis-5 0,04 0,05 0,04 0,05 0,05 0,10 0,05 0,02 | 37,93
C15:0 0,35 0,35 0,36 0,35 0,35 0,36 0,35 0,00 | 0,78
C16:0 13,49 | 1335 | 1331 | 1332 | 1328 | 13,38 13,35 0,07 | 0,52
C16:1, trans-7 0,30 0,30 031 031 0,30 0,32 031 0,01 | 2,40
C16:1, cis-7 4,82 4,85 4,87 4,87 4,85 4,90 4,86 0,03 | 0,51
C17:0 0,48 0,48 0,60 0,49 0,48 0,50 0,51 004 | 852
C17:1, trans-7 0,13 0,16 0,17 0,17 0,17 0,17 0,16 0,01 | 889
C17:1, cis-7 0,60 0,62 0,63 0,63 0,63 0,63 0,62 0,01 | 1,90
C18:0 2,81 2,65 2,58 2,58 2,58 2,60 2,64 0,08 | 3,14
C18:1, trans-9 0,16 0,10 0,10 0,11 0,10 0,10 0,11 0,02 | 19,38
C18:1, cis-11 0,97 0,94 0,96 0,96 0,95 0,95 0,96 0,01 | 0,78
C18:1, cis-9 20,52 | 20,36 | 2027 | 2028 | 2029 | 2031 20,34 0,09 | 043
C18:1, cis-11 2,82 2,80 2,80 2,79 2,80 2,78 2,80 001 | 039
C18:2, trans-9,trans12 | 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 -

C18:2, trans-9,cis-12 0,08 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,01 | 9,29
C18:2, cis-9, cis-12 8,39 8,35 8,32 8,33 8,33 8,34 8,34 0,02 | 029
C18:3, n-6 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,00 | 0,98
C18:3, n-3 2,26 2,25 2,25 2,25 2,25 225 2,25 0,00 | 0,17
C20:0 0,15 0,15 0,15 0,13 0,14 0,14 0,14 001 | 6,12
C20:1, trans-11 0,86 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,00 | 045
C20:1, cis-11 4,80 4,85 4,86 4,85 4,87 4,85 4,85 0,02 | 0,46
C18:2, cis-9,trans-11 0,27 0,27 0,27 0,28 0,27 0,27 0,27 0,00 | 122
C18:2, trans-10,cis-12 | 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,00 0,03 0,02 -

C18:4, n-3 1,31 1,34 1,34 1,34 1,34 1,33 1,33 0,01 | 0,65
C20:2, n-9 0,44 0,44 0,44 0,43 0,44 0,43 0,44 0,00 | 0,76
C20:3, n-3 0,23 0,21 0,19 0,21 0,23 0,20 0,21 0,02 | 7,50
C20:3, n-6 0,67 0,64 0,64 0,63 0,63 0,64 0,64 001 | 227
C20:4, n-6 431 437 436 436 439 435 436 0,02 | 0,53
C20:5, n-3 4,83 4,89 4,90 4,88 491 4,89 4,88 0,03 | 0,54
C22:0 0,05 0,07 0,00 0,08 0,05 0,00 0,04 0,03 -

C22:1, n-9 0,58 0,61 0,59 0,59 0,61 0,58 0,59 001 | 2,01
C24:1, n-9 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,00 | 047
C22:3, n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

C22:4, n-6 0,38 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47 0,46 0,03 | 7,02
C22:4, n-3 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,23 0,22 0,00 | 1,00
C22:5, n-3 1,88 1,91 1,91 1,90 191 1,89 1,90 001 | 052
C23:0 1,08 1,05 1,06 1,09 1,05 1,09 1,07 0,02 | 147
C22:6, n-3 15,17 | 1542 | 1553 | 1555 | 1558 | 1547 15,45 0,14 | 0,89

PON - ponovitev; POVP. - povprecne vrednosti (%); SO - standardni odklon; KV - koeficient variabilnosti;
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4.43  Povprecne vsebnosti mas¢obnokislinske sestave lipidov sardel in postrvi

Povprecne vsebnosti MK sestave lipidov sardel in postrvi so podrobneje prikazane v
preglednici 14.

V povprecju so mascobe sardel vsebovale najmanj ENMK (19,63 %) in so bile najbolj
variabilne (KV = 2,51 %), sledile so NMK (32,76 %, KV = 2,42 %) najve¢ pa so mascobe
sardel vsebovale VNMK (47,62 %), katerih koeficient variabilnosti je znaSal le 1,94 %.
Mascobe postrvi so vsebovale najmanj NMK (23,11 %) in so bile tudi najman;j variabilne
(KV = 3,17 %), sledile so ENMK (33,20 %, KV = 9,49 %) in najve¢ so mascobe postrvi
vsebovale VNMK (43,69 %), katerih koeficient variabilnosti je znasal 6,19 % (slika 16).
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Slika 16: Primerjava vsebnosti posameznih skupin MK v lipidih sardel in postrvi

e NMK

Izmed nasi¢enih mascobnih kislin znasa pri sardelah palmitinska kislina (C16:0) kar 66 %
od vseh desetih NMK, ki smo jih analizirali, je pa tudi na drugem mestu od vseh
analiziranth MK (21,04 %), medtem ko pri mesu postrvi zastopa tretje mesto od vseh MK
(14,34 %), a kljub temu predstavlja kar 62 % vseh deseth NMK. Mascobe obeh
analiziranih vrst rib vsebujejo enako zaporedje prvih treh NMK, zaporedje tistih z
manj$imi delezi pa se razlikuje. Vendar bistveni so podatki o miristinski in palmitinski
kislini, ki najbolj prispevata k zviSanju nivoja holesterola v krvi (Grundy, 2003).

Mascobe sardel zatorej vsebujejo 21,04 % palmitinske kisline od vseh analiziranih MK
(KV znasa 2,78%), delez miristinske kisline (C14:0) znasa 5,03 %, stearinske (C18:0)
3,34 %, sledi pa Se margarinska (C17:0) z delezem 1,27 % ter ostale z delezem nizjim od
1 %. Mascobe postrvi pa vsebujejo 14,34 % palmitinske kisline od vseh MK, (KV znaSa
2,78 %), delez miristinske kisline (C14:0) znasa 3,79 %, stearinske (C18:0) 2,87 %, sledi
pa Se trikozanojska (C23:0) z delezem 1,11 % ter ostale z deleZem nizjim od 1 %.
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e ENMK
Pri maS¢obah postrvi predstavlja najvecji delez oleinska kislina (C18:1n-9) in sicer
17,99 %, le ta spada v skupino ENMK, sledi ji palmitooleinska (C16:1n-7C) z delezem
5,52 %, eikozaenojska (C20:1C) 3,43 % ter Se ostale z manjSimi deleZi. Pri sardelah znasa
delez oleinske kisline (C18:1n-9) 8,24 %, njen KV pa je drugi najvecji izmed vseh
doloc¢anih MK, saj znaSa kar 29,41 %. Oleinski kislini sledi palmitooleinska (C16:1n-7C) z
delezem 4,0 %, ostale pa z manjSimi delezi.

e VNMK

DHK (C22:6n-3C) predstavlja pri mascobah sardel najvecji delez od vseh MK, ta znasa
25,86 % v skupini VNMK predstavlja kar 54,3 %, medtem ko pri mascobah postrvi
predstavlja drugi najvecji delez od vseh MK (16,71 %) in tako pomembno prispeva k
delezu n-3 MK. Pri sardelah z 8,97 % sledi EPK (C20:5) nato stearidonska (C18:4n-3) z
3,84 %, a-linolenska (C18:3n-3C) 2,16 % ter ostale kisline z delezem manj$im od 1 %, pri
postrveh pa je druga med VNMK oktadekadienojska (C18:2n-6C) z 8,88 %, EPK (20:5)
6,73 %, nato DPK (C22:5n-3C) z 2,33 %, a-linolenska (C18:3n-3C) 1,59 %, stearidonska
(C18:4n-3) z 1,52 % ter ostale kisline z delezem manj$im od 1 %.
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Slika 17: Primerjava delezev pomembnejsih VNMK v lipidih sardel in postrvi
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Preglednica 14: Primerjava povprecnih delezev MK (% od vseh MK) lipidov sardel in postrvi (LSM
+ SEM) in znacilnost razlike

MK Sardela Postrv Znacilnost razlike
X+ SO X + SO (P-vrednost)

C12:0 0,07+0,00 0,07+0,00 0,00
C13:0 0.06+0.00 0.01+0.00 0.05%**
C14:0 5.03+0.06 3.79+0.06 1.24%**
C14:1. trans-9 0.27+0.01 0.14+0.01 0.1 3%%*
Cl14:1. cis-5 0.18+0.00 0.04+0.00 0. 14***
C15:0 0.75+0.01 0.32+0.01 0.43***
C16:0 21.04+0.17 14 34+0.17 6. 7***
C16:1. trans-7 0.72+0.01 0.29+0.01 0.43%**
Cl16:1. cis-7 4.00+0.13 5.52+0.13 -1 52 %**
C17:0 1.27+0.02 0.46+0.02 0.8 **=*
C17:1. trans-7 021+0.01 0.1+0.01 0.1 ]%**
C17:1. cis-7 0.44+0.03 0.76+0.03 -0, 32%**
C18:0 3.344+0.05 2 .87+0.05 0.47***
C18:1. trans-9 0.1+0.00 0.1+0.00 0.00
Cl18:1.cis-11 0.13+0.03 0.76+0.03 -0.63***
C18:1. cis-9 824+0.36 17.99+0.36 -9 75%**
Cl18:1.cis-11 2.23+0.02 2.76+0.02 -0.53***
C18:2. trans-9.trans12 0.05+0.01 0.12+0.01 -0.07***
C18:2. trans-9.cis-12 0.13+0.01 0.08+0.01 0.05%**
C18:2. cis-9. cis-12 1.69+0.12 R KR+0.12 -7 19%**
C18:3.n-6 0.08+0.01 023+0.01 -0 15%**
C18:3.n-3 2.16+0.07 1.59+0.07 0.57%**
C20:0 0.17+0.01 0.12+0.01 0.05%**
C20:1. trans-11 0.2+0.03 0.58+0.03 -0 38***
C20:1.cis-11 1.62+0.18 343+0.18 -1 81 ***
C18:2. cis-9.trans-11 0.16+0.01 024+0.01 -0.08***
C18:2. trans-10.cis-12 0.05+0.01 0.01+0.01 0.04%**
Cl18:4.n-3 3 R4+0.05 1.524+0.05 2. 32%**
C20:2.n-9 03+0.01 0.44+0.01 -0.14%***
C20:3.n-3 0.07+0.01 0.27+0.01 -0 2k **
C20:3.n-6 0.72+0.02 0.83+0.02 -0 1] ***
C20:4. n-6 1.4+0.20 2.9+0.20 -] S***
C20:5.n-3 {97+0.28 6.73+028 2.24%%*
C22:0 0.12+0.01 0.03+0.01 0.09***
C22:1.n-9 0.24+0.03 0.41+0.03 -0 ] 7***
C24:1.n-9 1.05+0.02 0.31+0.02 0.74%***
C22:3.n-6 0.19+0.01 0.00+0.01 0.19***
C22:4.n-6 041+0.02 0.55+0.02 -0.14%***
C22:4.n-3 0.524+0.01 026+0.01 0.26***
C22:5.n-3 1.02+0.07 2.33+0.07 -1 3] k**
C23:0 0.91+0.02 1L.11+0.02 -0 2***
C22:6.n-3 25.86+0.44 16.71+0.44 9. 15%**
NMK 32.76+0.22 23.11+0.22 9.65%**
ENMK 19.63+0.54 33 2+0.54 =13, 57%**
VNMK 47 62+0.47 43 69+0.47 3.93***
n-3 38.53+0.52 27.62+0.52 10,91 ***
n-6 3.16+0.16 10.76+0.16 -7.6%**
n-6/n-3 0.08+0.01 0.39+0.01 -0 3] ***
P/S 1.45+0.02 1L.89+0.02 -0.44***
1A 0.69+0.01 042+0.01 Q27 **%

LSM - least square mean — pri¢akovane srednje vrednosti; SEM — standard error mean — standardna napaka ocene; ***P
< 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilna razlika; **P < 0,01 statisti¢no visoko znacilna razlika; *P < 0,05 statisticno znacilna razlika.
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V povprecju so mascobe sardel vsebovale od esencialnih MK (EMK), 2,16 % a-linolenske
kisline (C18:3n-3) in 1,69 % linolne kisline (C18:2n-6 C) v cis- konfiguraciji. Vsebovale
so tudi 38,53 % n-3 in 3,16 % n-6 MK, njuno razmerje pa je bilo v povprecju 0,08,
razmerje med VNMK in NMK (P/S) pa je bilo v povprecju 1,45. Indeks aterogenosti (IA)
je v povprecju znasal 0,69 in je nihal med 0,67 in 0,78.

Mascobe postrvi so od EMK vsebovale 1,59 % a-linolenske kisline in 8,88 % linolne
kisline, kar je precejsnja razlika v primerjavi s sardelami. Vsebujejo tudi 27,62 % n-3 MK,
kar je manj od mascob sardel, vendar pa vsebujejo zato ve¢ n-6 MK (10,76 %), njuno
razmerje je posledi¢no temu tudi vecje, 0,39 %. Razmerje med VNMK in NMK (P/S) je
bilo v povprecju 1,89. Indeks aterogenosti (IA) je pri postrveh znasal 0,42.

Iz navedenih podatkov lahko torej razberemo, da je meso sardel bogatejSe z DHK ter EPK,
ki sta izredno uéinkoviti za znizevanje serumskega VLDL holesterola.

S prehranskega vidika je tako P/S indeks (vecji), kot tudi indeks aterogenosti (manjs$i)
ugodnejSi pri postrveh.

4.4.4  Primerjava mascobno Kkislinske sestave postrvi iz razli¢nih ribogojnic

V preglednici 15 je predstavljena primerjava povprecnih delezev MK sestave mesa postrvi,
ki so bile gojene v razli¢nih ribogojnicah.

Pri vec¢ini MK lahko opazimo statisticno zelo visoko znacilno razliko, najbolj pa se
razlikuje naslednjih 5 MK: oleinska C18:1n-9C (3,70 %), EPK 20:5 (3,00 %), arahidonska
C20:4n-3C (2,62 %), DHK C22:6n-3C (2,40 %), eikozaenojska C20:1C (2,35 %).
Miristinska (C14:0), miristooleinska (C14:1n-5C), margarinska (C17:0), stearinska
(C18:0), eikozadienojska (C20:2) ter trikozanojska kislina (C23:0) so mas¢obne kisline, ki
se v delezih zelo ujemajo pri postrveh iz obeh ribogojnic.

Zanimivo je, da je v povprecju pri postrveh, gojenih v Gameljnih (14 mesecev), najvec¢
DHA (17,51 %) sledi ji oleinska kislina (16,76 %), pri postrveh, gojenih v Ilirski Bistrici
(18 mesecev), pa ravno obratno (najvec oleinske (20,46 %) sledi DHA (15,11 %)). Na
podlagi tega smo sklepali, da je vsebnost MK v mascobi gojenih postrvi pogojena
eksogeno, s hrano.

Opazimo lahko, da se delezi NMK najbolje ujemajo, saj je razlika med postrvmi le 1,18 %,
VNMK odstopajo nekoliko vec (4,94 %), najbolj pa se razlikujejo ENMK (6,12 %) in pri
zadnjih dveh skupinah sta razliki statisticno zelo visoko znacilni.

Skoraj identi¢ne rezultate lahko zasledimo tudi v IA, razmerju med VNMK in NMK (P/S)
ter v razmerju med n-3/n-6 MK, odstotki n-6 MK pa odstopajo za 1,79, n-3 pa kar za 5,40
%, kar smo tudi oznacili kot statisti¢no zelo visoko znacilno razliko.
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Preglednica 15: Primerjava povprecnih uteznih delezev MK (% od vseh MK) mesa postrvi,
vzgojenih v razli¢nih ribogojnicah (LSM = SEM) in znacilnost razlike

MK Postrv Gameljne Postrv Ilirska Bistrica Znacilnost razlike
(14 mesecev) (18 mesecev) (P-vrednost)
X + SO X + SO

C12:0 0 0R+0 00 0 04+0 00 0.04***
C13:0 0.01+0.00 0.00+0.00 0.01
C14:0 3.80+0.07 3.75+0.10 0.05
Cl14:1. trans-9 0.13+0.00 0.16+0.00 -0.03***
Cl14:1. cis-5 0.05+0.01 0.04+0.01 0.01
C15:0 0.31+0.00 0.35+001 -0.04%**
C16:0 14.73+0.12 13.56+0.17 1 17%**
C16:1. trans-7 0.28+0.00 0.30+0.00 -0.0] ***
C16:1. cis-7 5.89+0.13 4 77+0.18 1.1 2%%*
C17:0 0.45+0.01 0.47+0.01 -0.02
C17:1. trans-7 0.08+0.00 0.14+0.01 -0.06***
C17:1. cis-7 0.85+0.02 0.59+0.03 0.25%**
Cl18:0 2. 894+0.07 2 1+0.09 0.08
C18:1. trans-9 0.09+0.01 0.12+0.01 -0.03*
Cl18:1.cis-11 0.66+0.01 0.98+0.02 -0.32%**
C18:1. cis-9 16.76+0.25 20.46+0.35 -3 70%**
C18:1.cis-11 2.74+0.02 2.82+0.03 -0.08%%*
C18:2 trans- 0.16+0.00 0.034+0.00 0.14%**
C18:2. trans-9.cis-12 0.09+0.00 0.07+0.01 0.02%**
C18:2. cis-9. cis-12 926+0.17 8 13+0.25 1. 2%%*
C18:3.n-6 028+0.02 0.13+0.02 0.14***
C18:3.n-3 1.30+0.03 2.19+0.04 -0.89***
C20:0 0.10+0.00 0.16+0.00 -0.06***
C20:1. trans-11 0.44+0.01 0.87+0.01 -0.44%**
C20:1. cis-11 2 65+0.06 5.00+0.09 -2 35%**
C18:2. cis-9.trans-11 0.22+0.00 0.27+0.00 -0.06%**
C18:2. trans-10.cis- 0.00+0.00 0.044+0.00 -0.04***
Cl18:4.n-3 1.62+0.04 1.33+0.06 0.20%**
C20:2.n-9 0.44+0.02 0.43+0.02 0.01
C20:3.n-3 0.29+0.01 0.22+0 01 0.07%**
C20:3.n-6 091+0.01 0.66+0.02 0. 25%**
C20:4.n-6 2 03+0.08 4 65+0.12 -2 .62 F**
C20:5.n-3 7.73+0.22 4 73+0.31 3.00***
C22:0 0.01+0.01 0.07+0.01 -0.07***
C22:1.n-9 0.30+0.01 0.63+0.02 -0.33%**
C24:1.n-9 0.26+0.01 0.40+0.01 -0, 1 5%**
C22:3.n-6 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00
C22:4 n-6 0.62+0.01 0.42+0.01 0.20%**
C22:4 n-3 0.27+0.00 0.22+0.01 0.06%**
C22:5.n-3 2.61+0.03 1.77+0.04 0.84%**
C23:0 1.124+0.04 1.10+0.05 0.02
C22:6.n-3 17.51+0.64 15.114+0.90 2.40%*
NMK 23 50+0.16 22 32+0.723 1.18**
ENMK 31.16+034 37.28+0.48 -6, 12%**
VNMK 45 34+0.44 40.40+0.62 4.94***
n-3 29 424+0.52 24 01+0.73 5.40%**
n-6 11.35+0.18 9 57+0.25 1.79%**
n-6/n-3 0.39+0.01 0.40+0.02 -0.01
P/S 1.93+0.03 1.81+0.04 0.12*
1A 0.43+0.01 041+0.01 0.02

LSM - least square mean — pricakovane srednje vrednosti; SEM — standard error mean — standardna napaka ocene; ***Pp
< 0,001 statisti¢no zelo visoko znaéilna razlika; **P < 0,01 statisticno visoko znacilna razlika; * P < 0,05 statisti¢no znacilna razlika.
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Preglednica 16: Mascobnokislinska sestava dolocena z internim standardom in z izraCunom (mg

MK/100 g)
Povprecna MK sestava ribjega mesa — Povprecéna MK sestava ribjega mesa -
doloceno z internim standardom izracdunana
Sardela Postrv Postrv Sardela Postrv Postrv
MK Gameljne Ilirska Bist. Gameljne  Ilirska Bist.
X £SO X £SO X £SO X £SO X £SO X £SO
(mg MK/100g)  (mg MK/100g)  (mg MK/100g) | (mgMK/100 g) (mg MK/100g)  (mg MK/100 g)
C12:0 2,87+0,53 2,92+0,96 1,64+0,08 2,66+0,25 3,26+0,20 1,71+0,06
C13:0 2,20+0,36 0,44+0,61 0,00* 2,04+0,15 0,39+0,53 0,00*
C14:0 200428 138147 16814 18648 154110 17549
C14:1, trans-9 10,7£2,1 4,71,6 7,350,25 9,941,1 5,25+0,29 7,68+0,46
C14:1, cis-5 7,041,1 1,49+0,30 1,74+0,03 6,51+0,38 1,8340,70 1,81+0,06
C15:0 29,8+4,2 11,134 15,7540,51 27,8+1,2 12,4940,57 16,5+1,0
C16:0 835+103 529+157 606+11 778+22 597417 633130
C16:1, trans-7 28,4+3,4 10,3+3,1 13,4340,44 | 26,49+0.93 11,54+0,26 14,04+0,87
C16:1, cis-7 160426 215473 21549 14848 238417 224416
C17:0 50,0+5,3 16,2+4,9 20,86+0,86 46,8+3,2 18,4+1,0 21,8+1,1
C17:1, trans-7 8,2+1,3 3,0£1,0 6,59+0,50 7,66+0,43 3,32+0,28 6,90+0,77
C17:1, cis-7 17,5+2,7 30,8+10,8 26,9+1,4 16,21+0,69 34,242 6 28,2+2,5
C18:0 133116 103428 124,142,6 12344 117,248,9 12943
C18:1, trans-9 4,10£0,54 3,16+0,99 4,6x1,7 3,8310,24 3,56+0,16 4,8+1,6
C18:1, cis-11 5,44+2,0 23,3+6,5 43,8340,80 4,9+1,5 26,6+1,7 45,8+2,5
C18:1, cis-9 327442 605+188 919430 305+13 679134 961460
C18:1, cis-11 88,8+12,9 98,7+30,6 12745 82,6+2,5 110,9+2,5 133+10
C18:2, trans-9,trans12 | 1,81+0,27 5,9+1,6 1,13+0,06 1,69+0,11 6,67+0,22 1,19+0,07
C18:2, trans-9,cis-12 5,3+1,9 3,3+1,2 2,88+0,44 4,914 3,59+0,34 3,01+0,39
C18:2, cis-9, cis-12 66,8+8,0 334+110 366124 62,3+1,4 375422 383+35
C18:3, n-6 3,24+0,52 10,3+4,2 6,030,15 3,010,16 11,242,0 6,30+0,37
C18:3,n-3 86,0+13,0 46,6+£14,7 98,5+7,0 79,9+2,2 52,5+2,6 103,149,9
C20:0 6,69+0,89 3,541,2 7,22+0,27 6,24+0,27 3,910,27 7,55+0,50
C20:1, trans-11 8,2+2,7 15,6+4,7 39,6+1,4 7,5¢1,9 17,7£1,3 41,4+3,1
C20:1, cis-11 65,2+18,5 94,5+27,5 226,5+6,6 59,8+10,5 107,346,3 237415
C18:2, cis-9,trans-11 6,18+0,99 7,8+2,4 12,5940,62 5,74+0,31 8,80+0,31 13,2+1,2
C18:2, trans-10,cis-12 | 2,13%0,70 0,00* 1,82+0,10 1,96+0,54 0,00* 1,90+0,13
C18:4, n-3 153423 59,3+21,1 60,1+2,2 14245 65,616,0 62,8+4,5
C20:2, n-9 11,9+1,5 15,6+3,9 19,541,2 11,06%0,17 18,0+2,0 20,4+1,9
C20:3,n-3 2,94+0,45 10,4+3,5 9,86+0,69 2,730,11 11,6+1,0 10,3140,86
C20:3, n-6 28,6+3,7 32,849,8 29,9+1,9 26,6+1,2 37,0¢1,5 31,3+2,8
C20:4, n-6 57,3+23,5 72,4+20,8 212411 51,9+17,3 82,3+4,8 221417
C20:5, n-3 357154 281495 215+14 332+11 313429 225421
C22:0 4,59+0,93 1,02+0,36 3,57+0,83 4,26+0,58 0,31+0,87 3,7410,92
C22:1,n-9 9,5+1,9 10,7+2,9 29,1+1,9 8,79+0,65 12,26+0,77 30,5+3,0
C24:1,n-9 41,7454 9,242,5 18,4+0,9 38,9+1,8 10,45+0,65 19,3+1,5
C22:3,n-6 7,6+1,3 0,00* 0,00* 7,241.2 0,00* 0,00*
C22:4, n-6 16,3+2,3 22,4+7,0 20,0+2,0 15,1240,42 25,16+0,68 20,9+2,8
C22:4,n-3 20,6+2,1 9,842,8 9,840,6 19,2+1,3 11,10+0,44 10,27+0,92
C22:5,n-3 40,5+6,3 93,3+26,2 80,8+9,6 37,6+1,1 10642 85+12
C23:0 36,56,5 40,0£12,7 49,9+1,2 33,8+1,8 45,3+4,7 52,2+3,4
C22:6,n-3 10251124 610+£132 687437 957+38 709487 694114
X MK 3973,34 3585,57 4507,56 4554.00 455415 4689,32

* pod mejo detekcije (< 0,1 mg/100 g vzorca) pri danih pogojih
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4.4.5

Primerjava naSih rezultatov z literaturnimi

Preglednica 17: Primerjava kemijske sestave mesa sardel in postrvi s podatki iz literature (g/100 g)

vrsta Voda Beljakovine | Mascobe Pepel Holest.
g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g | mg/100 g

Sardelaender, 2000) 78,0 15,3 5,2 - -
Sardelauiier,1996) 73,80 18,40 5,18 1,62 -
Sardelaarin, 2005) 70,7945,54 | 20,96+£0,98 | 6,42+6,16 | 2,50+0,25 -
Postrv-Sarenka ziender, 2000) 74,0 19,0 6,0 - 60
Soska postrv-gojenaproger,2000 | 66,68-72,40 | 18,82-19,50 | 4,79-6,02 | 1,92-2,23 -
Sardelaagi podatki) 72,36 19,69 4,11 2,69 80,92
PoStrvmasi podatii) 75,09 18,87 4,69 1,26 57,31

V preglednici 17 smo primerjali kemijsko sestavo mesa sardel in postrvi z literaturnimi
podatki in ugotovili, da se podatki ujemajo.
Vsebnosti vode, beljakovin in pepela, ki smo jih dolocili v ribjem mesu, nekako sovpadajo
s podatki, ki smo jih zasledili v literaturi, medtem ko je vsebnost mascob pri sardelah
nekoliko manjSa od navedenih literaturnih podatkov.
Literaturni podatki o vsebnosti holesterola v sardelah in postrveh so zelo skopi, vendar pa
moramo biti do njih dovolj kriti¢ni, saj navadno ne navajajo metode, po kateri so prisli do
dolocenih rezultatov. Ravno tako je vprasljiva pravilnost rezultatov analiziranih oksidov
holesterola v vzorcih Zivil, saj lahko le ti nastanejo in razpadejo med samo analizo. Se
vedno ostaja odprto vpraSanje, katera analizna metoda daje najbolj ustrezne rezultate.
Objavljeni rezultati so med seboj tezko primerljivi. Celo v primerjalni Studiji, ki ja zajela
17 razli¢nih laboratorijev in s katero so zeleli poenotiti metode doloCanja, so dolocili
razli¢ne vsebnosti oksidov holesterola v istovrstnih zivilih (Dutta s sod., 1999).

Preglednica 18: Primerjava povpre¢nih vrednosti najpomembnejSih mascobnih kislin v mesu sardel
in postrvi z podatki iz literature (podatki so podani v % od vseh MK)

Maséobna Kislina Vsebnost MK Nasi podatki
Postrv Sardela Sardela Postrv Sardela
(Johansson, 2000) __(Castrillon,1997) (Marin, 2005)

C14:0 miristinska 4,26 6,09 5,94 3,7940,06 5,03+0,06
Cl16:0 palmitinska 13,03 19,61 26,24 14,3440,17 21,0440,17
Cl16:1n-7 | palmitooleinska 8,54 6,80 4,37 5,52+0,13 4,00+0,13
C18:0 stearinska 1,95 3,98 5,24 2,87%0,05 3,34+0,05
C18:1n-9 | oleinska 20,26 10,77 9,59 17,99+0,36 8,24+0,36
C18:2n-6 | linolna 4,16 1,33 1,96 8,88+0,12 1,6940,12
C18:3n-3 | a-linolenska 0,88 4,97 2,83 1,59+0,07 2,16£0,07
C20:5n-3 | EPA 4,46 12,44 8,12 6,73+£0,28 8,97+0,28
C22:5n-3 | DPA 1,92 1,63 1,05 2,33+£0,07 1,024+0,07
C22:6n-3 | DHA 13,67 16,92 22,50 16,7120,44 25,86+0,44
NMK 19,24 33,89 39,36 23,11+0,22 32,76+0,22
ENMK 53,77 20,83 18,03 33,24+0,54 19,63+0,54
VNMK 26,94 45,28 42,60 43,69+0,47 47,62+0,47
n-3 4,61 37,78 27,62+0,52 38,53+0,52
n-6 22,33 - 4,83 10,7610,16 3,16%0,16
P/S 1,40 1,34 7,57 1,89+0,02 1,4540,02

- lit. vir ne navaja podatka
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Preglednica 18 nam prikazuje primerjavo vsebnosti nekaterih pomembnejSih MK s podatki
iz literature.

Iz nje lahko razberemo enako zaporedje pomembnejsih MK pri postrveh, medtem ko tega
ne moremo potrditi pri delezih skupin NMK, ENMK ter VNMK. Nasi podatki kaZejo, da
postrvi vsebujejo najvecji delez VNMK, sledijo ENMK in NMK, medtem ko v literaturnih
podatkih zasledimo, da je vsebnost ENMK skoraj enkrat vecja od vsebnosti VNMK. Enako
se podatki razlikujejo tudi v odstotkih n-3 in n-6 MK. Johansson s sod. (2000) je dolo¢il
skoraj 6-krat vecjo vsebnost n-6 MK od n-3 MK v postrveh, medtem ko naSi rezultati
kazejo 2,6-krat vecjo vsebnost n-3 MK od n-6 MK.

Pri masSc¢obnokislinski sestavi mas¢ob sardel opazimo razlikovanje podatkov Ze pri
najpomembnej$i MK, namre¢ v mas¢obah nasih sardel smo dolo¢ili najve¢ DHA, medtem
ko v dveh razli¢nih literaturnih virih zasledimo najve¢jo vsebnost nasi¢ene palmitinske
MK in DHA. Odstotki preostalih MK so podobni naSim, ki manj odstopajo od podatkov, ki
jih navaja Marin (2000), vendar pa v razmerju VNMK in NMK oz. P/S opazimo ogromno
odstopanje z navedenimi podatki.

Za razliko od postrvi, pri sardelah opazimo, da vsebujejo njihove masc¢obe veliko ve¢ n-3
MK kot n-6 MK. Taka razmerja uvrs¢ajo meso sardel med zivila z visoko preventivno
vlogo pri mnogih boleznih, Se posebej sré¢no-zilnih.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Testiranje metode za locbo in kvantitativno analizo vsebnosti holesterola in oksidov
holesterola z uporabo metode ekstrakcije s trdno fazo (SPE), ter vse analize smo naredili
na zamrznjenih jadranskih sardelah in postrveh (Sarenka), ki so bile gojene v razlicnih
ribogojnicah, in razli¢nih starosti (Gameljne, 14 mesecev; Ilirska Bistrica, 18 mesecev).
Vec avtorjev navaja, da ima zamrzovanje za kratek ¢as (do enega meseca) majhen vpliv na
kemijsko in mascobnokislinsko sestavo (Exler in sod., 1975; Garthwaite, 1997) ter da
zamrzovanje ohrani prvotno kakovost ribe (Perovi¢, 2000).

Ker obi¢ajno ne zauzijemo cele ribe, temvec samo uzitne dele, pri ugotavljanju kakovosti
neuzitne dele odstranimo in analiziramo samo uzitne. Neuzitni deli, se lahko izkoristijo za
predelavo v krmo za zivali ali kot surovina za pridobivanje ribjega olja (Vujkovi¢, 1996).
Nasi rezultati so zato predstavljeni na jedilnem delu mesa rib, to je brez drobovine in
glave, v primeru postrvi pa tudi brez kosti.

Tako pripravljeni vzorci so bili pripravljeni za izvedbo modificirane metode dolocanja
vsebnosti holesterola in oksidov holesterola z uporabo metode ekstrakcije s trdno fazo. 1z
enako pripravljenih vzorcev smo analizirali tudi vsebnost vode, beljakovin, mascob, pepela
ter mas€obnih kislin. V mas€obah sardel in postrvi smo dolocili deleZze 42-ih maScobnih
kislin.

Za dolocanje vsebnosti holesterola in oksidov holesterola v ribjem mesu smo se sprva
nana$ali na metodo po Naeemi-ju (Naeemi in sod., 1995), ki se je izkazala kot neustrezna,
ker vkljucuje vroCe umiljanje. Iz literature (Dutta, 1999) je namre¢ znano, da na vsebnost
holesterola in oksidov holesterola vpliva poleg izbrane metode dolocanja tudi priprava
vzorca. Razlike so o€itne predvsem pri oksidih holesterola, ki so v vzorcih prisotni v zelo
majhnih koli¢inah. Znano je, da je rezultat prisotnosti kisika pri poviSani temperaturi
oksidacija holesterola. Sam holesterol je sicer stabilen tudi pri visokih temperaturah, ko pa
holesterol segrevemo v prisotnosti triacilglicerolov, nastanejo razli¢ni produkti razgradnje.
Tako rezultati o vsebnosti holesterola in oksidov holesterola ne bi bili pravilni. V
nadaljevanju nasega dela smo izbrali metodo, ki vklju€uje hladno umiljanje, metodo po
Ubhayasekera-ju (Ubhayasekera in sod., 2004). Metoda poleg hladnega umiljanja opisuje
Se fazo ekstrakcije holesterola z organskim topilom, ekstrakcijo s trdno fazo (SPE) ter
identifikacijo s HPLC in GC, v primeru dolo¢anja oksidov pa je pred GC potrebno izvesti
Se derivatizacijo do TMS-etrov, derivatov oksidov holesterola.

Tekom izvajanja metode po Ubhayasekera-ju smo naleteli na doloc¢ene tezave, ki smo jih
uspeli resiti. Tako smo priredili fazo ekstrakcije z izborom najbolj ustreznega organskega
topila, poleg tega v celoti spremenilili SPE postopek (izbor ustrezne kolone in vrste ter
koli¢ine topil za vezavo in izlocanje molekul holesterola na/iz kolone).

Kot najbolj ustrezno organsko topilo smo z vrsto analiz dolocili dietileter. Pri uporabi le
tega smo imeli najmanj teZav v analiticnem postopku, najmanjSe pa so bile tudi izgube.
Poleg tega smo zasledili v literaturi tudi naboljSo topnost holesterola v dietiletru v
primerjavi z ostalimi topili, ki smo jih medsebojno primerjali. Poraja pa se nam vprasanje
ali bi kakorkoli Se lahko izboljsali postopek ekstrakcije in s tem izkoristek modificirane
metode. Glede na podatek iz literature, da je topnost holesterola v piridinu skoraj dvakrat
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boljsa kot v etru (Shepard in sod., 1993), bi bilo vredno poizkusiti tudi s tem topilom; ne
vemo pa, ¢e ne bi med postopkom naleteli na motece komponente, ki bi ovirale ekstrakcijo
oz. nadaljnje delo.

Verjetno bi lahko izboljsali tudi postopek ekstrakcije s trdno fazo (SPE), in sicer tako da bi
povecali koli¢ino izloenega holesterola v zadnji eluat, ki ga analiziramo s HPLC ter GC.
V nasem primeru smo se sicer zadovoljili s tem, da se je v tretji eluat izlocil vecji del
holesterola (z uvajanjem mobilne faze), Ceprav se je majhen delez holesterola izlocil v prvi
eluat (ob uvajanju heksana). To si razlagamo kot posledica premajhne kapacitete kolone
Strata SI-1. Molekul holesterola je bilo veliko ve¢, kot je bilo mest vezave na trdni fazi
kolone, zato so se molekule, ki se niso vezale na Ze zasi¢eno kolono, izlocile s topilom, s
katerim smo hoteli izlo¢iti druge oz. mote¢e komponente. Napako bi verjetno lahko
odpravili z vecjo kapaciteto kolone. Vendar, ker je to odvisno od proizvajalcev kolone (na
kar ne moremo vplivati), bi lahko poizkusili z manjSo odtehto vzorca (1 g namesto 1,5 g).
Vprasanje pa je, ¢e ne bi nato naleteli na tezavo pri locbi oksidov holesterola, kajti le ti so
prisotni v tako majhnih koli¢inah, da so bili ze v nasi prvotni odtehti komaj zaznavni.

Z modifikacijo metode po Ubhayasekera-ju smo loc¢ili in kvantitativno ovrednotili vsebnost
holesterola ter njegovih oksidov.

Literaturni podatki o vsebnosti holesterola v mesu rib so zelo skopi, nasi podatki pa kazejo,
da meso sardel vsebuje veliko vecji delez holesterola (80,92 mg/100 g), kot meso postrvi
(57,31 mg/100 g).

V literaturi le redko zasledimo podatke o kemijski sestavi tako jadranskih sardel kot tudi
postrvi Sarenk, ve¢ podatkov zasledimo za ribje izdelke.

Sardele so imele v naSih analizah v povprecju 19,69 % beljakovin, 4,11 % mascob,
72, 36 % vode, 2,69 % pepela ter 80,92 mg/100 g holesterola, postrvi pa 18,87 %
beljakovin, 4,69 % mascob, 75,09 % vode, 1,26 % pepela in 57,31 mg/100 g holesterola.

Rezultati za vsebnost beljakovin v sardelah (19,69 %) so podobni kot jih navaja literatura.
Dobro ujemanje smo ugotovili tudi za vsebnost beljakovin v postrveh (19,0 % ). Na osnovi
teh podatkov lahko meso obeh vrst rib uvrstimo med beljakovinsko najkvalitetnejSe vrste
mesa, gledano s prehranskega staliS¢a. Podobne vsebnosti za beljakovine (21 %) ima tudi
goveje, pradije in kunéje meso (Zlender, 1997), vendar je ribje meso s prehranskega
vidika bolj zaZeleno zaradi lahke prebavljivosti.

Na podlagi rezultatov za vsebnost mascobe (sardele 4,11 %; postrvi 4,69 %) lahko sardele
in postrvi glede na delitve v literaturi (Exler in sod., 1975; Weihrauch, 1977) opredelimo
kot nemastne ribe (>5 0z. 8 % mascobe), za razliko od literaturnih virov, v katerih lahko
zasledimo, da tako postrvi kot tudi sardele spadajo v razred mastnih rib, saj postrvi
vsebujejo okoli 6,0 % (Zlender, 2000), sardela pa okoli 6,42 % maScob (Marin, 2005).
Razliko si lahko razlagamo z dejstvom, da je vsebnost mascob v sardelah, postrveh kot tudi
v drugih divjih Zivalih, odvisna od dostopnosti hrane in spolne zrelosti ter stanja
reprodukcijskega ciklusa oz. sezone ulova.

Nasi rezultati analiz pepela v sardelah kazejo vecje vsebnosti, kot so za ve€ino morskih rib
navedeni v literaturi (Plestenjak in Repic, 1988). Novejsi podatki (Marin, 2005) pa za
sardele navajajo vsebnosti pepela podobne naSim (2,50 %-2,75 %). V obeh primerih so bile
analizirane sardele brez glave in drobovine, vsebovale pa so kosti. Ker se kosti med
termic¢no obdelavo zmeh¢ajo (Pravilnik o kakovosti rib, ribisSkih proizvodov in izdelkov, ki
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so v prometu, 2002), so pri sardelah uzitne in so dodatni vir fosforja, kalcija ter drugih
mineralnih snovi. V primeru postrvi pa je ravno obratno. V literaturi zasledimo vsebnost
pepela od 1,92 % — 2,23 %, medtem ko nasi podatki kazejo precej nizjo vrednost, 1,26 %.
Nasa ugotovitev je, da vsebujejo sardele veliko anorganskih snovi. Te razlike so
dobrodosle s prehranskega stalis¢a, saj meso klavnih zivali in postrvi ter drugih vrst rib
vsebujejo le okoli 1 % pepela (Bogut in sod., 1996, Perovi¢, 2000).

Rezultati o vsebnosti vode v mesu sardel niso bistveno odstopali od splo$ne sestave ribjega
mesa, v literaturi pa navajajo mnogi avtorji, da je koli¢ina vode in mascobe, tako pri ribjem
kot tudi pri drugih vrstah mesa, v obratnem sorazmerju. Ce gledamo vsebnost mas¢ob po
sezonah ulova, so pozimi in spomladi sardele puste ribe in poleti ter jeseni mastne. Zaradi
variabilnosti deleza skupnih maS¢ob je pomembno, da ob navedbi rezultata, navedemo tudi
sezono (Marin, 2005).

Studij mag¢obnokislinske sestave rib je pomemben in razsirjen zaradi poznanih vplivov na
zdravje potrosnikov (Love, 1997), zato kakovost maSfob ocenjujemo na podlagi
mascobnokislinske sestave. NajveCkrat govorimo o relativnih delezih MK, ki pa so za
prehransko svetovanje premalo. Potrebujemo podatek o vsebnosti MK v g ali mg/100 g
mesa ali vsaj podatek o skupni koli¢ini mascob v zivilu. S prehranskega staliS¢a so
pomembna tudi razmerja med skupinami MK (n-6/n-3, P/S, IA).

Vrednosti posameznih MK smo izrazili v mg MK/100 g mesa, in sicer na dva nacina. Pri
prvem nacinu smo mg posameznih MK/100 g mesa izracunali z mnozenjem delezev
posameznih MK in faktorja za pretvorbo, 0,90 (Fatty acids, 1998), pri drugem nacinu pa
smo mg MK/100 g dolo¢ili s pomoc¢jo dodanega internega standarda (nonadekanojska
kislina, C19:0). Izbira, katero metodo uporabiti, je predvsem pogojena z ekonomskim
vidikom. Casovno je krajsa metoda z uporabo internega standarda, ki zahteva natan¢no
delo v vseh fazah priprave vzorcev in same dolocitve. Metoda s preracunom pa zahteva
dve analizi: vsebnost skupnih masc¢ob (po Weibull in Stoldt-u), nato pa Se dolocitev
posameznih MK (Polak, 1999).

Vecina virov predstavlja mascobnokislinsko sestavo ribjih mas¢ob z uteznimi odstotki
posameznih MK v mascobi. Ker taki podatki zelo malo povedo o resni¢ni prehranski
vrednosti ribjih mas¢ob oz. mesa, je potrebno deleze posameznih MK izraziti v g ali mg na
100 g mesa. Tako predstavljene podatke tudi najpogosteje zasledimo v prehranskih
tabelah.

Mascobnokislinsko sliko mas€ob rib smo predstavili po skupinah MK in po posameznih
MK.

Vsebnost NMK je znatno vecja v mesu sardel (32,76 %) kot v postrveh (23,11 %) za
razliko od ENMK, katerih delez je 33,2 v primeru postrvi in 19,63 % v primeru sardel.

V povprecju so mas€obe sardel vsebovale od esencialnih MK (EMK) 2,16 % a-linolenske
kisline (C18:3n-3) in 1,69 % linolne kisline (C18:2n-6 C). Vsebovale so tudi 38,53 % n-3
in 3,16 % n-6 MK, njuno razmerje pa je bilo v povprecju 0,08, razmerje med VNMK in
NMK (P/S) pa je bilo v povprecju 1,45.

Indeks aterogenosti (IA) upoSteva specificne vplive posameznih MK na koncentracijo
holesterola v krvi in bolj realno oceni kakovost mascob z vidika zdravja (Salobir, 1997).
Le ta je v povprecju znasal 0,69 in je nihal med 0,67 in 0,78. To dejstvo nas je nekoliko
presenetilo, saj IA vecji od 0,5 s prehranskega stalis€a ni zaZeljen. Meso mlade pitane
govedi in bedra ter prsi pis€ancev imajo IA med 0,5 in 0,43 (Polak, 1999; Verbic, 2001),
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kar je znatno nizje od IA v lipidih mesa sardel. Ker [A uposteva MK, ki povecujejo
holesterol v krvi (predvsem lavrinska (C12:0), miristinska (C14:0), palmitinska (C16:0) in
trans- MK) in ker so sardele vsebovale veliko palmitinske (C16:0) in miristinske kisline
(C14:0, vpliv slednje pa je najvecji, saj se pomnoZi s faktorjem 4 (Salobir, 1997)), je IA pri
sardelah s prehranskega stali§¢a neugoden.

Mascéobe postrvi so od NMK vsebovale 1,59 % a-linolenske in 8,88 % linolne kisline, kar
je precej$nja razlika v primerjavi s sardelami. Vsebujejo tudi 27,62 % n-3 MK, kar je manj
od mascob sardel, vendar pa vsebujejo zato ve¢ n-6 MK (10,76 %), njuno razmerje je
posledi¢no temu tudi vec€je (0,39 %). Razmerje med VNMK in NMK (P/S) je bilo v
povprecju 1,89, literaturni viri pa navajajo, da je razmerje P/S optimalno, ¢e je vecje od
0,5 (Salobir, 1997). V primerjavi z drugimi vrstami mesa, z govedino in pis¢an¢jimi prsmi
in bedri, ki kazejo nizke vrednosti indeksa 0,17 in 0,53-0,56 (Polak, 1999; Verbic, 2001),
so tako postrvi kot tudi sardele optimalne za zmanjSanje tveganja za sr¢no-zilna obolenja.
Indeks aterogenosti (IA) je pri postrveh znaSal 0,42, kar je s prehranskega stalis¢a bolje kot
pri sardelah, zaradi nizjih vrednosti palmitinske, predvsem pa miristinske kisline v lipidih
mesa postrvi.
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5.2

SKLEPI

Na podlagi uporabe modificirane metode za lo¢bo in kvantitativno dolocanje vsebnosti
holesterola in oksidov holesterola z metodo ekstrakcije s trdno fazo (SPE), analize osnovne
kemijske sestave in maSCobnokislinske sestave svezih morskih (jadranska sardela) in
sladkovodnih rib (postrv Sarenka-gojena) lahko oblikujemo naslednje sklepe:

Modifikacija metode doloCevanja holesterola in oksidov holesterola z metodo
ekstrakcije s trdno fazo (SPE) je ustrezna z uporabo topila dietileter, ki ekstrahira
holesterol iz neumiljive faze, po predhodnem hladnem umiljanju, ter kolone Strata
SI-1, ki nam lo¢i molekule holesterola in oksidov holesterola od ostalih motecih
komponent.

Izkoristek modificirane metode SPE je znasal 71,54 %.

Meso sardel je v povprecju vsebovalo 4,11 % mascob, 19,69 % beljakovin,
72,36 % vode, 2,69 % pepela, 80,92 mg/100 g holesterola ter 2,30 mg/100 g 7B-
hidroksiholesterola, 1,33 mg/100 g 20a-hidroksiholesterola.

Meso postrvi je v povprecju vsebovalo 4, 69 % maScob, 18,87 % beljakovin,
75,00 % vode, 1,26 % pepela, 57,31 mg/100 g holesterola ter 0,03 mg/100 g 7p-
hidroksiholesterola, 0,76 mg/100 g 20a-hidroksiholesterola.

Mascoba sardel je v povprecju vsebovala 47,62 % VNMK, 32,76 % NMK in 19,63
% ENMK. V povprecju je bilo najve¢ DHA (C22:6n-3, 25,86 %) sledijo
palmitinska kislina (C16:0, 21,04 %), EPA (C20:5n-3, 8,97 %) in oleinska
(C18:1n-9, 8,24 %).

Mascoba postrvi je v povprecju vsebovala 43,69 % VNMK, 33,20 % ENMK,
23,11 % NMK. V povprecju je bilo najve¢ oleinske kisline (C18:1n-9, 17,99 %),
sledijo DHA (C22:6n-3, 16,71 %), palmitinska kislina (C16:0, 14,34 %),
oktadekadienojska (C18:2n-6, 8,88 %) ter EPA (C20:5n-3, 6,73 %).

Razli¢na naCina gojenja in starost postrvi sta statisticno znacilno vplivala na
vsebnost vode, pepela in maScobnokislinsko sestavo lipidov. V postrveh starih 14
mesecev (Gameljne) je najve¢ DHA (17,51 %) sledi oleinska kislina (16,76 %), pri
postrveh starih 18 mesecev (Ilirska Bistrica) je najve¢ oleinske (20,46 %) sledi
DHA (15,11 %)).

Razmerje n-6/n-3 je bilo v mesu sardel povpre¢no okoli 0,08, v mesu postrvi 0,39.
Razmerje P/S v lipidih sardel je bilo okoli 1,45 v postrveh pa 1,89, kar uvr§ca meso
sardel in postrvi med Zivila z visoko preventivno vlogo pri mnogih boleznih, Se
posebej sr¢no-zilnih.

Indeks aterogenosti je znasal pri sardelah 0,69, pri postrveh 0,42 ter tako uvrstil
meso postrvi med tiste vrste mesa, ki so z varovalnega stalis¢a pri
hiperholesterolemiji zazelena za razliko od mesa sardel.
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6 POVZETEK

Prehranski strokovnjaki ugotavljajo, da na aterogeni uc¢inek lipidov bolj kot holesterol,
vplivajo oksidi holesterola ter povecan delez nekaterih nasi¢enih mascobnih kislin, hkrati
pa imajo varovalni antiaterogeni in tudi antikancerogeni ucinek dolgoverizne n-3
mascobne kisline, npr. DHA. Vloga mascob v prehrani je razlicna. MaScobe so nosilci
rezervne energije, vsebujejo esencialne in veckrat nenasi¢ene MK. Najbolj pomembne MK
ribjega mesa so VNMK, Se posebej EPA in DHA, ki se v manjsih koli¢inah pojavijo tudi v
drugi hrani.

Namen nase naloge je bil modificirati metodo dolocevanja vsebnosti holesterola in oksidov
holesterola z metodo ekstrakcije na trdni fazi, ovrednotiti vsebnost holesterola in oksidov
holesterola ter dolociti osnovno kemijsko in mas¢obnokislinsko sestavo mesa rib.

V poizkus sta bili vklju€eni dve vrsti rib, morske (jadranska sardela) in sladkovodne
(gojena postrv) iz dveh razli¢nih ribogojnic in razli¢nih starosti (Gameljne, 14 mesecev;
Ilirska Bistrica, 18 mesecev).

Sprva smo testirali metodo dolo¢anja holesterola po Naeemi-ju (Naeemi in sod., 1995).
Metoda vkljucuje vro¢e umiljanje, kar je bil glavni razlog za opustitev te metode, saj je bil
na$ namen dolociti tudi vsebnost oksidov holesterola; znano pa je, da ti lahko nastanejo
med izpostavljenostjo toploti, svetlobi, zraku. Zato smo kot osnovo nasi metodi vzeli
metodo po Ubhayasekera-ju (Ubhayasekera in sod., 2004). Metodo sestavlja faza hladnega
umiljanja, ekstrakcije holesterola iz neumiljive faze z metilenkloridom, SPE postopek ter
identifikacija oz. doloCanje vsebnosti holesterola z visokotlacno tekoc¢insko kromatografijo
(HPLC). Metodo smo prilagodili naSemu vzorcu s spremembo faze ekstrakcije, in sicer z
zamenjavo topila. Ugotovili smo, da je dietileter najprimernejSe topilo. Za postopek
ekstrakcije s trdno fazo (SPE) pa smo ugotovili, da je primerna uporaba kolone Strata Si-1.

Okside holesterola smo dolocali le okvirno, saj le ti lahko nastanejo ali razpadejo med
samo analizo, tezavo pri dolo¢anju pa predstavlja tudi njihova izredno majhna vsebnost v
vzorcih. Analizirali smo jih po nasi modificirani metodi dolo¢anja holesterola, le da smo
po fazi ekstrakcije na trdni fazi (SPE), eluat prepihali z duSikom in izvedli fazo
derivatizacije ter tako okside holesterola identificirali z GC. Dolo¢ili smo tri okside
holesterola: ~ 7B-hidroksiholesterol,  20a-hidroksiholesterol, = 25a-hidroksiholesterol.
Primerjava s podatki iz literature je skoraj nemogoca, saj so rezultati med seboj tezko
primerljivi in pravilnost analiziranih oksidov holesterola vprasljiva.

Vsebnosti beljakovin, vode, pepela so bile analizirane po AOAC standardnih metodah,
vsebnost mascobe je bila dolo¢ena z metodo Weibull in Stoldt. Masc¢obnokislinska analiza
je bila izvedena po Parku in Goinsu (1994). Identificirali smo 42 MK (10 NMK, 14
ENMK, 18 VNMK) z in situ transesterifikacijo in s pomoc¢jo plinsko-tekoc¢inske
kromatografije. Vsebnost vsake MK je bila dolocena s pomoc¢jo internega standarda
(nonadekanojska MK, C19:0). Vsi rezultati so bili obdelani s statisticnim paketom SAS.

Ker najveckrat ne zauzijemo cele ribe, temve¢ samo njene uzitne dele, moramo poznati
skupno kakovost ravno teh, jedilnih delov ribe. V obeh primerih je pomembno, da
poznamo MK sestavo in koli¢ino mascob, holesterola ter drugih sestavin mesa, zato so nasi
rezultati predstavljeni na jedilnem delu rib, to je brez drobovine in glave.
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Meso postrvi v povprecju vsebuje 4,69 % mascob in 57,31 mg/100 g holesterola, meso
sardel pa 4,11 % mascob in 80,92 mg/100 g holesterola.

Tako mascoba sardel kot mascoba postrvi vsebujeta najve¢ VNMK, tem pa v primeru
sardel sledijo NMK in ENMK, pri postrveh pa ravno obratno. Meso sardel je bogatejSe z
DHK ter EPK, ki sta dolgoverizni veckrat nenasi¢eni MK in ju vsebujejo mastne ribe. Sta
izredno ucinkoviti za zniZzevanje serumskega VLDL holesterola. Meso postrvi vsebuje
velik delez n-6 esencialne MK, to je oleinska kislina.

Indeks aterogenosti (IA), je znaSal pri sardelah 0,69, pri postrveh 0,42 ter tako uvrstil meso
postrvi med tiste vrste mesa, ki so z varovalnega staliS¢a pri hiperholesterolemiji zazeljena
za razliko od mesa sardel.

Razmerje n-6/n-3 je bilo pri mesu sardel v povprecju okoli 0,08, pri mesu postrvi 0,39,
razmerje P/S pa se je pri sardelah v povprecju gibalo okoli 1,45 pri postrveh pa 1,89. Take
vrednosti razmerij uvrs¢ajo meso sardel in postrvi med zivila z visoko preventivno vlogo
pri mnogih boleznih, Se posebej sréno-zilnih.

Uspeli smo dolociti vse predvidene parametre in tudi dolociti modificirano metodo
dolocanja vsebnosti holesterola in oksidov holesterola, ki pa bi jo bilo po naSem mnenju
potrebno Se izboljsati, saj je v postopku prihajalo do nekoliko vecjih izgub, ki bi jih bilo za
bolj pravilne rezultate potrebno odpraviti.
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PRILOGE

Priloga A: Faktor odzivnosti detektorja (Rf) za posamezno MK

MASCOBNA KISLINA | KEMIJSKO IME SLOVENSKO TRIVIALNO IME (FA)
C12:0 DODEKANOJSKA K LAVRINSKA K. 0,934579
C13:0 TRIDEKANOJSKA K. 0,938596
C14:0 TETRADEKANOJSKA K. MIRISTINSKA K 0,942149
C14:1,n-5 9-TETRADECENOJSKA K. MIRISTOOLEINSKA K. 0,941667
C15:0 PENTADEKANOJSKA K. PENTADEKANOJSKA K. 0,945313
C16:0 HEKSADEKANOJSKA K. PALMITINSKA K. 0,948148
Cc16:1, -7 9-HEKSADECENOJSKA K. PALMITOOLEINSKA K. 0,947761
C17:0 HEPTADEKANOJSKA K. MARGARINSKA K. 0,950704
C17:1, n-7 10-HEPTADECENOJSKA K. 0,950355
C18:0 OKTADEKANOJSKA K. STEARINSKA K. 0,95302
C18:1, n-9 9-OKTADECENOJSKA K. OLEINSKA K. 0,952703
C18:2, n-6 9,12-OKTADEKADIENOJSKA K. LINOLNA K. 0,952381
C18:3, n-6 6,9,12-OKTADEKATRIENOJSKA K. y-LINOLENSKA K. 0,952055
C18:3, n-3 6,9,15-OKTADEKATRIENOJSKA K. 0-LINOLENSKA K. 0,952055
C18:4, n-3 6,9,12,15-OKTADEKATETRAENOJSKA K. STERAIDONSKA K. 0,951724
C20:0 EIKOZANOJSKA K. ARAHIDINSKA K. 0,957055
C20:1, n-9 11-EIKOZAENOJSKA K. GADOLEINSKA K. 0,95679
C20:2, n-6 11,14-EIKOZADIENOJSKA K. 0,956522
C20:3, n-9 5,8,11-EIKOZATRIENOJSKA K. 0,95625
C20:4, n-6 5,8,11,14-EIKOZATETRAENOJSKA K. ARAHIDONSKA K. 0,955975
C20:5, n-3 5,8,11,14,17-EIKOZAPENTAENOJSKA K. EPK 0,955696
C22:.0 DOKOZANOJSKA K. BEHENSKA K. 0,960452
C22:1,n-9 13-DOKOZAENOJSKA K. ERUKA K. 0,960227
C22:3, n-6 10,13,16-DOKOZATRIENOJSKA K. DOKOZATRIENOJSKA K. 0,95977
C22:4, n-6 7,10,13,16-DOKOZATETRAENOJSKA K. DOKOZATETRAENOJSKA K. | 0,959538
C22:5, n-6 4,7,10,13,16-DOKOZAPENTAENOJSKA K. DPK 0,959302
C22:6, n-3 4,7,10,13,16,19-DOKOZAHEKSAENOJSKA K. | DHK 0,959064
C23:.0 TRIKOZANOJSKA K. 0,961957
C24:1, n-9 15-TETRAKOZAENOJSKA K. NEVRONSKA K. 0,963158
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Priloga B: Podatki, ki pojasnjujejo morebiten vpliv prehrane na MK sestavo (% od vseh MK)

MASCOBNA Briketi za ribe Gameljne Hirska
KISLINA Hirs. Bistr. (14 mes) Bistrica(18 mes)
X X £SO X £SO
C12:0 0,06 0,08+0,00 0,04+0,00
C13:0 0,03 0,0140,00 0,0040,00
C14:0 4,39 3,8010,07 3,75+0,10
C14:1, trans-9 0,19 0,1340,00 0,16+0,00
C14:1, cis-5 0,07 0,0510,01 0,04+0,01
C15:0 0,36 0,3140,00 0,3540,01
C16:0 12,57 14,73%0,12 13,56+0,17
C16:1, trans-7 0,29 0,28+0,00 0,30+0,00
C16:1, cis-7 4,05 5,8940,13 4,77%0,18
C17:0 0,53 0,4510,01 0,47+0,01
C17:1, trans-7 0,13 0,08+0,00 0,14+0,01
C17:1, cis-7 0,54 0,8540,02 0,5940,03
C18:0 1,93 2,89+0,07 2,81+0,09
C18:1, trans-9 0,07 0,0940,01 0,1240,01
C18:1, cis-11 0,24 0,6610,01 0,98+0,02
C18:1, cis-9 20,90 16,7620,25 20,46+0,35
C18:1, cis-11 2,93 2,74+0,02 2,82+0,03
C18:2, trans-9,trans12 0,03 0,16%0,00 0,03+0,00
C18:2, trans-9,cis-12 0,03 0,0940,00 0,07+0,01
C18:2, cis-9, cis-12 7,86 9,26+0,17 8,13+£0,25
C18:3, n-6 0,07 0,284+0,02 0,13+0,02
C18:3, n-3 3,36 1,3040,03 2,19+0,04
C20:0 0,28 0,1040,00 0,16+0,00
C20:1, trans-11 0,76 0,44+0,01 0,87+0,01
C20:1, cis-11 7,23 2,65+0,06 5,00£0,09
C18:2, cis-9,trans-11 0,33 0,22+0,00 0,27+0,00
C18:2, trans-10,cis-12 0,06 0,00+0,00 0,0440,00
C18:4, n-3 1,93 1,62140,04 1,33+£0,06
C20:2, n-9 0,23 0,44+0,02 0,43+0,02
C20:3,n-3 0,05 0,2940,01 0,2240,01
C20:3, n-6 0,47 0,9140,01 0,6610,02
C20:4, n-6 9,31 2,03+0,08 4,65+0,12
C20:5,n-3 6,29 7,7310,22 4,73+0,31
C22:0 0,15 0,0110,01 0,07+0,01
C22:1,n-9 1,23 0,3010,01 0,63%0,02
C24:1,n-9 0,69 0,2610,01 0,40+0,01
C22:3,n-6 0,00 0,0010,00 0,0040,00
C22:4,n-6 0,39 0,6240,01 0,4240,01
C22:4,1n-3 0,14 0,2740,00 0,22+0,01
C22:5,n-3 0,72 2,61+£0,03 1,77+0,04
C23:0 0,52 1,1240,04 1,10£0,05
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