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SOUHRN

PredloZzena disertai prace se zabyva mastnymi kyselinami ve svatoyikrach a
mli¢i kapra obecnéhdCyprinus carpioL.). Studuje jejich distribuci do lipidovych frak
celkovych lipidh a wnuje se také identifikaci mér¢znych furanovych mastnych kyselin.

Celkové lipidy byly z jednotlivych tkani extrahowasmeési chloroform — methanol,
poté rozdleny na jednotlivé lipidové frakce chromatograféa tenké vrsty a v kazdé
frakci byl stanoven profil mastnych kyselin pomopiynové chromatografie. Pro
identifikaci analyd byl pouzit hmotnostni detektor s elektronovou ertiickou ionizaci,
kvantitativni stanoveni bylo provedeno pomoci plaow ionizatniho detektoru.

V celkovych lipidech studovanych vzdrkbyly nalezenyctyii lipidové frakce:
polarni lipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyisgl (pouze u jiker a mti) a
triacylglyceroly. Zastoupeniéthto frakci se liSilo podle typu studované tkarve
svalovirg prevazovaly nepolarni triacylglyceroly (97 %), v fich a mii dominovaly
polarni lipidy (59 a 68 %), nasledované triacylgyllly (39 a 25 %). Diacylglyceroly a
volné mastné kyseliny twiy frakce minoritni.

V lipidovych frakcich bylo stanoveno vice nez 40stngch kyselin. V polarnich
lipidech vSech studovanych tkarfepazovaly polynenasycené mastné kyseliny (52 — 56 %
celkovych mastnych kyselin). Mononenasycené malyséliny byly nejvice zastoupené
v triacylglycerolech svaloviny a jiker (52 a 48 %)triacylglycerolech méi byly majoritni
skupinou furanové mastné kyseliny (38 %).

V mli¢i bylo identifikovdno celkem osm furanovych mastmykyselin, z nichz
nejvice zastoupenou byla DiMe(11,5) (24,4 %), mindkyselina DiMe(11,4) (0,23 %)
byla v mlii ryb popsana poprvé. Vedle triacylglycerolové @mlbylo vyznamné mnozstvi
téchto kyselin detekovano i v diacylgylcerolech (9. % svalovi a jikrach se nachazely
pouze jejich stopy (do 0,1 %).

Rozdily mezi lipidovymi frakcemi z hlediska zastemp jednotlivych mastnych
kyselin byly vyhodnoceny metodou analyzy hlavniomiponent. Polarni lipidy svaloviny,
jiker i mli¢i spolu korelovaly a charakteristicka pr® lyla gfitomnost polynenasycenych
mastnych kyselin s delSitetzcem, pedevsim 20:4n-6 a 22:6n-3. Jista podobnost byla
nalezena i mezi triacylglyceroly svaloviny a jikes charakteristickymi mastnymi
kyselinami 16:1n-7, 18:1n-7, 18:1n-9 a 18:2n-6.adyiglyceroly mléi se vyznamé
odliSovaly gredevsim vysokym zastoupenim furanovych mastnycélikys

Kli ¢ova slova: kapr obecny, svalovina, jikry, nili lipidy, lipidové frakce, mastné
kyseliny, furanové mastné kyseliny, GC, MS



SUMMARY

Presented thesis is focused on fatty acids in rausge and milt of common carp
(Cyprinus carpiolL.). Their distribution in lipid fractions of totdipids was studied and
less common furan fatty acids were also identified.

Total lipids were extracted from the tissues by theture of chloroform —
methanol, then separated by thin layer chromatdgrapto lipid fractions in which the
fatty acids composition was determined using gasmhtography. Mass spectrometry
with both, electron and chemical ionizations, wasdifor the identification of analytes,
whereas flame ionization detector was used for thentitation.

Four lipid fractions were found in total lipids studied samples: polar lipids,
diacylglycerols, free fatty acids (for roe and nally) a triacylglycerols. Proportions of
these fractions were dependent on the naturesafdisMuscle lipids consisted primarily of
triacylglycerols (97 %), polar lipids predominateéd roe and milt (59 and 68 9%,
respectively), followed by triacylglycerols (39 a@® %, respectively). Diacylglycerols
and free fatty acids were minor fractions in akties.

More than 40 fatty acids were determined in th&lifpactions. Polyunsaturated
fatty acids predominated in polar lipids of allsties (52 — 56 % of total fatty acids).
Monounsaturated fatty acids were the most abuntiht acids in triacylglycerols of
muscle and roe (52 and 48 %, respectively), whemnegs proportion of furan fatty acids
(38 %) was detected in triacylgycerols of milt.

Eight furan fatty acids were identified in miltgige, including the most abundant
DiMe(11,5) (24,4 %) and minor DiMe(11,4) (0,23 %t has not been detected in fish
milt yet. Besides triacylglycerols, an appreciablaount (9 %) of these acids was also
detected in diacylglycerols of milt. Only tracesfofan fatty acids were found in muscle
and roe tissues (up to 0.1 %).

Differences between lipid fractions with respecthe fatty acid composition were
analyzed by principal component analysis. Polaid$ipof muscle, roe and milt were
correlated and their characteristic common featwes the presence of long chain
polyunsaturated fatty acids, mainly 20:4n-6 a 226iriacylglycerols of muscle and roe
tissues were close to each other and were compuaedy of 16:1n-7, 18:1n-7, 18:1n-9
and 18:2n-6 fatty acids. On the other hand, trglggkrols of milt differed considerably
mainly because of the high proportion of furanyfaitids.

Key words: common carp, muscle, roe, milt, lipids, lipid fiiao, fatty acids, furan fatty
acids, GC, MS



1. UVOD

Lipidy ptredstavuji velice heterogenni skupinu biogennichiceloin. Obvykle se
jedna o latky nepolarni neborestire polarni, omezehrozpustné ve vodnych médiich a
naopak dofe rozpustné v nepolarnich rozpaaéch. Nefastji obsahuji v molekule
mastné kyseliny vazané na glycerol, cholesterobrefimgosin. Kromi mastnych kyselin
muze byt na zakladni skelet vazan také zbytek kygdtafore&né, organicka baze, cukr a
dalsi slozky. Pro zZivy organismus jsou lipidy napadatelné, fedstavuji zasobni formu
energie, podili se na stavbunéénych membran, maji funkci ochrannou a reguiaslouzi
jako rozpoustdlo lipofilnich latek a jsou prekurzory vitaniira hormoi.

Jako mastné kyseliny se s&$tji ozna'uji alifatické monokarboxylové kyseliny
liSici se délkou uhlikovéheetizce, stuptim nenasycenosti a polohou dvojnych vazeb.
V nekterych lipidech se vSak vyskytu;ji i jejich deriyabsahujici dalSi furgki skupinygi
roz\wtveny rettzec. Podle p&iu dvojnych vazeb se mastné kyselinlicha kyseliny
nasycené, mononenasycené a polynenasycené, ktdétesmzdluji do sérii (nap n-3 a
n-6) podle polohy prvni dvojné vazbyetzci paiitano od methylového konce.

Pro lidské zdravi jsou zvlaStvyznamné n-3 polynenasycené mastné kyseliny,
piedevsim kyseliny eikosapentaenova a dokosahexaefigt@ kyseliny jsou satasti
prevence chorob ¢hového systému, mentélnich, zrakwtkterych dalSich (Kris-Etherton
et al., 2002; Simopoulos, 2008; Saravan et al.,0R0Biosyntéza polynenasycenych
mastnych kyselin probiha v lidském organismu jeomezené niie a proto je dlezity
jejich piijem v potra¥. Z hlediska vyZivy jsou dopotované pedevsim ryby miske, ale i
sladkovodni mohou byt jejichitezitym zdrojem (Ackman, 2002).

Zastoupeni mastnych kyselin v lipidech ryb je omtivo fadou faktoi, které jsou
vzajemr¢ provazané (Kata et al., 2006). Mezi néastji zminované pai podminky
chovu, vyZziva, roni obdobi, druh ryby, jeji pohlavi a #taSlozeni lipidi a jejich
mastnych kyselin se liSi také #&znych typech tkani. U tkani daych pgevladaji
triacylgylceroly, které maji funkci zasobnich lipic je pro & charakteristicky vysoky
podil mononenasycenych mastnych kyselin. Zastoupeastnych kyselin wthto lipidech
lze vyznamg ovlivnit vyZivou. V polarnich lipidech naopakiqvladaji polynenasycené
mastné kyseliny. Polarni lipidy se podileji na btaliologickych membran a jsou hejn

zastoupeny napv gonadach.



V lipidech ryb, ale i jinych Zivéicha a rostlin, mohou hrat vyznamnou roli také
minoritni slozky. K&m zajimavym pat furanové mastné kyseliny. Tyto néh¢zné
mastné kyseliny jsou v Zivych organismech pom rozStené, jejich funkce vSak dosud
nebyla zcela objagna. Vzhledem k jejich antioxidaim vlastnostem mohou vyznamn
pusobit v tkanich bohatych na polynenasycené mastséliky (nap. mlici ryb) a chranit

je pred oxidaci (souhrrinSpiteller, 2005).



2. LITERARNI P REHLED

2.1 OBECNE POJMY

2.1.1 Lipidy

Lipidy predstavuji velice heterogenni skupinu biogennich¢gioin. Zpravidla jsou
to latky nepolarni neboigdre polarni, omezehrozpustné ve vodnych médiich a naopak
dolre rozpustné v nepolarnich rozpauléch. Zcela obeénlze lipidy definovat jako
mastné kyseliny a jejich derivaty a latkyijuzné biosynteticky nebo futheé k ttmto
sloweninam (Christie, 1989).

Na zéklad fyzikalné-chemickych vlastnosti Fahy et al. (2005) réiidlipidy do 8
kategorii: mastné kyseliny, glycerolipidy, glycessfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy,
polyketidy, sterolove lipidy a prenolové lipidy [@al, Obr. 1).

Tab. 1 Rozdleni lipida podle Fahy et al. (2005).

Kategorie Priklad

Mastné kyseliny kyselina dodekanova

Glycerolipidy 1-hexadekanoyl-2-ZBoktadecenoylsn-glycerol
Glycerofosfolipidy  1-hexadekanoyl-2{%ktadecenoylknglycero-3-fosfocholin
Sfingolipidy N-(tetradekanoyl)-sfing-4-enin

Steroloveé lipidy cholest-5-en-3-ol

Prenolové lipidy 2E,6E-farnesol
Sacharolipidy UDP-3-O-(3R-hydroxy-tetradekanoylyD-N-acetylglukosamin
Polyketidy aflatoxin B

NejbéznejSi kategorie lipid obsahuji v molekule mastné kyseliny vazané esterov
vazbou na glycerol nebo jiny alkohol (cholesteraigbo amidovou vazbou na
aminoalkohol (sfingosin), ffpadré na jiné aminy. Kror& mastnych kyselin fZe byt na
z&kladni skelet vazan také zbytek kyseliny fosfoée organicka béaze, cukr a mnoho
dalSich slozek. Lipidy, které fip hydrolyze uvolni nejvySe v slozky se nazyvaji
jednoduché (nap mastné kyseliny, steroly, acylglyceroly), lipidsteré uvolni iti a vice

sloZzek se nazyvaji komplexni (rfafpsfolipidy, glykolipidy).
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Obr. 1 Struktury zastupcjednotlivych kategorii lipid podle Fahy et al. (2005).

Lipidy predstavuji zasobni formu energie Zi&mych organisiin a mnohych
rostlinnych semen. Dale maji v organismu funkculdinrni (jsou sogasti bugcnych
membran), ochrannou (tepé&la mechanicky izolujici tukova thka reguléni (steroidni
hormony, eikosanoidy, vitaminy A, D, E a K aj.).08ki také jako rozpouXtlo a nosi
lipofilnich latek (nap. vitamini, xenobiotik), jako prekursory vitamira hormof.

11



2.1.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou alifatické monokarboxytokyseliny liSici se délkou
uhlikového fettzce, stuptim nenasycenosti a polohou dvojnych vazeb. MK mostli
Zivocicht a mikroorganism obsahuji pevazré sudy péet uhlikovych atora vazanych
v pifimém (nerozstveném)ietzci scis uspdadanim na dvojnych vazbacheéé MK
v ZivaciSnych tkanich maji 14 — 22 uhlikovych atibfmohou se vSak vyskytovat MK s
2 — 36 uhlikovymi atomy) a 0 — 6 dvojnych vazeb.

MK se dli na nasycené (SFA) neobsahujici Zadnou dvojnouzbuwa
mononenasycené (MUFA) s jednou dvojnou vazbou gngolasycené (PUFA) s éwa a
vice dvojnymi vazbami. PUFA se daléliddo sérii, napp n-3 a n-6, podle polohy prvni
dvojné vazby. Ta je lokalizovana &una 3. nebo 6. uhlikovém atomu ¢fténo od
methylového konce molekuly

Nekteré ziv@isné tkar syntetizuji také hydroxy MK (slozky sfingolipidi, pokud
jsou gitomny MK s jinymi funkénimi skupinami, obvykle pochézeji z potravinového
fettzce. Naopak u rostlin a mikroorganisnjsou zastoupeny MK obsahujici ve své
strukture hydroxy, epoxy, keto a etherovou skupinu néflitenny a gticlenny cyklus. U
Zivocicha byla také nalezena mensSi mnozstvi MK s lichynét@m uhliki, které jsou
béZzné u mikroorganisin MK s rozwtvenymietzcem jsou v firock rozstené spise jako
minoritni slozky (u pezvykavd). MUFA strans konfiguraci dvojné vazby se wipdk
také nachazeji, napkyselina vakcenova v bachortepvykavaé (Christie, 1989).

Dvé PUFA jsou pro Zivéichy (a tedy ic¢loveka) esencialni — kyselina linolova a
kyselina linolenova. Linolova kyselina (LA, 18:2)-&louZi jako prekursor pro sérii MK
n-6. Z nich je zvlagtvyznamna kyselina arachidonova (AA, 20:4n-6) jak&ladni slozka
membranovych fosfolipitl a prekursor eikosanaid Kyselinaa-linolenova (ALA, 18:3n-
3) je prekursor série MK n-3. Vzhledem k vysokéntupei nenasycenosti jsou tyto

sloweniny nachylné k oxidativni degradaci nebo autcasidRuiz-Rodriguez et al., 2010)

2.1.3 Biologicky &inné mastné kyseliny a jejich vyznam v lidské vyzZzi

Mezi biologicky aktivni mastné kyseliny gaPUFA n-3 série, i@devSim kyseliny
eikosapentaenova (EPA, 20:5n-3) a dokosahexaenDwA,( 22:6n-3). Rada studii
potvrzuje jejich pozitivni &inek na lidské zdrawllovéka. Prokazano je jejich preventivni
pusobeni u nemoci éhového systému (na rozdil od SFA a PUFA n-6 séRijom se
uplatiuji rizné mechanismy, které byly podr@bstudovany (Narayan et al., 2006; Sidhu
et al., 2003; Wang et al., 2006; Harris et al.,@0&PA a DHA snizuji krevni tlak, maji
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antiarytmicky (Leaf et al., 2003), antitromboticlay protizagtlivy ucinek. Dale snizuji
hladinu cholesterolu, VLDL (lipoproteinu s velmizkbu hustotou), LDL (lipoproteinu
s nizkou hustotou), triglycerida mirré zvysSuji hladinu HDL (lipoproteinu s vysokou
hustotou) v krevni plasén Pisobi tak proti rozvoji aterosklerézy. DHA jeildZitou
souasti membranovych fosfolipidv mozku a oni sitnici a jeji dostat®é mnoZzstvi ma
velky vyznam pro spravny vyvoj mozku a zraku. EPBHA maji také vyznamipléceni
psychickych poruch, zvlaStdeprese, schizofrenie a demence. U patiempicich
depresemi byla nalezena snizena hladina n-3 PUFAosmlipidech krevniho séra
(Adams et al., 1996)DalSi prace se zabyvaji otazkou, jak n-3 PURAQgbi i |éceni
jinych zavaznych chorob, napastmatu, Alzheimerovy choroby, roztrouSené skiera
rakoviny (Gogus et al., 2010; Terry et al., 20@)ySeny gijem EPA a DHA niZze mit i
nezadouci vedlejSicinky. Napiklad vzhledem k snadné oxidovatelnosti PUFA se bez
piitomnosti antioxidantu mohou v organismu hromadifadouci peroxidy a aldehydy,
pozitivni &inky n-3 PUFA vSak fevladaji (Kris-Etherton et al., 2002; Narayan ef al
2006; Sahena et al., 2009).

Prekursorem pro biosyntézu EPA a DHA je kyselmdinolenova, ktera je
esencialni a&lovek ji prijima v potra¥. Je gitomna v listové zeleninjako slozka lipid
chloroplast, z rostlinnych olaj je nejbohatSi kny. Jeji peména na EPA a dale DHA je
v lidském organismu nedostat&é. Uvadi se, Ze pouze 8 % ALA je transformovano na
EPA a mén nez 0,1 % na DHA u doslych (Williams et al., 2006). #Rom minimalni
doporiena denni davka pro ALA je 0,3 - 0,4 g, pro EPA-0(1,2 ga pro DHA0,3-0,4
g (Steffens, 2007). Je tedy Zzadouci dopht tyto kyseliny z potravy, ipdevsSim
konzumaci rybich produkt Vyznamem rybich oléj ve vyZziw c¢lovéka se podrobh
zabyva Sargent (Sargent 1997), na sladkovodni sgmansiuje (Steffens 1997).

Za velmi vyznamny ukazatel kvality ryb z hlediskdské vyzivy je pokladan
poner PUFA sérii n-3 a n-6. Jeho optimalni hodnota iiledpttem diskuzi, obvykle se
uvadi pordr 4:1, zalezi vSak na konkrétni studované chd(&argent, 1997; Sinopoulos,
2002). PUFA n-6 série nemaji tak vyznanpiiznivé &inky na lidské zdravi jako PUFA
n-3 série, naopakugobi vasokonstrineé, zvySuji agregaci krevnich desk a maji
prozargtlivé acinky.

Mnoho studii poukazuje na nevyvazenost lidské wjzktera obsahuje ztaé
mnozstvi LA zrostlinnych ol a mélo ALA, EPA a DHA. Vzhledem ktomu, Ze
biosyntéza kyseliny arachidonové z LA a biosyntBERA z ALA sdili stejny enzym, ma
nadbytek LA v krevni plastnza nasledek poitani biokonverze ALA na EPA a DHA.
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Relativni nadbytek AA pak vede k nadprodukci eikusdi (Sargent, 1997). Tyto aktivni
metabolity kyseliny arachidonové, knimZz s&adi prostaglandiny, prostacykliny,
thromboxany, leukotrieny a lipoxiny, vykazujdu farmakologickych a fyziologickych
Gcinka. Jsou produkovanyislusnymi bukami ve velmi nizkych koncentracich, maji
kratkou dobu Zivota agsobi lokal# jako hormony (Van Dias et all995) Jsou nezbytné
pro fadny pfibéh mnoha fyziologickych pochdd jejich nadmrnd tvorba je vSak
nezadouci. PUFA n-3 série (zviaSEPA a DHA) mohou kompetitivni inhibici
enzymového systému poaitavat jejich nadprodukci atgobit tak preventivé v rad
zdravotnich probléin(Steffens, 1997).

Pro zvySeni dennihotijmu n-3 PUFA jsou na trhu nabizeny vyZivové ddpl
s upravenym rybim olejem ve fo#émkapsli. Vziista také nabidkaébnych potravin
(petivo, vejce, mléné vyrobky) obohacenych rybim olejem. Tyto vyrol§ak musi byt,
vzhledem Kk citlivosti PUFA i oxidaci, skladovany za omezenéhtispupu vzduchu
(Kolanowski et al., 2006).

Konzumace ryb a rybich vyrobkje vyznamna nejen jako zdroj n-3 PUFA,
proteiny ryb maji také vysokou nuini hodnotu a ryby jsoudtezitym zdrojem minerala
vitamini. Rada autak v3ak v této souvislosti upozasje na pipadna rizika vyplyvajici ze
zn&isteni vodniho prosedi. Nekteré druhy ryb mohou obsahovat i Zné hladiny
methylrtuti, polychlorovanych bifen§ dioxind a dalSich kontaminaint Tyto latky se
biokoncentruji ve vodnim potravnirfettzci a jejich koncentrace Mstaji gedevsim
v rybéch starSich,&Sich, dravych a v ntekych savcich (Kris-Etherton et al., 2002; Sidhu
et al., 2003).VysSi obsah polychlorovanych bifefylpolybromovanych difenylethiéra
organochlorovanych pestigidbyl nalezen ulososa pochazejiciho z chovu nailraxatl
volné zijiciho. | kdyZz koncentrace nigkratily limity stanovené pro bezpeou konzumaci
(Easton et al., 2002), nedopouje se vysoky fijem, zvlast u dti (Jacobs et al., 2002).
Vyhody a rizika konzumace ryb z hlediskaitpmnych chemickych kontaminant
piehledré zpracovava Domingo (2007a,b).

Pozitivni biologicky @inek je gipisovan také furanovym mastnym kyselinam
(kapitola 2.5). Tyto kyseliny maji schopnost zhasetné radikaly a tak podporuji
kardioprotektivni dinky rybich olefi. V rybach jsou fitomny pouze v nizkych hladinach,
vazany pedevSim v triacylglycerolech a jako estery s chieledem. Pedpoklada se, Ze
rostliny, fasy a mikroorganismy jsou hlavnim zdrojetchto kyselin u Zivéichia a ryb
(Spiteller, 2005).
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Mastné kyseliny $rans konfiguraci na dvojné vazbse u ryb vyskytuji
v mnohem mensi i@ a Udaje o jejich obsahu nejsou vV litefattasté (Kala et al.,
2006). Vznikaji vSak i smazeni (dkteré cis MK obsazené v olejichipchazeji na
trans izomery), casténou hydrogenaci rostlinnych alep jsou pidavany do potravin
jako aditiva pro zvySeni jejich trvanlivosti. Zvygtaladinu LDL v krevni plasa tim i
riziko kardiovaskularnich chorob a prapddobr i diabetu (Ascherio et al., 1997,
Mozaffarian et al., 2006). Vyjimkou menians MK je konjugovana kyselina linolova
(CLA). Jedna se o sfa nekolika geometrickych izomér z nichZ nejvice zastoupeny
byvaji cis-9, trans1l atrans10, cis-12. Tyto latky maji pozitivni &nky na lidské
zdravi, vykazuji celowadu biologickych aktivit, od aktivity antikarcinogei az po vliv
na snizeni hmotnosti (Christie et al., 2007; P28K9). Jejich vyskyt je charakteristicky
pro tuky gezvykavé, u nichZ dochazi k izomerizagasticis kyselin gjimanych v pici

puasobenim bachorové mikroflory (Kal&t al., 2006).
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2.2 ZASTOUPENI MASTNYCH KYSELIN V LIPIDECH RYB

Mastné kyseliny maji v rybachi zakladni ulohy — fisobi jako zdroj energie, jsou
stavebnimi sloZzkami membran a prekursory eikosd@ndicKenzie, 2001). Téma
metabolismu a funkce lipid v rybach podrobf zpracoval Tocher(2003) ve svém
literarnim pehledu. Popisuje biochemické pochodiedevsim u miskych ryb, ale
zminuje i ryby sladkovodni.

Hlavni nasycené mastné kyseliny vazané v lipidedhjsou kyseliny palmitova
(16:0) a stearova (18:0). Z mononenasycenych N#vazuje ve #Siné lipida olejova
(18:1n-9) a palmitolejova (16:1n-7), sfingolipidgou bohaté na kyselinu nervonovou
(24:1n-9). V mnoha druzich jsou zastoupeny takéelkyg gadolejova (20:1n-9) a
cetolejova (22:1n-11). Hlavnimi PUFA v rybach jdorseliny arachidonova (20:4n-6), jeji
prekursor kyselina linolova (18:2n-6), kyseliny ER20:5n-3), DHA (22:6n-3) a jejich
prekursor kyselinaa-linolenova (18:3n-3). Chemické strukturyekterych MK jsou
znazorrgny na Obr. 2.

COOH
P S S\ g g

kyselina stearova, 18:0

COOH

OOH

kyseina eikosapentaenova, 20:5n-3

kyselina olejovd, 18:1n-9
COOH

COOH

kysclina linolova, 18:2n-6

— kyselina dokosahexaenové, 22:6n-3

COOH

kyselina Ol-linolenova, 18:3n-3

Obr. 2 Chemické strukturygkterych mastnych kyselin identifikovanych u ryb.
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V molekulach triacylglyceral (Obr. 3a) jsou nasycena a mononenasycena MK
vazany v polohacknl a sn3glycerolu, zatimco polynenasycena MK dedmosti vaze
do polohysn2 V molekulach fosfoglyceritlse na fosfatidovou kyselinu (Obr. 3b) vaze do
polohysnlnasycena nebo mononenasycena MK, polynenasycengeMidze prefereéné
do polohysn2 Fosfatidova kyselina je pak vazana na cholin (@hj, ethanolamin (Obr.
4b), serin (Obr. 4c) nebo inositol (Obr. 4d) aifwak hlavni fosfoglyceridy Zivcht —
fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidgdrin a  fosfatidylinositol. Ve
sfingolipidech je na aminoskupinu sfingosinu (Oby.casto vazana kyselina nervonova
(24:1n-9). NejdlezitejSi Zivasisny sterol, cholesterol, je v rybach také@mny, a to bd®
jako slozka bu&nych membran anebo vazany esterovou vazbou na MK.

(a)
0]
H,C—0—C
| ?

Obr. 3 Chemicka struktura (a) triacylglycerolu, (b) fasdave kyseliny.
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Obr. 4 Dusikaté slozky fosfolipidl (a) cholin, (b) ethanolamin, (c) serin, (d) inokit

OH

HOW

NH,

Obr. 5 Sfingosin.

Podle mista uloZeni tukovych zasob lze rozliSit tyysy maskych ryb. Ryby ttné
(nag. sled, makrely, kapelini, sardinky, &ovicky) své zasoby hromadiigdevsSim ve
svalovire a ryby netdné (nap. tresky) hromadi své zasoby v jatrech. Slozendidijma
misg jejich uloZeni nezavisi a v obotiipadech jsou rybi oleje bohatym zdrojem DHA a
EPA. Slozeni lipid ryb je vSak vyrazh ovlivnéno slozenim miského fyto- a
zooplanktonu. Rozsivky obsahujfgglevSim 20:5n-3, ale pouze malé mnozZstvi 22:6n-3,
bicikovci naopak velké mnozstvi 22:6n-3 a také 18:4n48B:5n-3. SloZeni fytoplanktonu
se také mni v zavislosti na lokakt a ranim obdobi. Meésky zooplankton pak MK
z fytoplanktonu zabudovava do fosfolipidbure¢nych membran nebo je uklada ve férm
triacylglyceroi nebo vosk jako své tukové zédsoby. NMeky zooplankton rive navic
produkovat dalSi MK, napkyselinu gadolejovou a cetolejovou (Sargent, 1997

Predpoklada se, Ze prakticky vSechny lipidy iekych ryb pochazeji
ze zkonzumovaného fyto- a zooplanktonu. Tyto rybgjsou schopny femenovat
osmnactiuhlikové PUFA na jejich homology s 20 atiky, jejich vyZziva musi byt
bohatd na MK n-3 série. Lipogeneze je u nich om&zprobihaji pouzeifpmeny prijatych
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MK, prodluzovani a desaturace uhlikovék&zce. Situace je odliSna u ryb sladkovodnich.
Pfirozena potrava bohata na lipidy je daleko mB&na nez v miich a lipogeneze je u
téchto ryb velmi vyznamn&etné sladkovodni ryby snadneepsiuji osmnéctiuhlikové
PUFA na PUFA s 20 a 22 uhliky. U dravych ryb tondak/byt nemusi, napStika obecna
ziejmeé potrebuje gijimat kyselinu arachidonovou a EPA v pottgBargent, 1997; Kafa

et al., 2005; Morais et al., 2009).

Problematiku mastnych kyselin u sladkovodnich rgdrpbré zpracovavaji Kaka
et al. (2006). Publikace se zabyva sloZenim iligthdkovodnich ryb, jejich vyznamem
v lidské vyzi& a pro zdraviclovéka. Dale popisuje jaké je zastoupeni MKuzmych
¢astech ryb (svalovinaglhi tuky, jikry a mlgi) a jak je ovliveno tiznymi faktory (vyzZiva
ryb, teplota, roni obdobi, aj.). Saiasti publikace jefada pehlednych tabulek
srovnavajicich obsah lipida MK v mnoha druzich sladkovodnich rybewe odkazi na
pavodni pracel ryb sladkovodnich jsou nejvice zastoupeny kygetilejova, palmitova,
palmitolejova, linolova, EPA a DHA. VyZiv@évsledovany porr n-3/n-6 PUFA se u
¢ini obvykle 5 — 10. U sladkovodnich ryb je vysokydfd n-6 kyselin, zejména kyseliny
linolové. Zde se projevujetipozena potrava ryb, sladkovodissy, korysi a larvy hmyzu
maji obecr znané zastoupeni kyseliny linolové.

Mezi sladkovodnimi druhy ryb @iZeme rozlisit druhy velmi tiné (nad 10 % tuku),
nag. uha fi¢ni, tolstolobik bily nebo tolstolobec pestry, d&kgedre tucné (2 — 10 %
tuku), nap. kapr obecny, pstruh duhovy, lin obecny a matméu(do 2 % tuku), nap
candat obecny nebo okotitgni (Zajic et al., 2011). MnoZzstvi tuku v ramci jedivych
druhi ovliviuje sloZeni mastnych kyseliniiRysokém obsahu tuku je jeho podstatast
uloZzena ve form zasobnich lipid (triacylglycerofi), které zpravidla obsahuji vysSi
procenticky podil MUFA (naip kyselina olejova) a podil PUFA je relativnizsi. U malo
tucnych ryb je hladina zasobniho tuku nizsélaittuk je ulozen ve forghstavebnich lipid
(fosfolipidi). Ty obvykle obsahuji MK s delSim uhlikatyiettzcem a ¥tSim p@tem
dvojnych vazeb (EPA, DHA) nez MK uloZené ve f@ririacylglyceroti.

V literature Ize nalézt i udaje o obsahu lipidh 0 zastoupeni mastnych kyselin
v lipidech jiker a miéi. Kminkova et al. (2001) uvéf obsah celkovych lipidl v jikrach
kapra obecného 0,4 — 1,1 % hmotriiégmz nejnizSi hodnoty byly zjity v zimé a
nejvyssSi na podzim. Nejvice zastoupeny byly kyseliolejova, palmitova, DHA,
palmitolejova a stearova. Podil DHA a EPA vSak ggekles| kEhem podzimu. Podstatn

vySSi obsah celkovych lipid(6,3 %) byl stanoven v jikrach kapra obecného \stéalii
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(De Silva et al., 2001). Pamn-3/n-6 PUFA se v obou pracich ohyboval v roznie@i—
2,0. Obsah lipid v mli¢i kapra obecného byl vy3Si nez v jikrach adbophu roku kolisal
mezi 0,5 % v zima 3,1 % v l&. Paadi MK bylo podobné jako u jiker. P@m n-3/n-6
PUFA kolisal jedt ve WtSi mie nez u jiker, od 0,92 na podzim po 2,41 rfa [&Kminkova
et al., 2011). Czesny et al. (2000) zjistili, ZefprMK v jikrach dvou druli jesetet muze

ey

slouzit jako ukazatel pro rozliSeni vélgijicich a chovanych populaci jako zdrdjaviaru.

Kyselina stearova byla zastoupena v tucich jikén&aijicich ryb ve statisticky vyznanin

mensSim mnozstvi nez u ryb z akvakultury, zatimé&gseliny olejové tomu bylo ogag.
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2.3 FAKTORY OVLIV NUJICi ZASTOUPENI MASTNYCH KYSELIN

Mezidruhoveé i vnitrodruhové kolisani v zastoupemistnych kyselin v lipidech ryb
je zpisobenatetnymi faktory, které jsou vzajerprovazané. Mezi nejvyznarggi vrejsi
faktory pati typ vodniho prosedi, podminky chovu, vyZiva, ¢ni obdobi, zfisob
zpracovani a kuchiygkd Uprava, hlavnimi vititimi faktory jsou druh, pohlavi gl ryby a
typ tkare.

Jak jiz bylo nazn&no vyse, potrava ryb je hlavnich faktoguwjfci zastoupeni
mastnych kyselin v jejich lipidech (Sargent, 1995dto zjis€ni ma velky vyznam pro
rozvoj akvakultury, vzhledem k tomu, Ze v 8asné dob témet polovina konzumovanych
ryb pochéazi z rybich farenRada publikovanych praci se zabyva vyzivou ryb #mjej
optimalnim sloZzenim z hlediska vyzivové hodnoty g@gtovéka. Je owrovano mnoho
alternativnich zdrdj MK, které by nahradily tradni oleje maskych ryb, jejichz zasoby
jsou omezené. Vyzkumy vSak ukazuji vyznamny poldesahu EPA a DHA u ryb
krmenych rostlinnymi oleji, zatimco obsah ALA a lg&lpovida mnoZstviechto kyselin
v krmivu. Tento vliv je mé& vyrazny u ryb nettnych, kde ¥tSina svaloviny je tviena
fosfolipidy, které jsou stabiljSi a még ovlivnitelné vyZivou nez zasobni tuky u ryb
tucnych. Prace srovnavajici obsah PUFA v rybach ghiciolré a v zajeti potvrzuji vyssi
obsah n-3 vs. n-6 u ryb Zijicich veélnTento pondr Ize vSak ovlivnit vyZivou chovanych
ryb (Young, 2009; Rodriguez et al2004). Zatim nejnagh¢jsSi se jevi pouzivani
rostlinnych oleji, doplrené v za¥ru krmného rezimu o oleje rybi (Pickova et al., 200
Tento zfisob vyzZivy vedl ke zvySeni obsahu n-3 MK hapkapra a lina (Steffens, 2007).
Originalni receptura krmné i pro kapra obecného umoznila vypracovani teclyielo
chovu kapra se zvySenym obsahem n-3 MK (Mraz ¢2@l2).

Profil mastnych kyselin se éni v zavislosti na ré&nim obdobi a teplétprostedi.
Obecr plati, Ze druhy ryb, které Ziji v chladné ¥ogbstruh duhovy), maji vipozenych
podminkach vysSi zastoupeni MK s dlouhym uhlikovigitzcem nez druhy ryb Zijici
v teplé vod (kapr obecny). To je dano samotnou podstatou fufgoMK v burgénych
membranach. iPnizké teplok v nich gevazuji MK, které maji del§etzec a ¥tSi paet
nasobnych vazeb a owviuji tak tekutost membrany. Jejich bod tuhnuti jelstatré nizsi
nez MK s kratSimietzcem (Zajic et al., 2011). V mirném klimatickém yp&e hem
roku meni teplota prosedi a s ni souvisejici potravni nabidka. Nejvide tw kapra byva
koncem léta a na Zatku podzimu. Bhem zimy tukové zasoby klesaji a n&jgsou na

nejnizsi arovni. Obsah lipidve svalovig kapra obecného se pohyboval mezi 5,9 az 5,0 %
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od léta do zimy, na fa byl jen 2,01 %. Z&ny byly zjiS€ny i u jednotlivych skupin MK
(Kminkova et al., 2001). U lipana sibkého khem reproduéniho obdobi obsah PUFA ve
svalovire klesl, v jikrach byl 3 — 4 krat&si (Sushchik et al2007). Podobny trend byl
pozorovan také ve svalovitandata obecného (Guler et 2DQ7).

SloZeni mastnych kyselinibhe byt odliSné viznych ¢astech ryby (Mraz et al.,
2009). NejnizSi obsah tuku byl zg#tv bilé svalovig (0,95 %), dale ¥ervené svalovi&
(16,7 %) a nejvice vitsni ¢asti €la (az 30 %) kapra obecného. Svalovina obsahoveéa v
n-3 PUFA, pondr n-3/n-6 byl 1,1 u fosfolipidl, v béiiSni dutiré prevazovaly MUFA, porér
n-3/n-6 byl pouze 0,5. Na lipidy jsou velmi bohg#a, respektive hepatopankreas a také
gonady. Jednotlivéasti mohou vykazovat ztaé rozdily v obsahu tuku a tedy i ve slozeni
MK. U ryb plati, Zec¢im wtSi mnozstvi tuku dana tkadobsahuje, tim vysSi je zde
zastoupeni SFA a MUFA, PUFA se nachazeji hlavimérgé tuénych ¢astech dla ryb.
PUFA jsou v hlavni nte obsazeny ve fosfolipidech biologickych membraproti tomu
SFA a MUFA v triacylglycerolech z&sobniho tuku ({£agt al., 2011).

Vliv pohlavi na zastoupeni mastnych kyselin u kapbacného byl také studovan
(Fajmonova et a., 2003; Buchtova et al., 2007)palkazné rozdily zji&ny nebyly.

Kuchynské dpravy vyznanin ovliviuji vysledné sloZeni mastnych kyselin
v konzumovanych rybach (Bhouri et al., 2010). EPBHA jsou po uéitou dobu porarné
stabilni va¢i vysokym teplotdm, k mirnému poklesu n-3 PUFA dmihiEhem smazeni
(Gladyshev et al.2006; Gladyshev et al2007; Unusan, 2007). Kvalitu pokrmu lIze
vyznamr ovlivnit pridanim jiného tuku. Zrmy sloZzeni MK ve filetech kapra obecného
pii pouziti iznych olefi na smaZzeni sledovala Sampels et al. (2014), iskkedachovani
nutricnich hodnot se nejlépe askil olej fepkovy.

PUFA jsou nachylné k oxidaci. Oleje izolované ejakejnoki byly skladovany p
teplot 25°C v dobré kvali 52 a 66 dni. Stabiéjsi byl vzorek s nizSim obsahem DHA a
vySSim obsahem tokofefol(Garcia et al.,2010). U pstruha byly studovany &ny
v obsahu n-3 PUFA pofijlani antioxidant do krmeni. ZvySeny obsal+tokoferolu vedl
k vySSi stabilé n-3 PUFA pi skladovani (Chen et al.2007). Také H Upraw
(dezodorizaci) rybich oléj mize dochazet k degradaci termolabilnich PUFA.
Polymerizace, izomerizace nebo intramolekularni lizgke vedou ke vznikurady
produkfi. Mezi produkty degradace EPA a DHArepazovaly cyklohexylizomery
(Bordeau et al2007).
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2.4 METODY ANALYZY LIPID U

Lipidy predstavuji heterogenni skupinu biogennich &aoin zahrnujici latky
nepolarni (acylglyceroly a steroly) i latky pol&$iho charakteru (volné mastné kyseliny,
fosfolipidy a sfingolipidy), které mohou byt daleazany na cukry nebo bilkoviny.
Vzhledem k velké rozmanitosti lipidovych struktufTab. 1, Obr. 1) je obtizné nalézt
jednoduchou metodu umidjici jejich sodasné stanoveni v jediné analyze. Pracovni
schéma obvykle zahrnujec¢kolik kroku: extrakce lipidi z biologického materialu,
rozcleni lipida do jednotlivych lipidovych frakci, derivatizace staych kyselin a jejich
chromatografické stanoveni (Manirakiza et al., 20BLiz-Rodriguez et al. 2010). Pro
zvoleni vhodné metodiky analyzy ligidje dilezité gesré vymezit cil zkoumani a

charakter poZzadované informace.

2.4.1 Extrakce lipida

Rozpou&tdlo pro extrakci lipid by nmelo dokfe rozpousit vSechny latky
lipidového charakteru a zaravebyt dostatéené polarni pro uvolani lipida z jejich
vazebnych mist v batinych membranach, lipoproteinech a glykolipidech. oli¢izné
piedpowdét vhodnost daného rozpoudla pro extrakci lipid vzhledem k tomu, Ze nap
polarni slozené lipidy mohou fggit v piitomnosti nadbytku triacylglycenbl do
rozpoustdla nepolarniho, vémz obvykle rozpustné nejsou (Christie, 1993).

Nejcastji se k extrakci lipid z biologického materidlu pouzivaji viceslozkové
smesi rozpoudtdel. Zejména sis chloroform — methanol 2:1 (Folch et al., 1957hme
chloroform — methanol — voda (Bligh et al., 1958pravou pH extraéniho média Ize
ovlivnit selektivitu extrakce pro aité lipidové frakce (naip polyfosfoinositidy vazané na
bung¢né biopolymery iontovou vazbou). Vzhledem k toxia@hloroformu jsou testovany a
pouzivany dalsi rozpoustiové snési, nap. dichlormethan — methanol (Cequier-Sanchez
et al., 2008) nebo hexan — isopropylalkohol 3:Ar@Het al., 1978; Undeland et al., 1998;
Liu et al.,, 1999), hexan — aceton (Honezcutt et H295). Vyhodou pouzittistych
rozpoustdel (nap. diethylether, chloroform, hexan, petroletheti gxtrakci nepolarnich
lipidu z tukové tkan nebo rostlinnych oléj je minimum nelipidovych imési v extraktu.
P pouZiti polarnich rozpou&ddel prechazi do extraktu igdre polarni nelipidové slozky,
které musi byt odstrgny, nefasgji vytiepanim do iedného vodného roztoku solifiP
odpdovani rozpousgdla z lipidového extraktu by nefia byt pouzivana teplota vysSSi nez
40 °C (Christie, 1993).
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Mezi techniky tradiné pouzivané pro extrakci lipidz pevného materialu gat
extrakce pomoci Soxhletova extraktoruiané modifikace této metody (Manirakiza et al.,
2001; Ruiz-Rodriguez et al., 2010). Srovnatelnyigk nabizeji i na§jSi metody jako
nag. superkriticka fluidni extrakce (Perretti et &Q06) nebo zZézeni pro automatickou
hydrolyzu a extrakci (Robinson et al., 2008).

Lipidy by nengly byt ponechany v suchém stavu. Extrahované lipeyhodné
skladovat p nizké teplog, rozpustné v apolarnim rozpou&tle (nag. hexanu) a za
piitomnosti antioxidantu. PUFA jsou velmi citlivé kidaci, i kdyZz girozené tkéove
antioxidanty (tokoferoly) fedstavuji jistou ochranu, je vhodnédat nap. 2,6-diterc-
butyl-p-kresol v koncentraci 25 mg/l.fiomnost velkého mnoZstvi volnych mastnych
kyselin, diacylglyceral, fosfatidové kyseliny nebo lysofosfoligidv lipidovém extraktu
indikuje Spatné skladovaci podminky vzorku, extnaktbo nevhodné extraki podminky
(Christie, 1993).

2.4.2 Separace jednotlivych lipidovych frakci

Extrakci biologického materialu se ziska pestrasneutralnich a polarnich lipig
kterou je zpravidla nutno dale zpracovakterou ze sepataich technik. Vedle tradini
chromatografie na tenké vrst(TLC) se uplaiuje p‘edevSim extrakce tuhym sorbetem
(SPE) a vysokafinna kapalinova chromatografie (HPLC) a jejich erané kombinace.

Tradicni metoda pro analyzu lipig chromatografie na tenké vrgfvma fadu
vyhod. Je to metoda jednoduchd, instrumegtélenaréna a komemé dostupné desky
umoziuji vysokou reprodukovatelnost separaci. Vzorek treba pro analyzu nijak zvias
upravovat a je mozné analyzovatkalik vzorki sowasré. TLC je mozné pouzit v
analytickém i preparativnim usfamlani. Silikagel je n&asgji pouzivanou stacionarni fazi,
slozeni mobilni faze se &ni podle pozadawvk analyzy. Mobilni faze pouzivana pro
z&kladni separaci lipid z biologického vzorku do lipidovych frakci obsahujexan —
diethylether — kyselinu mravéhnebo octovou. Detekce se provadi ingmrami jodu,
¢inidly na bazi fluoresceinu nebo siranuédnatého v roztoku kyseliny fosforité.
Kvantitativni vyhodnoceni se obvykle provadi demazietricky. Lipidy je mozné
z jednotlivych frakci extrahovat a podrobit dalshalyze. BZna je také TLC ve
vysokoinném usptadani, vyuzivajici vysoce kvalitnfidéné sorbety o mensi velikosti
astic silikagelu (Webster et al., 2006; Cequiercpaa et al., 2008). dihnost TLC
separace lze zvysit dvourogmym uspdadanim (vyznamnérpseparaci fosfolipid) nebo

jednoroznérnym s opakovanym nasobnym vyvijeninizmymi systémy rozpouidel
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(Aubourg et al., 1996). Pouziti silikagelu impreganého kyselinou boritou, ktera #o
komplexy s hydroxyskupinami, um@Zje nap. efektivie odctlit fosfatidylserin a
fosfatidylinositol od ostatnich fosfolipid TLC na deskach impregnovanych dasinem
sttibrnym se pouziva k separaci mastnych kyselin ppdit, polohy a konfigurace jejich
dvojnych vazeb (Fournier et al., 2006; Czaplickakt 2009). Dvojné vazby v alkylovych
fetézcich MK tvdi reverzibilni polarni komplexy serglirnym iontem, retence lipidroste
S rostoucim p&tem nasobnych vazeb.

ModerrejSi metody frakcionace lipidjsou zaloZeny na extrakci tuhym sorbetem
(SPE). Tato jednoduchd a rychla metoda se pouziv&eparaci slozek vzorku
podle rostouci polarity nebo izolagi zakoncentrovani minoritnich komponent. Principy
této metody a ipklady pouziti podrob® popisuji Ruiz-Gutiérrez et al. (2000) v
piehlednémélanku. | kdyz je na trhu dostupna celida SPE kolonek siznymi druhy
sorbenti, pro separaci lipidl jsou nefastji pouzivané kolonky obsahujici silikagel nebo
chemicky vazany aminopropyl. Mé&npolarni aminofaze je vyhodjsi z hlediska
navratnosti polarnich lipidnez silikagel. Publikované metody (Bondia-Ponsalgt2006;
Pernet et al., 2006; Ruiz et al., 2004) obvyklehaai z prace Kaluzneho et al. (1985). SPE
kolonky plrené p-propylbenzensulfonovou kyselinou s vazanymiibshymi ionty
predstavuji rychlou alternativu k TLC na deskach iegmovanych dushanem sibrnym.

K separaci lipid se také ve stale¢ii mie pouziva vysokatinna kapalinova
chromatografie (HPLC) nauznych typech stacionarnich fazi. Normalni fazerdué
silikagelemc¢i vdzanymi polarnimi skupinami (diolové, kyanidoaginofaze) se pouzivaji
pro separaci jednotlivych lipidovych frakci, velmobre se na nich @i fosfolipidy. Na
stacionarni fazi modifikované ddsianem gibrnym je mozné separovat triacylglyceroly
podle stupt nenasycenosti, dokonce s rozliSenim izamétlavnim omezenim HPLC
techniky je dostupnost vhodného detektoru (Christi@89). Rvodné bylo pro detekci
glycerolipidi, mastnych kyselin a methylesievyuzivAno UV detekce kolem 200 nm a
meéteni indexu lomu. Detekce je vS8ak omezenaiwgim vhodného rozpou&tlia, vyhovuji
nag. hexan, methanol, acetonitril, voda. Pro zvySexi dlbsorpce je mozneé lipidy nebo
jejich slozky gevést na vhodné derivaty. Detektor rozptyliend nEti z&eni rozptylené
nacasté&kach rozpustnych latek vzniklych po rozpraSeni pashi mobilni faze. Jeho
hlavni nevyhodou je vSak nelinedrni odezva a omedgnamicky rozsah (Webster et al.,
2006). V oblasti analyzy lipid ma v sodasnosti stale &sSi vyznam spojeni HPLC

s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem (kigpiat.4).
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2.4.3 Analyza mastnych kyselin

Pro analyzu mastnych kyselin e byt pouzitafada analytickych technik:
chromatografie na tenké vrsfwelektroforéza, plynova chromatografie (G&Ckapalinova
chromatografie (LC) ve spojeni &nymi detektory, nap plameno¥ inizatnim (FID),
spektrofotometrickym, hmotnostnim (M8)detektorem pracujicim na principu nuklearni
magnetické rezonance. NejragstjSi metodou pro stanoveni MK uanych vzorcich
pochazejicich z biologického materialu, Zivotnihmgedi nebo potravin je plynova
chromatografie ve spojeni s detektorem plaménorizatnim nebo hmotnostnim. AvSak
vzhledem k narénéjSi piéipraw vzorki pro GC se stal€éasgji uplatiuji jednoduché a
rychlé techniky vyuZivajici spojeni vysok@mdné kapalinové chromatografie
s hmotnostnim detektorem (HPLC/MS) (Wei et al.,201

2.4.3.1 Derivatizace

Separace karboxylovych sk®nin pomoci plynové chromatografie je
komplikovana jejich relativvysokou polaritou a s tim souvisejicimi problénigyedeni
do plynné faze. ifed vlastni analyzou je tedieba gipravit nepolarni derivaty mastnych
kyselin. Derivatizace je dZny krok pouzivany nejen ke zvySegkavosti MK, ale také
detekni citlivosti, zlepSeni chromatografického rozliem redukci chvostovani pik
piedevsim pro MK s dlouhyirettzcem. Eder (1995) and Brondz (2002) podavaji velsvy
souhrnnyckelancich vygerpavajici pehled nejiiznéjSich @istupi k derivatizaci MK.

Nejpouzivarjsi metodou je transesterifikace mastnych kyselin jejich
methylestery (FAME). Tvorba FAME e byt provedena za kyselych nebo bazickych
podminek na izolovaném lipidu nebo mastnych kyseln ale takéifmo v jednokrokové
proceddie kombinujici extrakci lipidu s transesterifikaBiujz-Rodriguez et al., 2010; Xiao
et al., 2012). Aby se zamezilo mozné oxidaci patasycenych kyselin, byvaeruprava
vzorki provadna v dusikové atmosfe Kysele katalyzovanou esterifikaci Iz&ppavit
methylestery jak vazanych, tak volnych MK. Derivggpu obvykle pipravovany reakci
v nadbytku bezvodého methanolu Zégmnosti katalyzatoru BJ pouziti HCl nebo
H.SO, v methanolu bylo také popsano (Antolin et al., ®0®Reakce s Bfse vyznauje
vysokou @innosti methylace, kratkou dobou reakce, aletaré prace uvagi, Ze ¢inidlo
muze vést k poSkozeni GC kolony (Brondz, 2002). Kegdehtalyzovana esterifikace je
vyhodna pro analyzu vzoik které obsahuji vyznamna mnozstvi volnych mastnych
kyselin. Jako antioxidant sefigava 2,6-diterc-butyl-p-kresol. Bazicky katalyzovana

transesterifikace probiha za laboratorni teplotghleji a s mensim nebezfe degradace
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dvojnych vazeb, neni nutné&igévat antioxidant. Estery mastnych kyselin za piodra
reakce vytveéi aniontovy meziprodukt, ktery je transformovan loglem alkoholu na
novy ester. Volné mastné kyseliny nejsou citliveno&leofilni atak alkoholu nebo baze a
za podminek bazické katalyzy esterifikovany nejsilezi bizrné uzivanacinidla pati
methanolat sodny, KOH nebo NaOH (Ruiz-Rodrigueal €2010).

K piimé transesterifikaci lipid a methylaci volnych mastnych kyselin byly
testovany také silné organické baze, jako jsou tkwar amoniové soli a
trimethylsulfoniové hydroxidy. Po smichahiidla se vzorkem a nd#tu do GC probhne
za vysoké teploty pyrolyza vzniklych kvartérnich ariovych soli a tvorba Z&doucich
methylestei. Hlavni grednosti &chto metod je jednokrokova (on-line) derivatizaBelig-
Rodriguez et al., 2010).

Pikolinylestery MK jsou povaZzovany za univerzalrdrigaty k uteni polohy a
druhu dvojné vazby, typu izomeriso, anteiso cis, trang, celkové struktury vyssSich
nenasycenych MK a kyselin s jinymi vazanymi fankmi skupinami pomoci GC/MS a
ionizaci narazem elektr@n(El). Mezi estery uzivané pro daemi polohy dvojnych vazeb
pafti také dimethyloxazolinové estery nebo dimethylanK (Christie, 1989; Rosenfeld,
2002).

Pridavek vnitniho standardu (IS) k frakcim ziskanym pomoci TL&dpvlastni
transesterifikaci a GC analyzou umaje vzajems porovnavat zastoupeni jednotlivych
MK ve frakcich lipidh.

Pouziti derivatizaceipanalyze mastnych kyselin vSakimési i rekteré nevyhody.
Jedna se o krok navic vipraw vzorku. Casto je problém dosahnout kompletni
transesterifikace MK a extrakce vzniklych e8tér zabranit rozkladu, izomerizaci nebo
oxidaci rekterych nenasycenych MKébem reakce. i odpaovani rozpoustdla mize
dochéazet ke ztratam vysoa&avych MK s kratkyniettzcem. Nebezpg je také ve vzniku
vedlejSich produkt, které mohou komplikovat naslednou kvalitativni keantitativni
analyzu MK. Navic FAME neposkytuji informace o pdoa konfiguraci dvojnych vazeb a
je tedy teba provést dalSi derivatizaci na vySe zZmé estery umaiujici analyzu
dvojnych vazbeb (Wei et al., 2011).

2.4.3.2 Analyza plynovou chromatografii
Analyzu methylestér mastnych kyselin (FAME) pomoci plynové chromatdigra
podrobré zpracovava Eder ve svénieplednémcélanku (1995). Cely proces analyzy

FAME zahrnuje okolik kroku: esterifikaci, nasik, separaci, identifikaci a kvantifikaci.
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Pro ziskani fesnych a spravnych vysladiby kazdy zdchto kroki by nmel byt peilive
optimalizovan. Optimalni kvalitativni a kvantitativGC analyza sloZitych sisi vyZaduje
dobré rozliSeni, tedy ostré a symetrické piky, kgepopakovatelnost a reprodukovatelnost
retertnich¢adi, vysokou pesnost a spravnost kvantifikace zaloZzené &igeni plochy piku

a tedy nulovou diskriminaci sloZek analyzované€siniSeppéanen-Laakso et al., 2002).

Nastiik

Technika davkovani vzorku na chromatografickou kalge nejkritétéjSim krokem
v GC analyze a hlavnim zdrojem chyb v kvantitati@C analyze. PoZadavek minimalni
diskriminace analyit v disledku rozdilné &kavosti, polarity nebo koncentrace §asto
obtizné splinit. Brozere se vyskytujici MK s délkoetzce mezi 4 a 24 uhliky maji velké
rozmezi bod varu, coz vede k diskrimigaim efekim uvnit injektoru.

NejbezrejSi zpisob davkovani je davkovani se splitersli@em toku) do vykatého
injektoru. Pro analyzu FAME se hodnoty splitu polyly rozmezi 1:10 aZ 1:200 a typick&
teplota injektoru byva v rozmezi 250 — 300 °C.

Nejspolehli¥jSimi metodami pro zavedeni vzorku na vstup kapil&olony jsou
davkovani na kolonu za chladu nebo vyuZiti davkovamprogramo¥ vyhiivanym
injektorem. RPesnost a spravnost stanoveni M#nito technikami jsou vysSirpdevsim
pro minoritni mastné kyseliny a proto bylybyt upfednostiovany. Obec# by variani
koeficient reprodukovatelnosti normalizovanych plquiki v kapilarni GC nal byt nizSi
nez 1 %, v fpad minoritnich mastnych kyselin (zastoupenych térez 0,5 %

z celkovych MK) v rozmezi 10 — 20 % (Seppénen-Laaksal., 2002)

Studie Schreinera (2005) potvrdila, Ze analyze PUFA, dava systém davkovani
.na kolonu“ nejgesrejSi vysledky Odezva plamenavionizatniho detektoru je prakticky
stejna pro mastné kyseliny s 16 az 18 uhliky, logddodezvy u MK s delSinettzcem a
polynenasycenych MK jsou udledkem jejich selektivniho vypavani v Bzne
pouzivanych davkovacich iZaenich. Problémy s diskriminaci mnozi &ut@Si pouzitim
vnitiniho standardu. Kyselina 23:0 je &&jtji pouzivana jako vnihi standard pro
analyzu n-3 PUFA s dlouhyniiettzcem, protoZze se eluuje bez interference s jinymi
sloZzkami. Schreiner zjistil, Ze vifbvhodného vniniho standardu zlepsi jakgsnost, tak i
spravnost vysledk analyzy PUFA. Dopottuje kyselinu 19:0 pro FAME nenasycenych
MK s dvaceti uhlikovymi atomy a kyselinu 21:0 pré\ME nenasycenych MK s 22

uhlikovymi atomy.
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Kolony

Kapilarni GC je tradiné pouzivana technika pro analyzu FAME tmych
oblastech vyzkumu. FAME analyza vyZaduje vysokéwgtatografické rozliSeni, zvlast
pokud jde o analyzy polohovych a geometrickych ig@dnmenasycenych MK ve slozitych
smésich (Ruiz-Rodriguez et al., 2010). V kapilarni ¢&CrozliSeni ovlivino predevsim
polaritou stacionarni faze, délkou kolony, ymim ptaimérem a tlougkou filmu. Na trhu
jsou dostupné nejergjSi kolony. Moderni kapilarni kolony maji délku a0vice meti a
dosahuji 10a vice teoretickych pater (Seppanen-Laakso €2G02).

Separace FAME iiZe byt provedena n#ech zkladnich typech kapilarnich kolon
liSicich se polaritou stacionarni faze, ktera aulie retegni casy FAME, zvlast PUFA.
Nejcastji se pouzivaji velmi polarni kolony, jejichz stasarni fazi tvei
kyanoalkylpolysiloxany (kyanoethylsilikonovy, kyammpylsilikonovy olej nebo sis
biskyanopropyl a dimethylsiloxan). Vyhodou polaimi@zi je jejich vysoka rozliSovaci
schopnost methylestenenasycenych MK.iPkonstantni délce uhlikovéhettzce kazda
dalSi dvojna vazba zvySuje retem cas. Nekteré methylestry PUFA se eluuji az po
nasledujici nasycené FAME s vice uhliky. (p8:3n-3 po 20:0 apod.). Nevyhodaiehto
fazi je jejich nizka termalni stabilita a dlouh&réni casy, zejména pro PUFA.

Naopak nepolarni stacionarni faze se vymjiavysokou termalni stabilitou, ale
horSi selektivitou. Jsou tweny methylsilikony, dimethyl-diphenylpolysiloxanyi
dimethylpolysiloxany. Princip separace je jiny nme& polarnich kolonach. Methylestery
MK se eluuji podle jejich teploty varu, tedy nenamyé ped nasycenymi. Hlavni
nevyhodou jetastény piekryv rékterych dilezitych nenasycenych FAME. Niafd8:2n-6
neni dolbe rozliSena od 18:1n-9, 18:2n-6 a 18:3n-3i&knyvaji zcela a podobny problém
je i u FAME s 20 a 22 uhliky. Vyhodou naopak je ol teplotni limit (340 °C a vice),
coz umoauje analyzu mastnych kyselin s vySSi molekulovowtmosti (Wei et al., 2011).
Eder ve svém fighledu (1995) dopotuje stedrt polarni faze jako kompromis mezi
termalni stabilitou a dobrou separaci.

V biologickych vzorcich jsou krotn FAME s gimym fettzcem gitomny takeé
isomery s rozétvenymiettzcem a isomery na dvojné vazliRozwtvené a nerozitvene
FAME Ize dol¥e rozliSit na polarnich i nepolarnich kolonach, getrické se date li na
velmi polarnich. Zvlagtanalyzatrans MK v potravindch ma velky vyznam, protoze podle
poslednich studii (Schréder et al., 2013) maji tyiooritni kyseliny vyznamny vliv na

lidské zdravi.
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Nosny plyn

Na citlivost GC analyzy m& vyznamny vliv také volbasného plynu a nastaveni
jeho piatoku. Jako nosny plyn se pouziva dusik, helium netdik. Vodik je vyhodny
z hlediska rychlosti analyzy, ale v sasné dob se ¢tSinou dava fednost heliu, které

umoziuje spojeni GC s hmotnostnim detektorem (Seppaaekdo, 2002).

Detekce

Nejcastji pouzivanym detektorem v plynové chromatografidetektor plamengv
ionizacni (Eder, 1995; Seppanen-Laakso, 2002).sPalovani latek v kyslikovodikovém
plameni jsou produkovany ionty, velikost signdlulje¥rna patu aktivnich uhlik (tj.
vazanych na vodik),ffiomnost atomu kysliku v molekule signal detektsnizuje. FID je
velmi citlivy (pikogramy FAME), jeho odezva je ryéha linearni v Sirokém rozmezi
koncentraci. Je vyhodny zejménia gtanoveni profilu MK, protozeoskytuje pro #tSinu
béznych MK (s vyjimkou MK s méhneZ 14 uhliky) prakticky stejnou odezva rozdil od
nag. detektoru hmotnostniho.

Detektor elektronového zachytu je vhodny pro detélatogenovanych deriviat
MK a pro strukturni studie. Dete&ki systémy vyuZivajici infeervenou spektroskopii a
nuklearni magnetickou rezonanci jsou vhodné prakgirni studie, analyzy enantionier
MK a urcovani ¥tvenitetzci (Brondz, 2002).

Velice vyznamnym detektorem pouzivanym ve spojeBCs je hmotnostni
detektor, ktery poskytuje informace o struituanalyzovanych latek a umuie jejich
identifikaci. Tvrdé ionizani techniky (elektronova ionizace, El) poskytujidplektra, ktera
je mozZné porovnavat se spektry v databazich, tedspavuje cenny nastroj pro vyj&sn
neznamych struktur. Metody chemické ionizace (GHomuji analyzu dvojnych vazeb
v nenasycenych MK. GC/MS analyza volnych mastnygdekn je vSak problematicka a i
zde je teba z#adit derivatizani krok. Nefasgji jsou analyzovany methylestery, dale
pikolinylové a dimethyloxazolinové estery. GC/MSnere vhodna pro analyzu sléenin
s vysokym bodem varu, kdy dochazi k chvostovani,pgkodluzuji se reteémi casy a

zvysuje se limit detekce (Carrasco-Pancorbo e2@09; Wei et al., 2011).

Identifikace a kvantifikace methylestei mastnych kyselin
Identifikace FAME se provadi na zakéadrovnavani retemich ¢asi analyfi a
standard. Jelikoz vSechny standardy MK nejsou ko&émér dostupné, dopotuje se

kombinovat GC se spektrometrickymi technikaniedevsim s hmotnostni spektrometrii
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(Carrasco-Pancorbo et al., 2009). Ui informace také nabizeji hodnoty ,relativnich
retertnich ¢adi”, tj. poméru mezi retetinimi casy FAME a referami FAME (nefastji
kyseliny 16:0 nebo 18:0) nebo tzv. ,ekvivalentnic@ouhlikovych atorii* vychazejici
z Kovatsovych reteimich indexi. Pouziti &chto hodnot je vSak pouze informativni a
kone&na identifikace musi byt @pprovedena pomoci MS (Eder, 1995). MS se doageu
i pro identifikaci polohovych a geometrickych izom&AME (kapitola 2.4.3.4).

Pro kvantifikaci se neépstji pouziva plamenay ionizatni detektor vzhledem
k jeho vySe zmitnym vlastnostem. FAME jsou kvantifikovany na zaklgdoch piki a
s vyuzitim koreknich faktofi teoretickych nebo experimentélnich. Absolutni lenace
mohou byt stanovenyianim vnitniho standardu zvoleného podle typu analyzovaného
vzorku, nefastji MK 19:0, 21:0 a 23:0 (Eder, 1995).

2.4.3.3 Analyza kapalinovou chromatografii

Ackoliv historicky je plynova chromatografie ve spujes FID nebo MS detekci
nejvice pouzivanou technikou pro analyzu mastnygdelkn, v poslednich letech velmi
vzrostl vyznam vysokatinné kapalinové chromatografie (HPLC) pro stanowKi. Tato
metoda umoiuje na rozdil od GC také analyzu mastnych kyselbez gedchozi
derivatizace (Lacaze et al., 2007).

Metoda HPLC je pouzivana uzaném usptadani, na normalni i reverzni fazi,
v izokratické i gradientové eluci a ve spojeniiziymi detektory. Sajiki et al. (2002)
prezentuji pehled tiznych metod pro #feni volnych PUFA v biologickych vzorcich
pomoci HPLC s MS detekci. Metoda HPLC je vhodnaa analyzu methylestérMK
(Vrkoslav et al., 2012).

Separace vysokotinnou kapalinovou chromatografii

Eluéni paadi mastnych kyselin a jejich deriudpti HPLC separaci neni zavislé
pouze na délce uhlikovéhetézce jako pi GC separaci. Délk#etzce zvySuje hodnotu
retertniho casu, ale vyznaninse uplaiuje také stupenenasycenosti a poloha terminalni
dvojné vazby (Chen et al., 2002).

Chromatografie na reverzni fazi je vhodna pro analyolnych mastnych kyselin
nebo jejich methylestér a také pro identifikaci geometrickych izoreiSeparace zde
zavisi jak na délceetézce, tak i na stupni nenasycenosti (Carrasco-Phacetral., 2009).
Nejcastji pouzivanou reverzni fazi je kolona C18 (oktadsity) umoziujici dolie

separovat volné mastné kyseliny i jejich derivatyzokratickém nebo gradientovém
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elknim modu. Mobilni faze byva sloZzena z organickélmzpoustdla (methanol,
acetonitril) a vody. V fipact separace volnych mastnych kyselin je nutiilgvek nap
ledové kyseliny octové k potlani disociace karboxylové skupiny MK. Retencasy pro
jednotlivé analyty mohou byt &eny semiempiricky. JelikoZz se jedn&egevSim o
disperzni interakce uhlikovéhetézce s C18 stacionarni fazi, zavislost mezi logamitm
kapacitniho faktoru nasycenych MK a¢pem uhlikovych atorin je linearni. Na zaklad
linearnich zavislosti mohou byt vytany hodnoty ,ekvivalentniho gtu uhlikovych
atomi“ pro cis i trans nenasycené MK. Obeénplati, Ze prvni dvojna vazba sniZuje
efektivni délku uhlikovéhdettzce o méa nez d¢ jednotky (18:1 se eluujeigd 16:0).
Druha a dalSi dvojné vazby maji na retenci mergit¢Chen et al., 2002).

Argenta&ni chromatografie je pouzivana pro sepakadzolaci geometrickych a
polohovych izomar MK, methylestelt MK i intaktnich triacylglyceral. Stibrné ionty
jsou bul’ pridany do mobilni fdze nebo vazany na stacionamii &kibrné ionty interaguji
reverzibilre s dvojnymi vazbami v nenasycenych sdewinach za tvorby polarnich
komplexi a vysledkem je selektivni retardace odpovidaji@halytu. Mastné kyseliny
jsou separovany podle o a cis/trans konfigurace jejich dvojnych vazeb (Chen et al.,
2002).

Chromatografie iontovych pérbyla pouzZita pro separaci nederivatizovanych
volnych mastnych kyselin. Nepracuje se mizkém pH jako v chromatografii na reverzni
fazi, ale iontoparovecinidlo (nag. tetrabutylammonium) pottajici naboj volnych
mastnych kyselin jefidano gimo do mobilni faze (Tsuyama et al., 1992).

V pripact komplexnich matric se pouZivaji viceraamé chromatografické
systémy tvéené nap spojenim GC x GC, LC x LC, LC x GC a uniojici vyrazne
zvySeni potu latek separovanych v jednom experimentu. Dal&Zzmost zvysSeni
rozliSovaci schopnosti je zavedeni eluentu z kolgwfymo do iontového zdroje

hmotnostniho spektrometru (Carrasco-Pancorbo,e2G09).

Detekce

Pro detekci mastnych kyselin ragehych pomoci HPLC byla v minulosti
pouzivanarada detektdr, nag. spektrofotometricky, fluorescé&mi, chemiluminiscetni,
refraktometricky, elektrochemicky nebo detektorptytu z&eni. V sodasné dob se viak
diky rozvoji mekkych ioniz&nich technik stale vice prosazuje detekce hmotiostn
spektrometrem. Hlavnim nedostatkerfivd pouzivanych detektidrbyla nizka citlivost.

Pro zvySeni citlivosti a selektivity detekce je matanalyty upravit pre nebo post
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kolonovou derivatizaci. Toyo'oka (1995) podava pbdy pehled o technikach
derivatizace &inidlech vhodnych pro derivatizaci MK pro detektgrguzZivané ve spojeni
s HPLC. DalSi informace lze nalézt keplednych¢lancich autak Brondz (2002) nebo
Chen et al. (2002). Pro UV detekci atitdoporwtuji nag. benzyl, p-nitrobenzyl, fenacyl,
p-bromofenacyl, p-methylthiobenzyl, 1-naphtylaminj. aderivdty. Pro detekci
fluorescenim detektorem se dopa@uji cinidla kumarinového, diazomethanového,
benzofurazanového aj. typu. AdtovSak zmiuji i nevyhody spojené s derivatizaci,
piedevsim pracnost@&@sovou narénost, nebezpe oxidaceci izomerizace dkterych MK
béhem derivatizéni reakce. Proto jsou stéle vice pouzZivany metddgré narénou
piipravu vzorku nevyZzaduiji.

Mekké ioniz&ni techniky umoznily spojeni HPLC s hmotndsspektrometrickym
detektorem. Mezi tyto techniky gatpredevsim ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoiate za atmosférického tlaku. Technika
HPLC/MS poskytuje vysokou selektivitu a citlivostadyzy bez pedchozi derivatizace,
navic umo#uje identifikaci cast&né rozliSenych nebo koeluujicich gikpodle hmoty a
stanoveni struktury a mnozstvi mastnych kyseliriologickém vzorku (Lacaze et al.,
2007). HPLC/MS byla usgre aplikovana na analyzu mastnych kyselin i jejich
methylestel, nejwtsi vyznam méa vSak pro analyzu profilu komplexriptdovych sngsi.

Prehled metod pro #titeni volnych polynenasycenych MK v biologickych veh
pomoci HPLC/MS shrnuje prace Sajiki et al. (20@2)alyza &chto mastnych kyselin byla
provedena na reverzni fazi s MS detekci vyuziv&fi i APCI ionizace aizné zgisoby
monitorovani vzniklych iorit. Pro stanovenithto mastnych kyselin pomoci pozitivni ESI
a tandemové hmotnostni spektrometrie byly poygjtgh trimethylaminoethylestery.

Vrkoslav et al. (2012) pouzil pro detekci methyssstmastnych kyselin techniku
APCI. APCI hmotnostni spektra jsou relattvnjednoduchd a obvykle obsahuji
protonovanou molekulu, adukty ackolik fragmenti, které umo#uji urcit pocet
uhlikovych atoni a dvojnych vazeb, identifikovat polohové izomedlg jejich pouZziti pro
lokalizaci dvojnych vazeb je omezené. Pro analyzojrgych vazeb auto vyuZili tvorbu
adukti FAME s acetonitrilem a jejich naslednou fragmentkapitola 2.4.3.4).

Fotoionizace za atmosférického tlaku je &6V ionizani technika, ktera je
v nékterych fipadech schopna ionizovat estery mastnych kysalomoacyl-, diacyl- a

triacylglycerofli s vysSi dinnosti nez techniky ESI APCI (Marchi et al., 2009).
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P¥i srovnani metod HPLC/MS a GC/MS se vzhledem koediSSi pipraw vzorka
a rychlejsi analyze zda byt vyhagsi metoda HPLC/MS. Limitujici je vSak cena a

celkow narangjsi udrzba pistroje.

2.4.3.4 Ugeni struktury molekuly

Poloha dvojné vazby v nenasycenych mastnych kysgHinovliviiuje jejich
biochemické vlastnosti. Data ziskana z GC/MS aiyaZME, reterini casy a MS spektra
jsou pouzivana pro charakterizaci struktury masinkgselin, ale informace o poloze
dvojné vazby gimo neposkytuji.

Diive pouzivané metody stanoveni polohy dvojné vazblfAME oxidaci ozonem
nebo manganistanem draselnym s naslednou idewiiffiaodukti byly nahrazeny MS
technikami. Hmotnostni spektra ziskana elektronowanizaci FAME vSak nedavaji
specifické ionty vhodné pro &eni polohy dvojné vazby. MoZni&eSeni nabizi jejich
pievedeni na derivaty obsahujici dusik, imnagimethyloxazolinové nebo pikolinylové
estery. Nkteré studie vSak upozasji na nevyhody derivatizaiho kroku, jako jgasova
nara:nost, mozna kontaminace vzorku, vznik vedlejSiadpkii ¢i v ptipac nekompletni
reakce sniZeni citlivosti (Michaud et al., 2002).

Uspsny postup k lokalizaci dvojné vazby nabizi chericlonizace (Cl)
acetonitrilem (Van Pelt et al., 1999; Michaud et @D02). Za podminek CI acetonitril
poskytne ionm/z 54 identifikovany jako (1-methylenimino)-1-etheiyh. Tento ion
rychle reaguje s dvojnymi vazbami FAME za vznikwuntio [M+54], jehoZ nasledna
fragmentace poskytne charakteristické diagnostichty k ueni polohy dvojné vazby ve
FAME.

Vrkoslav et al. (2011, 2012) vyuzili acetonitrilgpcharakterizaci dvojnych vazeb
ve FAME metodou HPLC s APCI detekci. Kapalinovaochatografie nabizi alternativu
ke GC a navic neni omezena pozZzadavkem tepelnditgtabdlostaténé €kavosti analyi,
coz je problém hlavhv pripadt GC analyzy polynenasycenych MK s dlouhjetézcem.
Reakci nenasycenych FAME s acetonitrilem v plyrded APCI zdroje vznikaji adukty
[M+C3HsN] ™, jejichz fragmentace poskytuje diagnostické iomtyoziujici jednoznanou
lokalizaci dvojnych vazeb. Metoda byla pouzita &ntfikaci pfirodnich snsi voski z
jojobového oleje, &eliho vosku a sisi mastnych kyselin ziskanych z oleje seremého
rybizu.
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2.4.4 Analyza lipidi kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci

V¢étSi molekuly, jako jsou triacylglyceroly a fosfalily, jsou netkavé a z tohoto
davodu byly donedavna analyzovanyep jejich komponenty, mastné kyseliny, pomoci
plynové chromatografie. Pro analyzu intaktnich Té&pouZzivala vysokoteplotni plynova
chromatografie, chromatografie na reverzni fazirgemt&ni iontovd chromatografie
(Christie, 1993). Vyvoj modernich ioniggich technik umoznil jednodussi a rychlejsi
piimou analyzu lipid. Pro identifikaci polarnich lipid se nejvice pouzivaji ionizai
techniky ESI a ionizace laserem zZ@t@mnosti matrice (MALDI), pro nepolarni lipidy je
preferovana APCI.

Biosyntéza a metabolismus TAG jsou stereo- a regfické reakce aifrodni
TAG existuji v podob velkého mnoZstvitznych molekul, tzv. molekularnich dnuh
Chemické, fyzikalni, ale i nutmi a technologické vlastnosti konieé dilezitych tuki a
oleji jsou dany polohovou distribuci mastnych kyselimaiekule, tj. jejich vazbou v
polohachsn-1, sn-2, sn-3lycerolu, vliv maji také délky acylovyctetzci mastnych
kyselin a pdet, poloha a konfigurace dvojnych vazeb. Velkédiypmohou byt rozgpeny
na malé, dkavé podjednotky, obvykle kysele nebo bazicky kai@yanou transesterifikaci,
tim se v8ak ztratiidezité strukturni informace. Proto je v sasné dob nejvyhodrjsi
tyto latky analyzovat technikou HPLC/MS, kterd unmgg zachovani struktury celé
molekuly a poskytuje informace jak o sloZzeni molakuich druld, tak i o regiospecifické
distribuci mastnych kyselin v TAG molekulach (Rekart al., 2007; Lisa et al., 2011).

Separace lipidi vysokoinnou kapalinovou chromatografii

Jedna z nejpouzivasich technik pro separaci triacylglycerolve slozitych
piirodnich smisich je vysokoéinna kapalinova chromatografie v ngn€jSim uspgadani
(Buchgraber et al., 2004; Carrasco-Pancorbo @0a).

Chromatografie s obracenymi fazemi (RP-HPLC) vyazizné typy C18 a C8
kolon, mobilni faze obsahuje obvykle methanol, acitil, propan-2-ol a vodu viznych
kombinacich a po#mrech. Retence TAG v RP-HPLC se zvySujeftisigtkem tzv.
~ekvivalentniho pétu uhlikovych atormi“. Retertni ¢as TAG je zavisly na celkovém §a
atomi uhliku ve tech acylech, s kazdou dvojnou vazbou se sniZujaiefé ietézec o dva
atomy uhliku. Ve skutaosti je vSak v &innych modernich systémech tafglo mensi nez
dvé a zavisi na poloze dvojné vazby. Dvojna vazbaenelth ma jiny efekt nez &vdvojné

vazby ve dvou monoenech (Lisa et al., 2005).
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Nevodna RP-HPLC na C18 kolonach pouziva jako mobairi snés acetonitrilu a
vhodného modifikatoru, napaceton, propan-2-ol, hexan, dichlormethan, ktarySuje
rozpustnost TAG v mobilni fazi, coz ma vliv na sgtu a innost separace. Kvalitu
separace také vyznagovliviiuje teplota kolony, je vSak nutné volit kompronps, nizsi
teplot je separace lepsi, alékteré nasycené TAG se mohou vysrazétvissi teplot se
zhorSuje dleni a u labilnich TAG (s vysokym pem dvojnych vazeb) fize dochazet
k degradaci (Lisa et al., 2011b).

Argentani chromatografie je zaloZzena naimoi slabych reverzibilnich komphex
stiibrnych ionti sw elektrony dvojnych vazeb nenasycenych TAGib®té ionty jsou
impregnované na silikagelu nebo vazané ke stacidfézi na bazi iontogmice. Typickou
mobilni fazi je sms hexanu s acetonitrilemiasto s pidavkem propan-2-olu pro zlepSeni
jejich misitelnosti a tim reprodukovatelnosti segar Chlorované mobilni faze jsou také
¢asto pouzivané, obvykle dichlormethan nebo dictihare s pidavkem poléarniho
modifikatoru (acetonitrilu, acetonu nebo methaneimjzké koncentraci. Separace TAG je
fizena pedevSim p&tem dvojnych vazeb a ummze rozaéleni polohovych a
geometrickych izom@dra regioizomar (Lisa et al., 2011b).

V hydrofilni interakini chromatografii (HILIC) se jednotlivé lipidové akce
separuji podle jejich polarity na kolonach silikknyych nebo s chemicky vazanymi
diolovymi skupinami. Mobilni faze obsahuji tagtji kombinaci chloroform — methanol —
voda a hexan — propan-2-ol — vodaiglgvkem tiznych aditiv, nap kyselina mraveti,
octan amonny, hydroxid amonny, amoniak nebo triathin (Gama et al., 2012).

Analyza lipidi v biologickych tk&nich a&lnich tekutinach je velmi naéaa. Jednéa
se o slozité matrice obsahujici také polarni lipidgle vice zastoupen#&stice mohou
maskovat ty minoritni. Proto zde maji vyuziti vicemeérné HPLC techniky umaitji
vyrazné zvysSeni pou latek separovanych v jednom experimentu. Lisalet(2011a)
popisuje novou metodu charakterizace sloZenidipidiznych tkdnich za pouZziti off-line
dvoudimenzionalniho spojeni HILIC a RP-HPL@ppjené k ESI a APCI/MS. V prvnim
rozmeru HILIC byly celkové lipidové extrakty rozteny na individualni lipidové frakce,
které byly pomoci RP-HPLC rozliSeny na jednotlivélekularni druhy. Jejich ESI nebo
APCI spektra pak poskytla informace o sloZzeni mastnkyselin a o jejich vazbna
glycerolovy skelet.

Stejni autdi (Lisa et al., 2011b) pouzili techniky nevodné RPLC a argentmi
HPLC zakowkené APCI/MS detekci k analyze triacylglycdrol komplexnich vzorcich

ZivociSnych tuki (z daika, jelena, ovce aj). V modu nevodné RP-HPLC bglgnptlivé
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TAG separovany podle délky a dto dvojnych vazeb vazanych mastnych kyselitetns
separacetrans a rozv¥tvenych. Argent&ni chromatografii byly rozdeny TAG
regioizomery a slozeni vzorku bylo¢eno GC/FID analyzou methyl esiemastnych
kyselin.

Carrasco-Pancorbo et al. (2009) upamgir na moznost pouziti kapilarni
elektroforézy jako alternativni sepand metody k HPLC v analyze fosfolipid

Detekce lipidd hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometrie je technika, ktera pogkytadu informaci, nap o
molekulové hmotnosti, @tu uhlikovych atom, stupni nenasycenosti a poloze acgh
glycerolovém skeletu, coz umiage kompletni charakterizaci triacylglycerolovéugtury.
Casto je v3ak nezbytna chromatograficka separace @@ MS analyzou, protoze TAG
obsahujici #izné izomery mastnych kyselin (geometrické a poléhomemohou byt
rozliSeny pouze pomoci MS. V stasné dob jsou pouZivanytzné ionizé&ni techniky,
nag. elektronova ionizace (El), chemicka ionizace (@hizace laserem zaipmnosti
matrice (MALDI), bombardovani urychlenymi atomy (BA chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) a ionizace elektrospmej(ESI), z nichz posledni &\ysou
nejpopularjsi (Byrdwell, 2001; Zehethofer et al., 2008; Eapek et al., 2012).

Technika FAB-MS je pouzivana ke studiu strukturykyeh, intaktnich lipid.
Nevyhodou je omezena citlivostguievSim pro nizké molekulové hmoty.

Technika MALDI-MS je pouZzivana hlagrpro analyzu velkych protein ale je
vhodnd i pro analyzu polarnich a nepolarnich tip nejizreéjSich zdrofi. Hlavni
vyhodou metody je rychlost analyzy, kdghem jedné minuty je ziskana poZadovana
informace s dobrou reprodukovatelnosti a minimdgipravou vzorku. Tato technika
vyuZziva citlivy, jednoduchy a rychle skenujicij@tovy hmotnostni analyzator a obvykle
se nezapojuje on-line se sepaaechnikou.

Techniky ESI a APCI, vhodné pro analyzu mastnycbkeky i jejich methylestér
(kapitola 2.4.3.3), se dod hodi také pro identifikaci a kvantifikaci ligid Mohou byt
pouzity samostatn s pgimym nastkem do MS nebo ve spojeni s kapalinovou
chromatografii. Poskytuji informace o molekularnidhuzich ¥etrg regiospecifického,
nemohou vSak byt pouzity pro analyzu stereospé&eéffio rozdleni mastnych kyselin
v sniriacylglycerolech ESI je zvla& uziteina v analyze polarnich lipid(fosfolipida a
sfingolipidi), jsou vSak publikovany prace vyuzivajici ESI b panalyzu nepolarnich

lipidu. Spektra je mozné snimat v pozitivnim i negativmmodu. Pozitivni spektra
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poskytuji informace o molekulové hmotnosti a &tgmnosti jednotlivych polarnich
skupin, ionty v negativnim spektru odpovidaji jetlingm mastnym kyselindm vazanym
na glycerolovy skelet (Lisa et al.,, 2011a). ESlks@eobsahuji pouze kvazimolekularni
ionty bez fragmentace, pro ziskani dalSich infoinsgcvyuziva tandemové hmotnostni
spektrometrie (MS/MS). ESI-MS/MS spektra mohou kjgkana gimo ze surového
extraktu lipidu bez nutnostifpdchozi separace, saponifikace nebo derivatizad&/MS
vétsiny hlavnich lipidovych frakci jagnidentifikuji délku uhlikovéhorettzce a stupe
nenasycenosti mastnych kyselin vazanych Kk ralaée molekule. ESI-MS/MS spektra
obsahuji diacylglycerolové (DAG) fragmentyigiuSného prekursoru TAG. Na zakdad
relativnich intenzit DAG fragmefitje mozné rozliSit mezi jednotlivymi acyly MK
vazanymi v polohachn-1, 2, 3 ziskat tak informace pro strukturni charakteriZ#G.

APCI je zvla& vhodna pro analyzu nepolarnich lipi(TAG, steroti a estek MK)
(Zehethofer et al., 2008). Spektra obsahuji protané molekulové ionty a DAG
fragmenty, jejichZ zastoupeni je také zavislé nazoMK v molekule glycerolu. Metodu
HPLC s APCI detekci v negativnim modu s amoniakako jzmlzujicim plynem pouzili
Leskinen et al. (2010) k rozliSeni regioisoth@AG v niznych rostlinnych olejich.

Dalsi slibnou technikou profimou analyzu lipid je metoda nukledrni magnetické
rezonance (NMR). Nkeni'H, °C a®P NMR spekter umaitije ugeni struktury lipid,
kvalitativni i kvantitativni analyzu jednotlivych etekul i komplexnich s@si. Je to
nedestruktivni metoda, ktera nevyzaduje specifickéndardy pro kvantifikaci. Ve

srovnani s MS ma vsak nizsi citlivost (Falch et2006).
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2.5 FURANOVE MASTNE KYSELINY

2.5.1 Struktura

Furanové mastné kyseliny (F-kyseliny) jsou mindrhieterocyklické slozky lipidl
s charakteristickou strukturou. Furanovy cyklus gabstituovany v jednén poloze
karboxyalkylovymietzcem se 7, 9, 11 nebo 13 uhlikovymi atomy, v druh#@oloze je
pak vazan propyl nebo pentyl. Polohy beta jsou zdrsa jednim (\B poloze pilehlé
k postrannimuetzci mastné kyseliny) nebo éwma methyly.

Chemické ndzvy F-kyselin jsou pémeé komplikované, proto se pouZivajizna
zkracend ozrini, nap. F s indexem odpovidajicim eluci z GC kolony (Glatal., 1974;
Spiteller, 2005), systém podle Rahna (Rahn etl@B]1l) nebo jeho modifikace (Vetter et
al., 2012). Systém je zaloZeny na a@rd délkyiettzai vazanych v polohdch a pouziti
piedpony Me nebo DiMe podle gt methyh vazanych 8 polohach. Nej&Znejsi F-
kyselina, 12,15-epoxy-13,14-dimethyleikosa-12,1dndva, je pak ozwkavana jako F;
DiMeF(11,5) nebo11D5 (Obr. 6).

H,C CHj
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Obr. 6 12,15-epoxy-13,14-dimethyleikosa-12,14-dienova kiyae

2.5.2 Vyskyt

F-kyseliny jsou produkovany rostlinami (Hannemahale 1989)jfasami (Batna et
al., 1993) a miskymi bakteriemi (Shirasaka et al., 1995, 1997}ato$ organismy je
ziskavaji v potra¥ (Spiteller, 2005). Poprvé byly detegovany v ro@¥4 ve Stice Esox
luciug) (Glass et al., 1974) a od té dobyad dalSich organisin F-kyseliny jsou
distribuovany v nizké koncentraci téirve vSech Zivych organismech, namstliny, ryby,
obojzivelnici, plazy a savci¢etré ¢lovéka (Hannemann et al., 1989; Wahl et al., 1995;
Dembitsky et al., 1996; Spiteller, 2005; Pacettalet2010; Angioni et al., 2014; Yu et al.,
2015; Mawlong et al., 2016). Izolovany byly takééZnych potravin jako rostlinné a rybi
oleje ¢i maslo (Vetter et al., 2013, 2014) a detekovanybich gonadach (Glass et al.,
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1975, 1977; Gunstone et al., 1978; Pacetti et28l13), jatrech (Hammann et al., 2015;
Wendlinger et al., 2016) a Supinach (Grahl-Nielstal., 2010).

F-kyseliny se, stefnjako ostatni mastné kyseliny, vyskytuji vazané foeme
estefi. V rostlinach jsou zastoupeny hlawe fosfolipidoveé frakci, v lipidech saita ryb
v riznych lipidovych frakcich podle mista vyskytu. Vbigh jatrech jsou vazany na
cholesterol, vmase ryb se nachazeji ve fosfolygddrakci (PL), pedevSim ve
fosfatidylcholinu. V gonadach se vyskytuji v§h¢ v triacylglycerolové frakci (TAG).
V jatrech savit jsou F-kyseliny esterifikovany cholesterolem, adezeny byly i v TAG
frakci. V krevni plasm sav@ i lidské jsou vazany hla¥n v PL, pedevSim ve
fosfatidylcholinu a fosfatidylethanolaminu (Spitgll 2005). V mé#ské bakterii,
Shewanella putrefaciengijici v travicim traktu ryb, Shirasaka et al9@r) nalezli ¥tSinu
F-kyselin ve forns fosfolipidi, predevSim fosfatidylethanolaminu a fosfatidylglycerol
vzdy v polozesn-1. Byly také popsany olefinické F-kyseliny, riaps olivovém oleji
(Boselli et al., 2000), dvojné vazba byla nalezgkav karboxyalkylovém, tak i alkylovém
postranninretzci. Prace Vetter et al. (2012, 2013) potvrdily Fzkyseliny jsou rozgéene
I v potravinach, jejich koncentrace jsou vSak awive fadou faktol. Skladovani potravin
a jejich zpracovani mohou zZéfinit ztratu F-kyselin, coz dZe dale vést ke snizeni
nutricni hodnoty potraviny. Pacetti et al. (2010, 201@ntifikovali nikolik F-kyselin
v rybach z Jaderského mep popsali zreny F-kyselin Bhem roku a prawgpodobnou

souvislost mezi jejich hromadim v gonadach a fertilizaim procesem.

2.5.3 Biosyntéza

Rostliny arasy syntetizuji zakladni skelet F-kyselin z acetatathyl v poloze beta
furanového jadra pochéazi z methioninu a furanowlikyze vzduchu. Kyselina linolova je
prekursorem uhlikové kostry F-kyselin nesoucichtylexy postrannicet¢zec, zatimco F-
kyseliny s propylovym postranniffettzcem pochazeji z 9,12-hexadekadienové kyseliny
(Batna et al., 1993). Prvnim krokem v biosyntéz&ysgelin v enterickych migkych
bakteriich je zavedeni methylové skupiny ce-vakcenové kyseliny (Shirasaka et al.,
1997).

2.5.4 Pozitivni biologické @inky
Furanové mastné kyselin byly nalezensad potravin (maslo, Zampiony, rostlinné
oleje), ale jejich nejbohatSim zdrojem jsou rybyaEny jsou koncentrace v rozmezi 0,2

— 0,9 g/100 g oleje spvahou dimethyl F-kyselin (Vetter et al., 2013).185& vysoky
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obsah byl zji&n v rybich jatrech &hem teni a hlado¥ni (Glass et al., 1975). Kapsle
s rybim olejem, prodavané jako potravinovy déRrinF-kyseliny neobsahovaly fejme
byly odstragny béhem rafinace rybiho oleje (Vetter et al., 2013).

Pozitivni &inky ryb na lidské zdravi jsoufipisovany pedevSim n-3 PUFA
(kapitola 2.1.3). Tyto latky vSak snadno podlémejidacnim reakcim a minoritni slozky,
jako nap. F-kyseliny, zde mohou mit vyznamny fyziologickfelt. Jakakoliv zrina ve
struktue burg¢né membrany aktivuje lipoxygenasy, které transfgirmBUFA na
hydroperoxidy. Tyto &e mohou pejit aZ do neenzymeviizené peroxidace lipid
produkujici radikdly, které pak oxiduji vSechnytiaekuly (lipidy, sacharidy a proteiny).
Chemické reakce indukované radikdly jsotejm¢ zodpowdné za starnuti a vznik
chronickych chorob. F-kyseliny jsou vynikajicimitexidanty a lap& volnych radikah
(Okada et al., 1990, 1996), reakci s radikaly sedsa oxiduji za vzniku dioxoén Tyto
oxidatni meziprodukty stabilizované rezoran strukturou s dlouhou dobou Zivota mohou
reakci s dalSim radikaledettzovou reakci ferusit. F-kyseliny nesouci dva methyly na
furanovém jatk jsou mnohem lepSi laj@m volnych radikal nez F-kyseliny s jednou
methylovou skupinu. F-kyseliny jsou zabudovavanyfasjolipidi krevni plasmy a stefn
jako PUFA se nachéazejtedevsim ve fosfolipidech nizkohustotniho lipopnoteitedy tam
kde mohou oxidaci lipi@l branit nejdinnéji, na rozdil od jinych antioxidafif nag.
tokoferol (Spiteller, 2005, 2007).

Teixeira et al. (2013) potvrdili, Ze F-kyseliny 2unji riziko nemoci vyvolanych
oxidativnim stresem. Lemke et al. (2014) se zabywderakci F-kyselin fitomnych
v buré¢né séné fotosyntetické bakteri®@hodobacter sphaeroidesreaktivnimi formami
kysliku. Wakimoto et al. (2011) studovali in vivétaity F-kyselin gitomnych v musli
Perna canaliculusa potvrdili, Ze tyto minoritni mastné kyseliny \aguji vysSi
protizaretlivé ucinky nez kyselina eikosapentaenova. Pacetti 28l3) nalezli pozitivni
korelaci mezi obsahem celkovych F-kyselin a EPAile¢ech Sesti druinryb z Jaderského

more.

2.5.5 Analyza

Analytické stanoveni F-kyselin je n&r@ z rkolika divodi. Tyto latky se
vyskytuji v biologickych vzorcich jen v nizkych kzentracich, jsou nachylné k oxidaci a
jejich standardy jsou obtizndostupné. Identifikace a stanoveni F-kyselin vygad
techniku GC/MS.
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Analyza F-kyselin z&na, podob# jako u ostatnich mastnych kyselin, extrakci
lipida z biologického materialu s naslednymeypedenim v lipidech vazanych mastnych
kyselin na jejich methylestery. Plynova chromatfigr& AME je obvykle provagha na
polarnich stacionarnich fazich s vazanymi kyanogoqymi skupinami pro usnadni
separaceis/transizomefi a slogenin se stefh dlouhymietzcem, ale iznym pdtem
dvojnych vazeb. Struktura F-kyselin — ¢aggtji 19 — 22 uhlikovych atoid dvojné vazby
a kyslik ve furanovém cyklu jsouipinou jejich relativig vysokych reteénichc¢agi.

Nizké hladiny F-kyselin ve vzorciatasto vyZzaduji jejich i@dseparaci od jinych
mastnych kyselin (zvI&tPUFA), které jsou vzhledem k F-kyselinam v nadbyéc¢asto
prekryvaji jejich GC retetni interval. Po pevedeni mastnych kyselin na jejich
methylestery se pro ¢aly obohaceni vyuzivaji komplexy s towinou, argentni
chromatografie nebo hydrogenace. Komplexy sgowmou tvdi jen nasycené
neroz¥tvené mastné kyseliny s vice nez deseti uhlikyrékje tak mozné odtit od
nenasycenych a ro&wenych mastnych kyselin ¢etne F-kyselin. Argenténi
chromatografie (nap na tenké vrst) umoziuje frakcionaci FAME na nasycené a
nenasycené siznym pa@tem dvojnych vazeb. F-kyseliny, u nichZz se na tvdeomplexi
se stibrnym iontem podileji dvvazby, se eluuji mezi nenasycenymi FAME s jednou a
dvéma dvojnymi vazbami. Také hydrogenace z&lip& zvolenych podminek, které
minimalizuji vedlejSi reakce, e byt pouzita k ziskani obohacené frakce F-kyselin
Hydrogenace zanechava F-kyseliny, stejmko nasycené MK, nezinéné a umoiuje
jejich separaci od PUFA (Wahl et al., 1995; Vettg¢ral.,, 2013). Fmou metodu pro
analyzu F-kyselin pomoci GC/MS, tedy baegseparace od ostatnich MK, pouzili Pacetti
et al. (2010) v analyze ryb z Jaderskéhd@emo

DalSi komplikaci analytického stanoveni F-kysekn rjedostupnost referé&rich
standard vhodnych jako interni a externi standardy pro kiativni analyzu. V sotasné
doke je kometn¢ dostupnych pouzec¢holik standard F-kyselin,fada laboratb si je
syntetizuje nebo izoluje sama (Gorstallman et1#88; Vetter et al., 2012; Knight et al.,
2015).

DalSim problémem je stabilita F-kyselin. Bylo popsaze F-kyseliny se rozkladaji
béhem homogenizace vzorku ve vodném roztoku a motadu uniknout detekci
v biologickém materialu (Wakimoto et al., 2011)ouJscitlivé na swtlo, pricemz F-
kyseliny se déma methyly na furanovém cyklu jsou k degradaci ghehsi nez F-
kyseliny s jednim methylem. Volné F-kyseliny sekiédaji i kthem skladovaniip-20°C,
relativrg stabilni jsou ve forghmethylestet (Vetter et al., 2012).

42



Identifikace F-kyselin vyZaduje pouziti hmotnostmgpektrometru jako detektoru.
F-kyseliny a nenasycené MK s8kolika dvojnymi vazbami maji stejné reten indexy a
k jejich vzdjemnému rozliSeni jgeba pouzit spektra ziskana elektronovou ionizaci.
Orientace pouze podle retench indext maze byt gic¢inou, pr& mnoho autar pritomnost
F-kyselin v analyzovanych vzorcich neuvadi (SptelR005). El spektra methylesidr-
kyselin davaji kompletni strukturni informaci. Oliley obsahujiti charakteristické ionty —
molekularni ion, zakladni ion a ion vytemy ze zakladniho McLaffertyhorgsmykem
(Glass et al., 1975). Zakladni ion vzni&&tEpenim v karboxyalkylovénketizci naa, -
vazl® prilehlé k furan cyklu a jeho n&gsgjSi m/zhodnoty jsou 137, 151, 165 a 179 podle
poctu methyli v B polohach a délky alkylu & poloze. Molekularni ion spolu se zakladnim
iontem umo#uji identifikaci nejdilezitéjSich F-kyselin. Pro ziskani dostaté citlivosti
pii kvantifikaci F-kyselin se dopotuje metoda monitorovani vybraného iontu (Pacetti et
al., 2010; Vetter et al., 2012).
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3. CILE PRACE

Cilem disertani prace bylo studium mastnych kyselin v lipidegtnranych drubi
sladkovodnich ryb. S ohledem ngeghkizné vysledky a dostupnost materialu se pozornost
soustedila zejména na kapra obecného. Vzorkgngch tkani kapra se ukazaly natolik
zajimavé, Ze se dalSi prace z#ila na jejich podrobné prostudovani.

V prvni fazi byla vypracovana metodika pro extrakcelkovych lipidh
z biologického materialu, jejich roZeéni do lipidovych frakci a stanoveni profilu
mastnych kyselin wthto frakcich.

Déle byla zpracovana metodika aplikovana fané rybi tkas s cilem ugit
zastoupeni lipidovych frakci a profil mastnych Kys& téchto tkanich.

Ziskanad data byla zpracovana zejména vyuZitim sttté metody analyzy

hlavnich komponent.

44



4. MATERIAL A METODY

4.1 POUZITE CHEMIKALIE, P RISTROJE A ZARIZENI

Pro analyzu celkovych lipid lipidovych frakci a mastnych kyselin byly krém
béZznych chemikalii a rozpoustel (v analytickétistott), laboratorniho skla, paiwek a
vybaveni, pouzity nasledujici:

e Standardy lipid

L-a-phosphatidylcholin, 1-monopalmitoyl-rac-glycerdipalmitin, tristearin,
triolein (vSe Supelco, USA)
» Standardy methylestiémastnych kyselin
Methyl-heneikosanoat, methyl-trikosanoat (oba Sigkitrich, USA), FAME Mix
C4 — C24 (Supelco, USA)

e Zafizeni pro analyzu na tenké vrstv
TLC desky, Silica gel G, 20 x 20 cm, 0,5 a 1 mmdlech, USA)
Sklergna vyvijeci komora, 30 x 28 cm (General GlassblogwihSA)
Detekeni ¢inidlo 27,7 -dichlorofluorescein (Fluka,dhecko)

» Plynovy chromatograf s detektory FID a MS Variaf©@@8C/4000MS (Palo Alto,
USA)

4.2 BIOLOGICKY MATERIAL

Jako zakladni biologicky material byl vybran kajmeony Cyprinus carpig, ktery
je bkéZzr¢ dostupny v maloobchodni siti. V metodiaiasti gredloZzené prace (kapitoly 4.3 a
5.1), byl pouzit i pstruh duhov¥dpcorhynchus mykiks

Cerstvé ryby, u kapra také filety, jikry a ®ilibyly kupovany v prodefhLesy a
rybniky méstaCeskych Budjovic s. r. 0. v letech 2011-2013. Zakoupeny matesiyl co
nejrychleji gepraven do laborate, aistén, naporcovan a zvazen. U vzorlkapra
obecného byla odebrana svalovinaifaetni ¢asti bez kze, u vzork pstruha duhového
byla pouzita svalovina z celé ryby be#izk. Vzorky byly o3éeny lyofilizaci (-60 °C,
0,025 mbar, 24 hodin) a uchovany 420 °C.
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Pro metodickowdst prace (kapitoly 4.3 a 5.1) tykajici se volbyr&ikniho cinidla
pro extrakci celkovych lipigl byly zpracovany vzorky svaloviny kapra (zakoupeny
v listopadu 2011), svaloviny pstruha (zakoupenyednu 2011), méi a jiker kapra
(zakoupené v Z& 2011). Pro kazdé testované extmakéinidlo byly z kazdého vzorku
provedenyit paralelni stanoveni zahrnujici extrakci celkovyigida, jejich rozdleni do
frakci a stanoveni mastnych kyselin ve frakciclo. ftudium lipidovych frakci a mastnych
kyselin ve svalovid, jikrach a ml¢i kapra obecného (kapitoly 5.2 — 5.4) byly vybrany
vzorky zakoupené v ésicich listopad a prosinec, kdy je konzumace kaymjactSi. U

téchto vzorki byla extrakce celkovych lipida nasledna stanoveni provedena jednou.

4.3 VYVOJ METODIKY

4.3.1 Extrakce celkovych lipidi

Pro extrakci celkovych lipidl z biologického materialu byla testovaéigii rizna
extrakeni ¢inidla: petrolether, chloroform, sfa chloroform- methanol 2:1 (v/v) (Sushchik
et al.,, 2007) a extrakce dle Folcha (Folch et H57) s modifikaci pro lyofilizované
vzorky (Chuang et al., 2012).

Pri extrakci petroletherem, chloroformem adsinchloroform— methanol 2:1 byly
2 g lyofilizovaného vzorku extrahovany 15 niiggusného extrainiho ¢inidla pi teplo®
4 °C po dobu 24 hodin. Poté byl extrakt filtrovaegpfiltratni z&izeni Supelco napojené
na vodni vy¥vu a sediment jeStdvakrat promyt 10 mlifslusného extrainiho ¢inidla.
Spojené extrakty byly odpeny proudem dusikuip40 °C do konstantni hmotnosti.

Pro vzorky extrahované modifikovanym postupem dleica byly 2 g
lyofilizovaného vzorku nejprve zvileny 4 ml destilované vody, vzorek byl ponechan 30
minut @i laboratorni teplat a poté byl extrahovan 20 ml gsi chloroform — methanol 2:1
(4 °C, 24 hodin). Extrakt ziskany po filtraci bg@sg vytrepan 4 ml 0,9 % roztoku NacCl,
organicka faze pak byla odjgma proudem dusikuiplO °C do konstantni hmotnosti.

Ziskané extrakty celkovych lipid byly pred dalSim zpracovanim uchovany
pii -20 °C.

Jako optimalni extraki ¢inidlo pro extrakci celkovych lipil z tkdni kapra
obecného byla vyhodnocena&nchloroform — methanol 2:1 (kapitoly 5.1.1 a B)1Za

urcitych podminek Ize také pouzit extrakci petroleginer(kapitola 5.1.3)
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4.3.2 Volba vnittniho standardu

Testovany byly dva dostupné umi standardy, methyl-heneikosanoat a methyl-
trikosanoat. Jejich zasobni roztoky byl§fppaveny v isooktanu v koncentraci 10 mg/ml a
dale n#edny na pracovni koncentrace 1 mg/ml a 0,1 mg/ml.

Pro testovani mozné koeluce s analytitgmnymi v biologickych vzorcich bylo
40 ul roztoku vnitniho standardu o koncentraci 1 mg/midano k 5 mg celkovych lipid
vyextrahovanych z tkani kapra obecného a pstruliowdino a rozpu&bhych v 500 pl
smesi petrolether — dichlormethdnl (v/v). Vzorky byly poté fevedeny na methylestery a
analyzovany GC/FID (kapitola 4.4).

Jako optimalni vnihi standard byl vyhodnocen methyl-heneikosanoaseKya
heneikosanova se v analyzovanych vzorcich nevyskldoa jeji methylester nekolidoval
pii GC analyze s Zadnou jinou mastnou kyselinou. Qrkie mli¢i se sice eluoval v
blizkosti furanové mastné kyseliny MonoMe(9,5), ale piky bylo moznéipintegraci
odctlit. Methyl-trikosanoat u vzork mlici kolidoval s furanovou mastnou kyselinou
MonoMe(11,5).

4.3.3 Optimalizace chromatografie na tenkeé vrs&

Pro optimalizaci stacionarni a mobilni faze bylaifita sn¢s standarél obsahujici
fosfatidylcholin, 1-monopalmitoyl-rac-glycerol, dipnitin, kyselinu palmitovou a
tristearin (rozpugné v chloroformu, kazdy v koncentraci 2 mg/ml). J0@&to snési bylo
naneseno na tenkou vrstvu a vyvijeno a detekovidaatmfm postupem uvedenym nize.

Testovany byly desky o rozirech 20 x 20 cm s tlotkou silikagelu 0,5 a 1 mm.
Jako optimalni byly vyhodnoceny desky 0,5 mm. Bekapacita je sice niZsi, ale analyza
je rychlejsi a mnoZzstvi silikagelu, ze kterého jqmak jednotlivé frakce extrahovany,
mensi. Na zvolené desky bylo mozné, v souladwesatiirou (Christie, 1989), davkovat
maximalre 20 mg celkovych lipid, pfi vySSim mnoZstvi byla jiz deskargtizena,
jednotlivé frakce tveily Siroké a Kivé zony. Mnozstvi 20 mg celkovych ligidbylo
dost&ujici pro dalsi analyzy. Ukazalo se také, ze jedvidodesky fed pouzitim promyt
smeési chloroform — methanol 1:1, jinak se ve slepéwrkz objevovaly néstoty.

Poner jednotlivych slozek mobilni faze byl optimalizavéa ohledem na dobré
odckleni jednotlivych lipidovych frakci a dobu analyzyOptimalni mobilni faze
obsahovala slozky hexan — diethylether — kyselinaverti v pormeru 60:40:2 (v/v).

K optimalizaci extrakce lipidovych frakci z tenkéstvy byly pouzity standardy
tristearinu, trioleinu a fosfatidylcholinu. Jejiclzasobni roztoky byly ijpraveny
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v koncentraci 20 mg/ml v chloroformu. Byla testomamlw riznd mnoZstvi &hto
standard (2 a 5 mg), kterd byla nanaSena na tenkou vrstka gény Siroké fiblizné

2 cm. Desky se standardy byly vyvijeny a detekovi@mginim postupem uvedenym nize.
Poté byla zonafpslusného standardu z tenké vrstvy vySkraban&emaesena do plastové
zkumavky. K ni bylo fidano 100ug vnittniho standardu a 6 ml jednoho z testovanych
extrakénich ¢inidel: chloroform nebo sis chloroform — methanol v pammu 1:1 nebo 1:2
(v/v). Extrakce byla zopakovana jestvakrat, pro fosfatidylcholin aztkrat. Pro oddleni
extrakeniho ¢inidla obsahujiciho lipidy od silikagelu byla tegéma centrifugace a filtrace
na zdizeni Supelco napojeném na vodni &§w. Spojené extrakty pak byly odeay
dosucha a rozpudty v 500 ul petroletheru, v fipadt fosfatidylcholinu v 500ul sngsi
petrolether — dichlormethan 4:1 (v/v). Vzorky byikile gevedeny na methylestery a
analyzovany GC/FID (kapitola 4.4). Pro optimalizasitrakce lipidovych frakci z tenké
vrstvy byla sledovana w§inost standafdz tenké vrstvy. VyZnost byla vypéitana jako
podil pongra ploch gislusného standardu a wmiho standardu vzorku vyvijeného na
TLC a vzorku analyzovanéhdimo plynovou chromatografii bezgmchozi TLC.

Pridavek methanolu k extrakimu ¢inidlu se ukazal vyznamny u frakce polarnich
lipidu, pro triacylglyceroly vyhovovala extrakce chlorofeem. K oddleni organické faze
obsahujici lipidy od silikagelu se lépe odgila filtrace, diky niz doSlo k zvySeni
vytéZnosti pro standardy tristearinu a trioleinu naa928 %, pro fosfaditylcholin na 62 %.
Vice fosfatidylcholinu se neuvolnilo antipgvySeném fidavku methanolu do extr&kiho
¢inidla ani rekolikrat opakovanou extrakci. Bylo otestovano, zZ&éhdm filtrace a
nasledujicich operaci uz k zadnym ztratdm nedochamiziti kyselé misto alkalicky
katalyzované fipravy methylestdér také vyEznost nezvySilo. Fosfatidylcholin se
pravéEpodobré silné a nevratt vdZze na silanolové skupiny silikagelu. Dochaziyted
k urtitému podhodnoceni této lipidové frakce. ¥most by mohla byt zvySena extrakci za
vySSi teploty, kde je vSak riziko degradace polasgcenych mastnych kyselin. Nizsi
vytéZek polarnich lipid byl reprodukovatelny a vzhledem k tomu, ZefedioZzené praci
Slo predevSim o izolaci dané frakce a profil v ni obsgZzbrmastnych kyselin, tento krok
jiz dale optimalizovan nebyl

Vyvoj metodiky vedl k nize popsanému findlnimu ppst pro separaci celkovych
lipida na jednotlivé lipidové frakce. Frakce byly na ténkst¥ dolie oddlené a jejich
vzdalenost od startu rostla vtomto f@di: polarni lipidy, monoacylglyceroly, 1,2-
diacylglyceroly, 1,3-diacylglyceroly, volné mastkgseliny a triacylglyceroly. Vzhledem
k citlivosti nékterych mastnych kyselin, zejména polynenasycemyftiranovych, byl cely
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postup provagh co nejrychleji, vyvijeci komora i zkumavky byrérény pred dennim
swtlem alobalem a analyty byly ponechany na silikageh nezbyts dlouhou dobu.

4.3.4 Findlni postup separace celkovych lipitina tenké vrstwé

20 mg celkovych lipid bylo rozpu&tno v 300 ul chloroformu a naneseno na
sklerénou desku pokrytou silikagelem téfpo celé jeji §te. Pouze do levéasti desky
byla nanesena asi 1 cm zéna 50 pésinstandard slouzicich k identifikaci jednotlivych
lipidovych frakci. Tato swis obsahovala fosfatidylcholin, 1-monostearoylglgter
distearin, kyselinu stearovou a tristearin rozgnstyv chloroformu, kazdy v koncentraci
2 mg/ml.

Po naneseni a zaschnuti vzorku byla deska vyvijenabilni fazi o sloZeni hexan
— diethylether — kyselina mraw&n60:40:2 (v/v) ve vyvijeci konte, ktera byla fedem
sycena parami mobilni faze ale#ipb hodinu. Vyvijeni desky bylo dokoéeno, kdyzéelo
rozpoustdla dosahlo vzdalenosti asi 1 cm od horniho okilegky. Deska byla usuSena na
vzduchu a positkdna deteknim ¢inidlem (0,1 % roztok dichlorofluoresceinu v 95%
methanolu). Jednotlivé lipidové frakce byly vizaaany @i vinovych délkach 254 a 365
nm a jejich reteéni faktory byly porovnany se s@asré analyzovanou s#si standardl

Silikagel s pislusnou frakci byl vySkraban do plastové zkumaakye kazdé frakci
byl ptidan roztok vnitniho standardu, methyl-heneikosanoatu rozmé$to v isooktanu,

v mnozstvi uvedeném v Tabulce 2.

Tab. 2 MnoZstvi (1g) vnitiniho standarduianého k lipidovym frakcim.

Lipidova frakce Svalovina kapra obecného  Jikry a mlgi

a pstruha duhového kapra obecného
Polarni lipidy 2 40
Diacylglyceroly 40 40
Volné mastné kyseliny 2 2
Triacylglyceroly 400 40

Jednotlivé lipidoveé frakce byly ze silikagelu uvétry extrakci chloroformem (2 x
10 ml), v gipact polarnich lipidh byla misto chloroformu pouzita $s chloroform —
methanol 1:1 (v/v). K oddleni supernatantu s lipidy od silikagelu bylo pdoZiltracni
zaizeni Supelco, které bylo mezi jednotlivymi frakégromyvano dichlormethanem. Po
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odpdeni rozpou&dla byly jednotlivé lipidové frakce rozpusty v 500 ul petroletheru,
s vyjimkou polérnich lipid, které byly rozpughy v 500 pl smsi petrolether —
dichlormethan4:1 (v/v). Takto ppravené lipidové frakce byly dalergvedeny na

methylestery a analyzovany plynovou chromatog(képitola 4.4).

4.4 ANALYZA MASTNYCH KYSELIN

4.4.1 Riprava methylestei mastnych kyselin

Pro pgipravu methylestér mastnych kyselin vazanych v lipidovych frakci
polarnich lipidi, monoacyl-, diacyl- a triacylglycetinbyla pouzita alkalicky katalyzovana
reesterifikace. Ke vzorku bylofidano 200 pul KOH v methanolu (c = 2 mol/l), réak
smés byla inkubovana 2 minutytfip60 °C, ochlazena, neutralizovana 400 pl HCI
v methanolu (c = 1 mol/l) a hedtna 500 pl petroletheru.

Pro p@ipravu methylestér volnych mastnych kyselin byla pouzita kysele
katalyzovana esterifikace. Ke vzorku byligan 1 ml HCI v methanolu (c = 3 mol/l),
realkéni snmeés byla inkubovana 15 minutfip70 °C, ochlazena a fexkna 500 pl
petroletheru. Petroletherova vrstva byla odebrameugralizovanaidavkem NaCO:.

Pro gipravu methylestérmastnych kyselin ze vzorku celkovych lipidylo 5 mg
lipida rozpuséno v 500 pl srési petrolether — dichlormethan 4:1 (v/iv)idano 40 ug
vhitiniho standardu a podrobeno alkalicky katalyzovaeéterifikaci.

U nekterych vzork bylo treba pipravené methylestery upravit na koncentraci
vhodnou pro nasledujici analyzu plynovou chromabigr Triacylglycerolova frakce
pochazejici ze svaloviny byla ieakna desetkrat, frakce polarnich lipide svaloviny a

vSechny frakce volnych mastnych kyselin byisténg odpaeny @i 40°C pod dusikem.

4.4.2 Analyza methylestai mastnych kyselin plynovou chromatografii

Pripravené methylestery mastnych kyselin byly analgny na plynovém
chromatografu vybaveném plamegovionizanim detektorem i hmotnostnim
spektrometrem. Na kapilarni kolonu Varian CP 741®elect FAME 50m 0,25mm
0,25um) byl davkovan 1pl vzorku methylestér mastnych kyselin rozpustych
v petroletheru se splitem 10. Teplotni program dsledujici: 6 minutip 170 °C, poté
narist na 190 °C rychlosti 2 °C/min, poté zvySeni tgpia 210 °C rychlosti 25 °C/min a
konstantni teplota 250 °C po dobu 15 minut. Jakengi@lyn bylo pouzito helium, jehoz
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pritok byl nastaven na 1,8 ml/min. Teplota injektorplameno¥ ionizatniho detektoru
byla nastavena na 250 °C. Z&hto podminek bylo moZzné radd vice nezctyricet
methylestek mastnych kyselin dhem 30 minutové analyzy (Obr. 8 v kapitole 5.1.4).
Jejich retetni cas vzfistal s rostoucim gtem atoni uhliki v molekule a bylo mozné
rozliSit i polohové a geometrické izomery.

Pro GC/MS analyzy byly zachovany vySe uvedené pokynGC separace, u
hmotnostniho detektoru bylo pouzito dopfné nastaveni vyrobce a spektra byla snimana
kontinualre vrozsahu 70 — 450 amu. Byla zaznamenana spekdt@ard chemickou
ionizaci s acetonitrilem i spektra ziskana elekirau ionizaci.

Jednotlivé mastné kyseliny byly identifikovany naklact reterfnich c¢asi
(porovnanim s komen¢ dostupnymi standardy) a hmotnostnich spekter. tBpekskana
chemickou ionizaci s acetonitrilem obsahovala Kromnolekulového iontu MH
diagnosticky vyznamné adukty [M+54h dal3i charakteristické ionty [M-32h [M-18-
13]" vhodné pro identifikaci (Michaud et al., 2002). dkupiny furanovych mastnych
kyselin nela wtSi vyznam spektra ziskana elektronovou ionizaigrdkbyla porovnana
s daty v NIST knihové spekter a s literaturou (Pacetti et al., 2010t&redt al., 2012).

Pro kvantitativni stanoveni methylestamastnych kyselin byl pouZzit plamerov
ionizani detektor. Kvantitativni zastoupeni mastnych kgsee vzorku bylo vypeéitano
na zaklad ploch piki v GC/FID chromatogramu, relativni odezva detektdoya
povazovana za konstantni. Zastoupeni jednotlivyastnych kyselin bylo vyjaéno
v procentech celkovych mastnych kyselin identifizoych ve vzorku.

Zastoupeni jednotlivych lipidovych frakci v celkaby lipidech bylo vypeéitano
pomoci mastnych kyselin. Lipidové frakce byly vyjény jako hmotnostni procenta v nich
vazanych mastnych kyselin vztazena k mastnym ky&eli vazanym ve vSech frakcich.
Hmotnost mastnych kyselin v dané frakci byla wjipmna na zaklatcelkové plochy vSech
mastnych kyselin a zndmého mnoZstdaného vnitniho standardu.

V analyzovanych vzorcich bylo sledovano vice nez mastnych kyselin se
zastoupenim v rozmezi 0,01 % az 30 % celkovychmgeltkyselin v jedné analyze. Jako
mez detekce z hlediska daného chromatogramu bylgdryoceny piky, jejichZz zastoupeni
v celkovych mastnych kyselinach bylo 0,01 %. ddhto minoritnich mastnych kyselin
variaini koeficient pro ii opakovani dosahoval hodnot 50 i vice %. Jako mez
stanovitelnosti byly vyhodnoceny piky se zastoupefjO5 %, kde se vatiai koeficient

pohyboval kolem 20 %. Na zakkddaji o davkovani vzorku do GC a pomoci vniho
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standardu bylo vypitdno mnoZstvi methylestrmastnych kyselin odpovidajici mezi
detekce 0,04 ng a mezi stanovitelnosti 0,2 ng.
Zaznam a zpracovani dat ziskanychh @C/FID a GC/MS analyzach bylo

provedeno pomoci software MS Workstation 6.9.

4.5 STABILITA

Celkové lipidy vyextrahované ze studovanych vapriodp&ené dosucha a
uchovavané ip -20 °C, byly stabilni minimakh dva roky. Bi opakovaném stanoveni
zastoupeni mastnych kyselin byly v@&nakoeficienty nizsi nez 5 %, pr@které minoritni
mastné kyseliny dosahovaly nejvySe 10 %.

Vzorky methylestar mastnych kyselin rozpugté v petroletheru byly uchovavany
pii 4 °C a byly také stabilni minim&ndva roky. Hodnoty varimich koeficient
vychazely do 5 % i pro minoritni mastné kyseliny.

Podobna stabilita byla potvrzena i u roztoku #mdh standant methyl-

heneikosanoatu a methyl-trikosanoatu, rozmygth v isooktanu.

4.6 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDK U

Pro statistické zpracovani vyslédkyl pouZzit program Microsoft Excel 2010 a
program Statistica 12 (StatSdfiR).

52



5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 VYVOJ METODIKY

5.1.1 Vliv extrakéniho €inidla na celkové lipidy

Pro extrakci celkovych lipid ze vzorki ryb byla testovangtyii riznd extrakni
¢inidla liSici se svou polaritou: petrolether, cloffmrm, sngs chloroform — methanol
(Sushchik et al., 2007) a postup dle Folcha upnapea lyofilizované vzorky (Folch et al.,
1956; Chuang et al., 2012). Postup dle Folchageegtrakci lipidi z biologickych vzork
pouzivan nejastji a zde i vyvoji metodiky slouzil jako postup srovnavaci.

Mnozstvi celkovych lipid ziskané jednotlivymi extr&kimi postupy je uvedeno
v Tabulce 3 a je vyjdeno v procentech lyofilizované suSiny. Mezi jediwthi
rozpouskdly se projevily rozdily zfisobené pedevsSim rozdilnym charakterem
biologického vzorku.

Tab. 3 MnozZstvi celkovych lipid (% lyofilizované suSiny) ziskané z tkani rylemymi

extralkénimi ¢inidly.

Tkén Extrakeni ¢inidlo
Petrolether CHGI CHCIL-CH;OH Dle Folcha

Svalovina

kapra obecného 27,0+£3,65 25,0+1,86 26,3 +4,625,6 +2,10
Svalovina

pstruha duhového 7,34 +0,28 15,2 +0,86 18,110,9 11,3+0,49
MIi ¢i

kapra obecného 6,99+0,70 10,1+1,12 10,6 £1,08,12 £ 0,51
Jikry

kapra obecného 3,29+0,95 7,85+0,64 13,6 £2,011,5+1,14

Hodnoty jsou uvedeny jakojmér £ smerodatna odchylka, n = 3.

Nejvice celkovych lipid (v praméru 26,0 %) bylo ziskano ze svaloviny kapra
obecného a vliv extr&kiho ¢inidla se zde #iliS neprojevil. Ve svalovié kapra obecného
pievaZzuji triacylglyceroly (Tab. 4 a diskuse niZzegya jejich uvolgni z matrice dostate¢
vyhovuje nepolarni petrolether.
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U vzorka svaloviny pstruha duhového #epdevsim jiker a méi kapra obecného, se
jiz ptidavek methanolu do extr&akiho ¢inidla projevil. Nejnizsi vigzek celkovych lipid
byl ziskan i extrakci petroletherem, u vzatlsvaloviny pstruha 7,3 %, nili7,0 % a jiker
3,3 %, naopak nejvySSitipextrakci smisi chloroform — methanol, u svaloviny pstruha
18,1 %, mléi 10,6 a jiker 13,6 %. Wthto vzorki roste zastoupeni polarnich ligid
(Tab. 4), pro jejichz extrakci jefjglavek polarniho rozpou&tla vyznamny. Methanol
v extrakknim ¢inidle ma vSak za nasledek, Ze se ¥viSivmie extrahuji take stdre polarni
nelipidové gimesi (Meier et al., 2006; Xiao et al., 2012; Fioratial., 2013). Proto postup
dle Folcha zahrnuje jeStvytiepani extraktu ziskaného &snh chloroform — methanol do
vodného roztoku soli, coZ se projevi mirnym pokieseelkovych lipidi, u svaloviny
pstruha na 11,5 %, ndli8,1 % a jiker 11,5 %.

5.1.2 Vliv extrakéniho €inidla na lipidové frakce

Pouzité extraéni cinidlo meélo vliv také na zastoupeni jednotlivych lipidovych
frakci v celkovych lipidech ziskanych @znych tkani ryb (Tab. 4). Lipidové frakce jsou
zde vyjadené jako vahova % v nich vazanych mastnych kysetitazena k mastnym
kyselinam ve vSech frakcich.

Triacylglyceroly (TAG), diacylglyceroly (DAG) a patni lipidy (PL) jsou
zastoupené ve vSech typech analyzovanych wizovle svalovig pstruha duhového a
v jikrach a mléi kapra obecného bylo navic detekovano malé mniogstaych mastnych
kyselin (FFA), které mize s¥dcit o jistém stupni hydrolyzy lipiél (Xiao et al., 2012), u
jiker a mli miZe také souviset s vy$Sim zastoupenim polarniahilip

Svaloviny kapra obecného a pstruha duhovébedgiavuji matrice sipvahou
triacylglycerofi, které v nich tvély vice nez 97 % (kapr) a 88 % (pstruh) celkoviipidu
pro vSechna testovana exttakcinidla. Naopak jikry a méi kapra obecného jsou matrice
s vysokym obsahem polérnich ligidkteré tvaily az 73 % celkovych lipid u vzorki
mli¢ci a 56 % u vzork jiker pii pouziti extrakniho postupu dle Folcha. U tohoto typu
vzorki je nutna extrakceinidlem obsahujicim methanol, pouZziti petroletheale i
samotného chloroformu vede k podhodnoceni frakt@pich lipidi.

Rozdily v zastoupeni jednotlivych lipidovych frakeizavislosti na pouzitém
extralkénim ¢inidle byly vyhodnoceny t-testem, ktery prokazaltisticky vyznamny rozdil
(a = 0,05) pro metodu extrakce Hgavkem a bez iffidavku methanolu. Rozdil byl
prokazan pro lipidové frakce TAG a PL u vSech vidkkpra obecného (svalovina, jikry,

mli¢i) a pro frakci PL u svaloviny pstruha duhového.
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Tab. 4 Zastoupeni mastnych kyselin v

ziskanych#iznymi extraknimi ¢inidly.

lipidovych frakcicth)( celkovych lipidi

N Lipidova Extrakeni ¢inidlo
Tkai frakce Petrolether CHaGl CHCl;-CH;OH Dle Folcha
Svalovina PL 0,71+0,17 1,18+0,29 2,58 £ 0,88 1,83 £0,56
kapra obecného DAG 0,62+0,16 0,69+0,13 0,67 £0,10 0,71 +0,02
TAG 98,7+0,33 98,1+0,26 96,7 £1,18 97,5+ 0,66
PL 2,27+0,54 2,06 +0,63 4,08 + 0,18 3,84+0,91
Svalovina DAG 3,63+0,81 2,97 0,63 3,64 £ 0,65 3,15+0,79
pstruha duhového FFA 4,14+1,15 4,800,779 4,17 + 0,13 4,43 + 0,32
TAG 90,0+2,53 90,2+242 88,1+ 1,60 88,6 + 2,02
PL 46,7 +5,64 64,6 +4,15 72,7 +7,91 73,4 2,03
MIi ¢i DAG 4,16+0,85 4,05+1,22 3,51 +0,63 4,27 + 0,28
kapra obecného FFA nd 1,70 £ 0,55 1,23 £0,52 1,81 +£1,50
TAG 49,2+4,79 29,7 +6,69 22,6 £9,01 20,5+ 3,83
PL 19,8+1,43 33,8+2,16 55,3+2,78 55,8 + 3,52
Jikry DAG 515+0,77 1,66+0,42 2,24 +£0,51 1,48 £ 0,27
kapra obecného FFA nd 1,02+0,12 1,16 £ 0,46 1,38 + 0,35
TAG 75,0+548 63,5+6,13 41,4 + 3,81 41,3+4,01

Hodnoty jsou uvedeny jakoijmér £ smerodatna odchylka, n = 3.

"Vahova % MK v jednotlivych frakcich vztaZzena k aalgm MK ve vSech frakcich.

MK mastné kyseliny, PL polarni lipidy, DAG diacylgleroly, FFA volné mastné kyseliny,

TAG triacylglyceroly; nd nebylo detekovano.
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5.1.3 Extrakce celkovych lipidi petroletherem

Pri vyvoji metodiky bylo je& podrobr prostudovano spektrum mastnych kyselin
ve svalovig kapra obecného a pstruha duhového tespfvek polarnich lipid a
triacylglyceroli k celkovému spektru mastnych kyselin. U tohotoutytgani (gevaha
nepolarnich lipid) literatura uvadi mozZnost extrakce ¢istymi rozpoustdly (nag.
diethylether, chloroform, hexan, petrolether), &teraji pro rutinni extrakce velkéhodbo
vzorka tfadu vyhod (rychlost, Setrnost klabilnim mastnymséiypam, minimum
nelipidovych gimési). Navic i polarni sloZzené lipidy mohotejt v giitomnosti nadbytku
triacylglyceroli do rozpou&idla nepolarniho, vémz obvykle rozpustné nejsou (Christie,
1993).

U vzorki svaloviny kapra (Tab. 5A) a pstruha (Tab. 5B) hytwovnano zastoupeni
mastnych kyselin v triacylglycerolovych frakcich skdnych extrakci jednotlivymi
extrakenimi ¢inidly. Z hodnot zastoupeni bylo pro kazdou mastrdggelinu ugeno
variani rozggti a vypaitdna maximalni odchylka od celkovéhauperu. Tacinila nejvySe
5 % pro mastné kyseliny se zastoupenitsim nez 1 % celkovych MK a nejvySe 10 %
pro mastné kyseliny se zastoupenim mensSim. Je rntexiné konstatovat, Zze vzhledem
k bézné chylk analytického stanoveni, ktera se pohybuje v jddiht procent, se
jednotlivé triacylglycerolové frakce od sebe neliSi

Déale bylo zastoupeni mastnych kyselin v triacylglyptech (celkovy pmér)
porovnano s jejich zastoupenim v petroletherovétmaktu celkovych lipid. Zastoupeni
mastnych kyselin v petroletherovém extraktu nevgvalo z hodnot varimiho rozgti
stanoveného pro jednotlivé mastné kyseliny. Celkgygktrum mastnych kyselin je tedy
rozhodujicim zpsobem dano triacylglycerolovou frakcirigpévek kyselin z ostatnich
minoritnich frakci (polarni lipidy, diacylglyceroly volné mastné kyseliny) je mensi nez je
béZna chyba analytického stanoveni a tyto mastnélikysee v celkovém spektru MK
neprojevi.

Tento diti vysledek ziskany ip vyvoji metodiky potvrzuje, Ze petrolether Ize
pouzit jako extraéni cinidlo pro studium mastnych kyselin. Je vSak vhodmguze
v pripact, kdy se jedna o biologické vzorky gepahou neutralnich lipida cilem préace je
celkové spektrum mastnych kyselin. Potom tentolgydavny a k analytm Setrny postup
poskytne vysledky srovnatelné se slg&imi acaso naranéjSimi postupy.
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Tab. 5A Svalovina kapra obecného. Zastoupeni mastnychliky&® celkovych MK)
v triacylglycerolovych frakcich ziskanychianymi extraknimi ¢inidly a v petrol-
etherovém extraktu celkovych ligid

Mastna Triacylglyceroly PE extrakt
kyselina  Petrol- CHCl; CHChL- Dle Celkovy Variacni  celkovych
ether CH;OH Folcha pramér  rozpsti lipida
14:0 0,90 0,90 0,93 0,90 0,91 0,10 0,95
16:0 19,7 19,9 19,8 20,0 19,9 1,22 20,2
16:1n-7 10,6 10,5 10,9 10,6 10,6 1,09 10,9
18:0 5,53 5,83 5,55 5,82 5,68 0,54 5,50
18:1n-9 45,6 45,5 45,2 45,5 45,4 1,21 45,0
18:1n-7 3,29 3,33 3,30 3,28 3,30 0,16 3,25
18:2n-6 5,53 5,65 5,66 5,55 5,60 0,40 5,46
18:3n-3 0,80 0,76 0,77 0,76 0,77 0,10 0,77
20:1n-11 0,68 0,65 0,64 0,64 0,65 0,10 0,63
20:1n-9 2,06 2,04 1,99 2,03 2,03 0,17 1,97
20:3 0,50 0,49 0,49 0,48 0,49 0,08 0,50
20:4 n-6 0,42 0,40 0,42 0,39 0,41 0,09 0,46
20:5n-3 0,37 0,35 0,37 0,35 0,36 0,10 0,37
22:6n-3 0,31 0,28 0,32 0,27 0,30 0,10 0,36

Hodnoty jsou uvedené jakogmér, n = 3, pro celkovy @meér n = 12; variani rozgti je
uréeno ze 12 hodnot; uvazovany jsou pouze MK > 0,3#owych MK.
MK mastné kyseliny, PE petrolether.
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Tab. 5B Svalovina pstruha duhového. Zastoupeni mastnysaliy(% celkovych MK)
v triacylglycerolovych frakcich ziskanychizanymi extraknimi ¢inidly a v petrol-

etherovém extraktu celkovych ligid

Mastna Triacylglyceroly PE extrakt
kyselina  Petrol- CHCl; CHCL- Dle Celkovy  Variazni  celkovych
ether CH;OH Folcha  pramer rozpsti lipida
14:0 3,03 3,02 298 2,89 2,98 0,22 3,10
16:0 12,7 125 125 12,4 12,5 0,84 13,0
16:1n-7 4,12 4,13 4,27 4,23 4,19 0,32 4,36
18:0 2,75 2,79 2,71 2,89 2,79 0,30 2,76
18:1n-9 3717 369 37,0 37,0 37,0 1,28 36,1
18:1n-7 3,47 3,46 345 3,46 3,46 0,20 3,32
18:2n-6 11,8 12,0 11,7 11,6 11,8 0,80 11,3
18:3n-3 321 3,27 3,19 3,13 3,20 0,21 3,13
18:4 098 1,00 1,03 1,02 1,01 0,12 0,98
20:1n-9 392 394 4,01 3,97 3,96 0,18 3,85
20:2n-6 0,63 0,62 0,67 0,69 0,65 0,13 0,61
22:1n-9 289 291 311 3,12 3,01 0,32 2,96
22:1n-7 0,44 044 0,51 0,55 0,49 0,13 0,45
20:5n-3 1,96 2,08 1,99 2,00 2,00 0,39 2,05
22:4n-1 0,36 0,35 0,39 0,41 0,38 0,08 0,39
22:5n-3 0,73 0,75 0,77 0,76 0,75 0,05 0,78
22:6n-3 487 491 505 5,00 4,96 0,49 5,31

Hodnoty jsou uvedené jakogmér, n = 3, pro celkovy @mér n = 12; variani rozgti je
uréeno ze 12 hodnot; uvazovany jsou pouze MK > 0,3#kowvych MK.

MK mastné kyseliny, PE petrolether.

Vzhledem k tomu, ZetpdloZzena prace je za&hena na studium mastnych kyselin
nejen ve svaloviy ale i v jikrach a méi, které jsou bohaté na polarni lipidy, byla pro
extrakci celkovych lipid zvolena smss chloroform — methanol. Zastoupeni lipidovych
frakci v celkovém lipidu ziskaném timtinidlem se neliSi (na hladina = 0,5) od

zastoupeni ziskaného postupem dle Folcha (Tab. 4).
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5.1.4 Identifikace furanovych mastnych kyselin

Pri analyze vzork mli¢i kapra obecného plynovou chromatografii byly detgy
vyrazné piky, které neodpovidaly standandoéZznych mastnych kyselin. Nezvykle vysoké
mnoZstvi &chto analyt vedlo ke snaze o jejich identifikaci a o podrolpgréstudovani
jejich distribuce v lipidovych frakcich tkani kapoaecného.

Analyty byly identifikovany jako furanové mastnédgjiny (F-kyseliny). Jedna se o
skupinu latek s charakteristickou strukturou, jgjinzdkladem je furanové jadro
substituované v poloze karboxyalkylovymiettzcem (obvykle se 7, 9, 11 nebo 13 uhliky)
a v polozen” alkylovymiettzcem (obvykle se 3 nebo 5 uhliky). Polohy beta slsazeny
jednim nebo déma methyly (Obr. 7).

HsC—(CHy)m o~  (CHz),—COOH

Obr. 7 Obecné struktura furanovych mastnych kyselin.

Furanové mastné kyseliny (kapitola 2.5) jsou v éivyorganismech po&me
rozSiené, ale vzhledem k jejich nestalsild také nizkym koncentracim sétSina praci
zametenych na mastné kyseliny jimi nezabyva. U kapracobbo byly tyto latky
naposledy popsany v 90. letech minulého stoletiii(lst al., 1988a). Jejich vyznam a
pusobeni v Zivych organismech jsou statedmetem vyzkumu. Diky svym antioxidaim
vlastnostem mohou mit tyto latky vyznanii chrar® nestabilnich polynenasycenych
mastnych kyselin, zejména n-3 PUFA (kapitola 2.5.4)

V mli¢i kapra obecného bylo identifikovano celkem ostzngch furanovych
mastnych kyselin (Tab. 6 a kapitola 5.4)¢kikeré z nich pak byly detekovany i v
lipidovych frakcich vzorik svaloviny a jiker kapra obecného, ale v mnohem Simen

zastoupeni.

59



Tab. 6

Furanové mastné kyseliny identifikované v lipidecttici kapra obecného a GC/MS

charakteristiky jejich methylestier

Oznaeni Nazev F-kyseliny m n R

F-kyseliny

Cl

El

[M+H]" M*™

Charakteristické

ionty

DiMe(9,3) 10,13-epoxy-11,12- 2 8 CH
dimethylhexadeka-10,12-
dienova

MonoMe(9,5) 10,13-epoxy-11- 4 8 H
methyloktadeka-10,12-
dienova

MonoMe(11,3) 12,15-epoxy-13- 2 10 H
methyloktadeka-12,14-
dienova

DiMe(9,5) 10,13-epoxy-11,12- 4 8 ChH
dimethyloktadeka-10,12-
dienova

DiMe(11,3) 12,15-epoxy-13,14- 2 10 CH
dimethyloktadeka-12,14-
dienova

DiMe(11,4) 12,15-epoxy-13,14- 3 10 CH
dimethylnonadeka-12,14-
dienova

MonoMe(11,5) 12,15-epoxy-13- 4 10 H
methyleikosa-12,14-
dienova

DiMe(11,5) 12,15-epoxy-13,14- 4 10 CH
dimethyleikosa-12,14-

dienova

309

323

323

337

337

351

351

365

308

322

322

336

336

350

350

364

123, 151, 279

109, 165, 265

109, 137, 293

123, 179, 279

123, 151, 307

123, 165, 307

109, 165, 293

123, 179, 307

Obecna strukura F-kyselin (Obr. 6): m <pbuhliki v alkylovémietzci, n = péet uhlika

v karboxyalkylovéntetszci, R = substituerft poloze; Cl chemicka ionizace, El

elektronova ionizace; [M+HJprotonovana molekula, Mmolekularni ion.
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Diky rozctleni celkovych lipidi na jednotlivé lipidové frakce a p@nmé vysokému
zastoupeni F-kyselin v ndli byla mozna jejich iima identifikace beziedchozi Upravy
vzorka, ktera je jinak v literatite casto zmhovana (Glass et al., 1977; Ishii et al., 1988a, b;
Vetter et al., 2012 a kapitola 2.5.5). Také pradgoflizovanym vzorkem, kdy je
enzymaticka aktivita minimélni, a extrakce pouzgaoickymi rozpougdly prispély k
jejich detekci. F-kyseliny jsou velice nachylné »idaci a ve vodnych extrahkich
mediich, ale i na silikagelu se snadno rozklad&kimoto et al., 2011).

Pri analyze plynovou chromatografii byly methylestérkyselin dobe oddlené
od ostatnich anal jejich eluce zaviselaipdevsim na piu uhlikovych atom, reterni

¢as se zvySoval s jejich rostouci molekulovou hmstin@br. 8).
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Obr. 8 GC/FID chromatogram methylestemastnych kyselin ve vzorku celkovych lifid
mli¢i kapra obecného. Vyzteny jsou nejvyznanisi mastné kyseliny detné vSech

furanovych.
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K identifikaci F-kyselin byla pouzita hmotnostni efra jejich methylesir
Zatimco spektra ziskana chemickou ionizaci s adatern mnoho strukturnich informaci
nefinesla, nebd ve spektru fevliadal pouze jeden ion [M+H] spektra ziskana
elektronovou ionizaci obsahovala tharakteristické iony (Obr. 9): zakladni ion Jdgi
odSgpenim alkylesterovéheéetézce a dva fragmentové ionty vzniklé agiiEnim pouze
alkylu nebo alkylu i alkylesterovéhietézce. Ziskana spektra byla porovnana s NIST
knihovnou spekter a s Udaji v litergguPacetti et al., 2010, Vetter et al., 2012).

(607820=T00%), RIC. Z€T0e+6, Scan: 1883, 30000

BP: 179.2. km-4-5-11p-ei.sms 17.651 min. EBC
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Obr. 9 EI-MS spektrum methylesteru kyseliny 12,15-epo8yt-dimethyleikosa-12,14-
dienove, DiMe(11,5).
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5.2 SVALOVINA KAPRA OBECNEHO

Pro studium mastnych kyselin v lipidech svalovinyapka obecného bylo
zpracovano 13 jediric Celkové lipidy byly ze svaloviny vyextrahovany &nchloroform
— methanol (kapitola 4.3.1), poté byly rélehy finalnim postupem pro separaci na tenké
vrstwé na jednotlivé lipidové frakce (kapitola 4.3.4), kterych byl profil mastnych kyselin
stanoven plynovou chromatografii (kapitola 4.4).

Obsah celkovych lipil ve studovanych vzorcich svaloviny kapra obecného s
pohyboval v rozmezi 5 — 6 % (vztazenoceestvou hmotnost vzorku) i€stoze pedloZzena
prace byla zagtena na studium lipidovych frakci a mastnych kyselipostup extrakce
byl spiSe semikvantitativni, nalezeny obsah figjel v dobrém souladu s literaturou. Kapr
pati mezi ryby stedre tucné s obsahem celkovych ligidk rozmezi 5 az 10 % (Li et al.,
2011; Zajic et al., 2011). Pro celkové lipidy kaptzecného pochazejiciho z podzimniho
nebo zimniho obdobi byly v literatinalezeny nasledujici hodnoty: 5,71 % (Kminkova et
al., 2001), 7,02 % (Buchtova et al., 2008), 5,31 kapra obecného chovanéh@ing
(Li et al., 2011) a 2,98 — 3,78 % pro kapra obeongKaspického ni@ (Yeganeh et al.,
2009). Porarne Siroké rozmezi obsahu lipidve filetech kapra obecného zakoupenych v
prosinci, 6,3 — 15 %, uvadi ve své praci Ljubojesi al. (2013). B porovnani literarnich
Gdaji je vSak teba vzit v Uvahu, Ze obsah lipidmastnych kyselin ovlituje fada faktoi,

z nichz k nejvyznam#jSim pati typ vodniho prosgedi, podminky chovu, vyZiva, ¢oi
obdobi, sté jedinai a typ tkag (kapitola 2.3).

V Tabulce 7 jsou uvedeny lipidové frakce ziskareelkovych lipich svaloviny a
zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyseligohto frakcich. V celkovych lipidech
svaloviny grevazovaly triacylglyceroly (96,7 %), nasledovandapami lipidy (2,4 %) a
diacylglyceroly (0,7 %). Triacylglyceroly byly majtni lipidovou frakci také ve filetech
kapra obecného (Mraz et al., 2009; Zajic et al}3& pstruha duhového (Kiessling et al.,
2001). Triacylgylceroly tvii zasobni lipidy a je pro éntypické vysoké zastoupeni
mononenasycenych mastnych kyselin. Ve studovanyoincich tvdily mononenasycené
(MUFA) 51,8 %, nasycené (SFA) 29,3 % a polynenas§cd@UFA) 19,0 % celkovych
MK. VySSi zastoupeni PUFA (53,4 %) bylo nalezemmléarnich lipidech, zastoupeni SFA
(27,7 %) zde bylo podobné jako v triacylglyceroleele zastoupeni MUFA (18,9 %)
vyrazre nizsi. Polynenasycené mastné kyseliny jsou vyzoansowasti polarnich lipid,

piedevsim fosfolipid, které se podileji na stavibiologickych membran (Tocher, 2010).
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V diacylglycerolové frakci fevazovaly MUFA (38,9 %), nasledované SFA (32,9 %) a
PUFA (28,1 %).

Tab. 7 Svalovina kapra obecného. Zastoupeni mastnycHikyskpidovych frakcich (%)
celkovych lipici a zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyséincelkovych MK)
v téchto frakcich.

Lipidové frakcé SFA MUFA PUFA F-kyseliny

Polarni lipidy 27,7+7,15 189+6,36 53,4+134 < 0,05
2,41+0,48
Diacylglyceroly 32,9+3,53 38,9+8,07 28,1+11,0 <0,05
0,68 + 0,03
Triacylglyceroly 29,3+165 51,8+795 19,0+7,54 <0,05
96,9 £ 0,58

Hodnoty jsou uvedeny jakoimér £ smerodatna odchylka, n = 13.

"Vahova % MK v jednotlivych frakcich vztaZzena k aalgm MK ve v&ech frakcich.
MK mastné kyseliny, SFA nasycené MK, MUFA monongcasée MK, PUFA
polynenasycené MK, F-kyseliny furanové MK.

Velmi podobné porry jednotlivych skupin mastnych kyselin uvadi vee gwaci
Mraz et al. (2009) a to jak pro polarni lipidy, takro triacylglyceroly. Také Zajic et al.
(2013) uvadi podobné slozeni triacylglycéroV polarnich lipidech vSak stanovili vice
SFA a MUFA a méa PUFA ve srovnani s nasimi vzorkyeprg proto, Ze studovali filety
kapra i s kzi.

| kdyz wtSina praci uvadi zastoupeni mastnych kyseiimg v celkovych lipidech,
je mozné tyto hodnoty srovnat s triacylglycerolyeré ve svalovié kapra obecného
prevazuji. V celkovych lipidech svalovingi filetdt kapra obecného pochézejiciho
z podzimniho nebo zimniho obdobi byly ve shadasimi vysledky nejvice zastoupené
MUFA (42 — 52 %), nasledované SFA (21 — 36 %) a RIS — 23 %) (De Castro et al.,
2007; Pirestani et al., 2010; Li et al., 2011; lgjdvi¢ et al., 2013). Filety kapra obecného
pochazejiciho z tureckych jezer (Ozparlak, 2013kapra obecného z chovu v Iranu
(Yeganeh et al., 2012) &y vysSi zastoupeni PUFA (vice nez 30 % celkovyd)M

Celkem bylo ve svalovinkapra obecného stanoveno 44 mastnych kyseling kter
jsou uvedeny vi#loze 1. Z nasycenych mastnych kyselin byly nejvizastoupeny
kyselina palmitova, 16:0, tviwi 18,8 % celkovych MK stanovenych v triacylglyokewé

64



frakci (TAG) a 18,6 % v polérnich lipidech (PL) gskelina stearova, 18:0 (6,1 % v TAG a
6,5 % v PL). Z mononenasycenych mastnych kysékwarovaly kyseliny olejov4, 18:1n-
9 (32,2 % v TAG a 10,6 % v PL), palmitolejova, 164 (10,0 % v TAG a 3,3 % vPL) a
18:1n-7 (4,1 % vTAG a 2,4 % v PL). Z polynenasyedn mastnych kyselin byly
nejvyznamgjsi kyseliny linolova, 18:2n-6 (7,3 % v TAG a 4,7 9PL), a-linolenova,
18:3n-3 (3,8 % v TAG a 1,0 % v PL), arachidonov@4a-6 (mén nez 0,5 % v TAG a 9,6
% v PL), eikosapentaenova, 20:5n-3 (2,7 % v TAG,2 % v PL), dokosahexaenova,
22:6n-3 (1,6 % v TAG a 13,5 % v PL) a pouze v palén lipidech pak kyseliny 22:5n-6
(3,0 %), 22:5n-3 (5,4 %) a 24:6 (2,5 %).

Podobné spektrum mastnych kyselietwe hodnot zastoupeni v polarnich lipidech
a triacylglycerolech uvadi prace Mraz et al. (200%) porovnéni zastoupeni mastnych
kyselin v triacylglycerolech naSich vzdrks Gdaji pro celkové lipidy z literatury Ize
konstatovat dobrou shodu s pracemi Li et al. (2G11jubojevt et al. (2013). Podobné
zastoupeni pro SFA a MUFA uvadi také Ozparlak (2@lBirestani et al. (2010), PUFA,
zejména 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3 a 22:6n-3 vSpghjerzorky obsahovaly vice. | zde je
tieba vzit v Gvahu faktory, které obsah lipa mastnych kyselin ovliwji (viz vyse).

K vyhodnoceni rozdil v zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych Igigich
frakcich byla pouzita metoda analyzy hlavnich konesd (PCA). Tato metoda pamezi
multidimenzionalni statistické postupy a je vyw@ia v situacich, kdy vychozi et
promennych u zkoumanych jévje zna&ny a pro interpretaci néghledny. Jejim cilem je
transformace dat zipodnich prominnych do mensSiho gtu latentnich prognnych, které
jsou linearni kombinacigvodnich prominnych a jsou nazyvany hlavnimi komponentami.
Tyto nové prominné vystihuji térs celou promdnlivost pivodnich pronminnych, je jich
vSak vyrazg mérg, jsou vzajem#é nezavislé a umdidiji tak analyzu fivodre slozitého
systému (Wojtowicz et al., 2013).

Jako vstupni data pro PCA byly vybrany mastné kygejejichz zastoupeni bylo
vySSi nez 0,5 % celkovych MK. U vzdrlsvaloviny to bylo 24 mastnych kyselin, které
dohromady tviily vice nez 95 % celkovych mastnych kyselin. PG pvalovinu kapra
obecného je znazainma na Obr. 9. Prvni dvhlavni komponenty objasji 72 % z
celkového rozptylu dat.iPprojekci lipidovych frakci do komponentni rovir{@br. 9A)

vyplynuly jejich vzajemné korelace.
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Obr. 9 Analyza hlavnich komponent pro svalovinu kapra colédo. (A) Projekce

lipidovych frakci do komponentni roviny. (B) Profk komponentnich vah mastnych

kyselin. PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, T@. triacylglyceroly.

Polarni lipidy jsou umisghy v levecasti grafu daleko od diacyl- a triacylglyceipl
od kterych se vyznangnodliSuji. Naopak diacylglyceroly a triacylglyceyose od sebe
vyznamré neliSi a tvei shluky v pravéiasti grafu. K rozliSeni lipidovych frakci dochazi
predevsim podél prvni hlavni komponenty (PC1), kignsdihuje variabilitu vzork z 48 %

a je tvdena pevazrt kyselinami mono- a polynenasycenymi. Druh&a hlaamponenta
(PC 2) vystihuje variabilitu vzotkz 24 % a zahrnuje prakticky vSechny nasycené rdastn
kyseliny.

Porovnanim polohy jednotlivych lipidovych frakci kemponentnimi vahami
puvodnich prominnych (Obr. 9B) je vi&k, které mastné kyseliny jsou pro jednotlivé
lipidové frakce charakteristické a odliSuji je agtainich. Pro polarni lipidy jsou to mastné
kyseliny 20:4n-6, 22:5n-3, 22:5n-6, 22:6n-3 a 246tatni PUFA uvedené v levésti
grafu komponentnich vah paspiSe mezi minoritni. Kyselina 20:5n-3 vyznanmiispiva
do polarnich lipid i do diacylglyceral. Nasycené mastné kyseliny, 16:0 a 18:0 jsou
piitomné ve vSech frakcich a tgwbuji posun vzork v kladném smyu PC 2. Pro
triacylglyceroly je charakteristicka kombinacée@evSim mononenasycenych 16:1n-7,
18:1n-7 a 18:1n-9 a polynenasycenych mastnych ikyddé:2n-6 a 18:3n-3, dalsi MK
korelujici s triacylglyceroly pé&t mezi minoritni. Z PCA grafu vyplyva tita podobnost
mezi diacylglyceroly a triacylglyceroly a torgmevsSim diky kyselinam 14:0, 16:1n-7,
18:1n-9, 18:2n-6 a 18:3n-3. V diacylglycerolech ioakiraji jistou roli mastné kyseliny
s krat§im uhlikovynitettzcem {s016:0, 16:1, 17:0 a 17:1).

66



5.3 JIKRY KAPRA OBECNEHO

Pro studium mastnych kyselin v lipidech jiker kaptaecného bylo zpracovano 18
vzorka jiker. Celkové lipidy byly z jiker vyextrahovanyzpracovany postupem uvedenym
u vzorki svaloviny (kapitola 5.2)

Praimérny obsah celkovych lipid v jikrach byl o ®co nizSi nez ve svalowna
pohyboval se vrozmezi 3 — 4 &érstvé vahy vzorku. Buchtova et al. (2008) stamovil
v jikrach kapra na konci veget@ho obdobi 1,21 % lipid Kminkova et al. (2001)
studovali zrnény v lipidech kapra obecnéh@hem celého roku, na podzim zjistili obsah
lipida 1,08 % a v zird 0,42 %. VySSi obsah lipidv naSich vzorcich f¥e byt zfisoben
raznymi faktory (kapitola 2.3), fiedevSim #ejm¢ odbérem vzorku. B nakupovani jiker
v maloobchodni siti je tento krokaie ovlivnitelny. VysSi obsah lipidv jikrach kapra
obecného, 3,2 %, uvadi také Intarasirisawat €Rall1) a 6,3 % De Silva et al. (2001), ale
bez blizSiho ufeni charakteru vzorku.

V Tabulce 8 jsou uvedeny lipidové frakce ziskanéelkovych lipidi jiker a
zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyseligohto frakcich. V celkovych lipidech
jiker pievazovaly polarni lipidy (58,6 %) nasledované tiglyceroly (38,5 %).
Diacylglyceroly (1,9 %) a volné mastné kyselinyl(¥%p) tvdily frakce minoritni. Polarni
lipidy tvoii vyznamnoucast celkovych lipid v jikrach ryb maskych i sladkovodnich
(Wiegand, 1996). Tocher et al. (1984) uvadi zastaupolarnich lipid v jikrach fiznych
moiskych ryb v rozmezi 62 — 77 % celkovych lipidMukhopadhyay et al. (2003) stanovili
v jikrach kapra obecného 63,4 % polarnich lipad30,4 % triacylglycerdl Mahmoud et
al. (2008) nalezli vysoké zastoupeni polarnictdiigie1,0 %) v jikrach pstruha duhového.
Polarni lipidy tvdily majoritni lipidovou frakci (51,2 — 54,9 % celkgch lipidi) také v
jikrach & druhi tunaka (Intarasirisawat et al., 2011) i v jikrach kg®becné (79,0 %)
(Falch et al., 2006).

Pro polérni lipidy je charakteristicky vysoky obspblynenasycenych mastnych
kyselin. V polarnich lipidech studovanych vzorkker tvorily polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) 55,8 %, nasycené mastné kyselingA)S27,9 % a mononenasycene
mastné kyseliny (MUFA) 16,2 % celkovych mastnychsédin. V triacylglycerolech
pievazovaly MUFA (47,8 %), nasledované SFA (33,8 %®WUFA (18,4 %). Zastoupeni
SFA, MUFA a PUFA v diacylglycerolech a volnych magth kyselinach bylo po#émné
vyrovnané a pohybovalo se okolo 30 % pro kazdoyiskumastnych kyselin. Zastoupeni

jednotlivych skupin mastnych kyselin, SFA, MUFA a&mPA, v lipidovych frakcich
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celkovych lipidi jiker je blizké hodnotam nalezenym u vzbrkvaloviny (Tab. 7).
V jikrach vSak byly, na rozdil od svaloviny, staeoy také furanové mastné kyseliny a to
v polarnich lipidech a diacylglycerolech. Vzhledé&rjejich zastoupeni, 0,11 %, piatyto

kyseliny pouze k minoritnim slozkam celkovych mastnkyselin v &chto frakcich.

Tab. 8 Jikry kapra obecného. Zastoupeni mastnych kyselipidovych frakcich (%)
celkovych lipidi a zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyséncelkovych MK)

v té&chto frakcich.

Lipidové frakce SFA MUFA PUFA F-kyseliny

Polarni lipidy 279+4,17 16,2+6,22 558+10,1 0,11+0,13
58,6 + 1,26

Diacylglyceroly 35,7+296 34,7+6,84 294+482 0,11%0,16
1,86 £ 0,08

Volné MK 354+3,16 30,0+6,49 34,6+5,62 nd
1,07 £0,44

Triacylglyceroly 33,8 +3,60 47,8+555 18,4+2,46 < 0,05
38,5+1,14

Hodnoty jsou uvedeny jakoimér £ smerodatna odchylka, n = 18.

"Vahova % MK v jednotlivych frakcich vztaZzena k aalgm MK ve v8ech frakcich.

MK mastné kyseliny, SFA nasycené MK, MUFA monongcasé MK, PUFA
polynenasycené MK, F-kyseliny furanové MK, nd ne#tet/ano.

Celkem bylo v jikrach kapra obecného stanoveno 43tnych kyselin, které jsou
uvedeny v Eloze 2. Z nasycenych mastnych kyselin byly v lgugich frakcich jiker
nejvice zastoupeny kyselina palmitova, 16:0, ktévéaii 19,7 % celkovych MK
stanovenych v polarnich lipidech (PL) a 23,7 %iaclylglycerolech (TAG) a kyselina
stearova, 18:0 (6,6 % vPL a 7,1 % v TAG). Z momasycenych mastnych kyselin
pievazovaly kyseliny olejova, 18:1n-9 (9,2 % v PL @3 % v TAG), palmitolejova,
16:1n-7 (2,5 % v PL a 8,5 % v TAG) a kyselina 1871.(2,2 % v PL a 4,8 % v PL). Vice
nez 2 % byla v triacylglycerolech zastoupena taygekna 20:1n-9. Z polynenasycenych
mastnych kyselin byly nejvyznam§si kyseliny linolova, 18:2n-6 (2,5 % v PL a 5,8 %
v TAG), a-linolenova, 18:3n-3 (ménneZz 0,5 % vPL a 1,6 % v TAG), arachidonova,

20:4n-6 (15,0 % v PL a 2,7 % v TAG), eikosapentaén@0:5n-3 (3,1 % vPL a 2,1 %
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v TAG), dokosahexaenova, 22:6n-3 (22,8 % v PL @82 TAG) a vice nez 2 % byly pak
v polarnich lipidech zastoupeny také kyseliny 2633m22:5n-3.

Uvedené spektrum mastnych kyselin je podobné jakdipidech svaloviny
(Priloha 1), rozdily byly zji&ny pouze u polynenasycenych mastnych kyselin. lipler
obsahovaly v polarnich lipidech i v triacylglycezoh vice kyseliny 20:4n-6 (15,0 % v PL
a 2,7 % v TAG) a kyseliny 22:6n-3 (22,8 % vPL 2 3 v TAG) a méa kyseliny
18:2n-6 (2,5 % v PL a 5,8 % v TAG) a kyseliny 183(0,3 % v PL a 1,6 % v TAG) nez
lipidy svaloviny. U svaloviny bylo zastoupeni uvegieh kyselin nasledujici: 20:4n-6
(9,6 % vPLa0,4%vTAG), 22:6n-3 (13,5 % v PL,& % v TAG), 18:2n-6 (4,7 % v PL
a7,3%vTAG), 18:3n-3 (1,0 % v PL a 3,8 % v TABhuze v polérnich lipidech se jirky
od svaloviny liSily v kyselinach 20:5n-3 (3,1 %)2:2n-3 (3,3 %) a 22:5n-6 (1,4 %),
kterych bylo o Bco vice ve svalovih(6,5 %, 5,4 % a 3,0 %)

Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v poldnnipidech a triacylglycerolech
v jikrdch kapra obecného studované Mukhopadhyawl.et(2011) jsou v dobré shéd
s nasimi vysledky.

K vyhodnoceni rozdil mezi jednotlivymi lipidovymi frakcemi z hlediska
zastoupeni mastnych kyselin byla pouzita metoddyaypalavnich komponent (PCA).
Jako vstupni data pro PCA bylo vybrano 23 mastnkghkelin, jejichZz zastoupeni
v celkovych MK bylo ¥tSi nez 0,5 %. Tyto mastné kyseliny reprezentovalg nez 95 %
celkovych mastnych kyselin. PCA pro jikry kapra ob&ho je znazogma na Obr. 10.
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Obr. 10 Analyza hlavnich komponent pro jikry kapra obeanéi) Projekce lipidovych
frakci do komponentni roviny. (B) Projekce kompaméch vah mastnych kyselin.
PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, FFA volnéasté kyseliny, TAG triacylglyceroly.
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Prvni d¥ hlavni komponenty vys¥luji 64 % celkové rozptylu dat. Na Obr. 10A,
ktery predstavuje pimet jednotlivych frakci do roviny prvnich dvou hlaehi komponent
Ize nalézt Bkolik shluki. Shluk v levé hornéasti grafu pat polarnim lipidim, které jsou
vzdalené od ostatnich lipidovych frakci a vyzn&mse od nich liSi. DalSi shluk umisty
v pravé hornicasti grafu pat triacylglyceroim. Na rozliSeni &hto frakci se podili
predevsim prvni hlavni komponenta. Diacylglycerolyv@iné mastné kyseliny twb
v podstat jeden vol®jSi shluk.

Graf komponentnich vah (Obr. 10B) ukazuje, jakoéraun gispivaji jednotlivé
pavodni proménné do prvnich dvou hlavnich komponent. V prvnivhilakomponent
(PC 1) se zvyznangjsich slozek uplaiuji polynenasycené mastné kyseliny delSim
fettzcem, v druhé hlavni komponeénPC 2) gedevsSim nasycena kyselina stearova (18:0).
Nekteré mastné kyseliny (16:0, 18:1n-7, 18:1n-9, 48P se vyznami)i uplatiuji v obou
komponentach.

Porovnanim obou graf(Obr. 10A, 10B) je mozZné vystlit rozmiseni jednotlivych
lipidovych frakci. Polarni lipidy jsou negati&rkorelovany s PC 1 a jsou vV interakci
s nasledujicimi mastnymi kyselinami, 20:4n-6, 2235a 22:6n-3, ostatni mastné kyseliny
v tétocasti grafu maji mensi komponentni vahu &ipsgiiSe k minoritnim slozkdm spektra
mastnych kyselin. Triacylglyceroly jsou pozitivnkorelovdny sPC 1 i PC 2 a
charakteristicka je proénkombinace mastnych kyselin 16:1n-7, 18:1n-7 a i-81la
castén¢ i 18:2n-6. U diacylglycerdl a volnych mastnych kyselin se upilaje predevsim
PC 2 a jeji nejvyznandsi slozka 18:0, u diacylglycerolje také vyznamna interakce

s kyselinou 18:2n6.
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5.4 MLi Ci KAPRA OBECNEHO

Pro studium mastnych kyselin v lipidech &énlkapra obecného bylo zpracovano 19
vzorka mlici. Celkové lipidy byly z mli vyextrahovany a zpracovany postupem
uvedenym u vzotk svaloviny (kapitola 5.2). Bmérny obsah celkovych lipidv mli¢i se
pohyboval v rozmezi 2 — 3 &erstvé vahy vzorku.

V Tabulce 9 jsou uvedeny lipidove frakce ziskanéelkovych lipidi mlici a
zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyseligohto frakcich. V celkovych lipidech
mli¢i prevazovaly polarni lipidy (67,6 %), nasledované cliglyceroly (25,3 %),
diacylglyceroly (4,2 %) a volnymi mastnymi kyselmna(2,9 %). Volné mastné kyseliny
byly detekované také v celkovych lipidech jiker, vk ve svaloviti Jejich gitomnost
tak mize mit souvislost s charakterem biologického vzpikay i mli¢i maji vysoky

obsah polarnich membréanovych lipid

Tab. 9 MIi&i kapra obecného. Zastoupeni mastnych kyselin iddifych frakcich (%)
celkovych lipidi a zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kys@ncelkovych MK)
v téchto frakcich.

Lipidové frakce SFA MUFA PUFA F-kyseliny

Polarni lipidy 31,1+2,81 16,4+5,12 52,2+6,72 0,29+0,15
67,6 = 3,55
Diacylglyceroly 26,2+2,61 250+755 39,6+562 9,19+3)57
4,17 £ 0,36
Volné MK 305+3,17 278+6,98 40,3+4,62 1,47+0,75
2,90+ 1,00
Triacylglyceroly 14,2+2,79 226+8,99 250+4,28 38,2+10,2
25,3 +3,19

Hodnoty jsou uvedeny jakoimér £ smerodatna odchylka, n = 19.

"Vahova % MK v jednotlivych frakcich vztazena k aalgm MK ve vSech frakcich.
MK mastné kyseliny, SFA nasycené MK, MUFA monongasée MK, PUFA
polynenasycené MK, F-kyseliny furanové MK.

Zatimco zastoupeni jednotlivych skupin mastnychekgisv polarnich lipidech
mli¢i bylo podobné jako u svaloviny a jiker a domingvalnich polynenasycené mastné
kyseliny (52,2 % celkovych MK), ndsledované nasycein(31,1 %) a mononenasycenymi

71



(16,4 %) mastnymi kyselinami, zastoupeni v triatpdgrolech bylo zcela odliSné. V této
frakci bylo nalezeno vysoké mnoZstvi furanovych tmgsh kyselin (38,2 %),
polynenasycené mastné kyseliny iflyo 25,0 %, mononenasycené 22,6 % a nasycené
14,2 % celkovych mastnych kyselin.

Celkem bylo v lipidech m¢ti identifikovano osm furanovych mastnych kyselin (F
kyselin) (kapitola 5.1.4). VSechny bylyifpmné v triacylglycerolové frakci, vyznamné
mnozZstvi bylo nalezeno také v diacylglycerolectpolarnich lipidech a volnych mastnych
kyselinach byly detekovany pouzeékteré F-kyseliny a to v minoritnim zastoupeni (Tab.
10).

Tab. 10 Mli¢i kapra obecného. Zastoupeni furanovych mastnyskeliy (% celkovych
MK) v lipidovych frakcich.

Furanové MK PL DAG FFA TAG
DiMe(9,3) nd nd nd 0,69 + 0,38
MonoMe(9,5) nd nd < 0,05 0,90 + 0,50
MonoMe(11,3) nd nd nd 0,30 £0,11
DiMe(9,5) nd 0,38 + 0,34 < 0,05 2,17 +1,12
DiMe(11,3) <0,05 0,95 +0,48 0,13 + 0,06 5,14 861,
DiMe(11,4) nd 0,30 +£0,28 0,18 £ 0,21 0,23+0,10
MonoMe(11,5) < 0,05 1,61 +£0,75 0,39 £ 0,22 4,49 33
DiMe(11,5) 0,22 +0,13 5,95+ 2,95 0,70 £ 0,47 24,400

Hodnoty jsou uvedeny jakoimér £ smerodatna odchylka, n = 19.

MK mastné kyseliny, PL polarni lipidy, DAG diacylgleroly, FFA volné mastné kyseliny,
TAG triacylglyceroly, nd nedetekovano.

Nazvy furanovych MK — viz Tab. 6 (kapitola 5.1.4)

V triacylglycerolech byly nejvice zastoupeny nasiéd furanové mastné kyseliny:
DiMe(11,5) (24,4 % celkovych MK), DiMe(11,3) (5,1%), MonoMe(11,5) (4,4 %) a
DiMe(9,5) (2,2 %). Tyto kyseliny p#tk nejlzzn¢jSim F-kyselinam, byly detekovany riap
v marskych rybach, rybim oleji, v mast& olivovém oleji (Boselli et al., 2000; Pacetti et
al., 2010; Vetter et al.,, 2012). Dalsgtyii identifikované F-kyseliny, MonoMe(9,5),
DiMe(9,3), MonoMe(11,3) a DiMe(11,4), &y v triacylglycerolech vyrazh nizsi
zastoupeni, 0,2 — 0,9 % celkovych mastnych kys®idiacylglycerolech byla vyznanin
zastoupena kyselina DiMe(11,5) (5,9 %), nasledo¥kysalinou MonoMe(11,5) (1,6 %).
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Mezi identifikovanymi F-kyselinami byla zvl&Stzajimava kyselina DiMe(11,4),
kterd dosud v mii ryb popsana nebyla. Tato kyselina ma na furanddéo vazany
postrannifetzec sectyfmi uhliky, zatimco ne€psgji se vyskytujici F-kyseliny maji
vazany propyl nebo pentyl. F-kyseliny se sudyntt@m uhlikovych atorn ¢i dvojnou
vazbou v postrannichetzcich jsou méh bézné a byly identifikovany jako minoritni
slozky nap. v olivovém oleji (Boselli et al., 2000) a jikrdtbsosa (Ishii et al., 1988b).

F-kyseliny v fiznychc¢astech sladkovodnich ryb studovali Glass et alz 1@ Ishii
et al. (1988a). Oba shodlmvadi jako nejvice zastoupené F-kyseliny v triglygerolech
mli¢i kapra obecného kyseliny DiMe(11,5), DiMe(11,3ManoMe(11,5), které p#ty
k majoritnim také v naSich vzorcich. Adtodetekovali i dalSi minoritni F-kyseliny,
kyselinu DiMe(11,4) vSak nezifuiji.

Celkem bylo v mii kapra obecného stanoveno 46 mastnych kysetfitofR 3).

V lipidovych frakcich mléi byly nejvice zastoupeny nésledujici nasycenémadsgseliny:
kyselina palmitova, 16:0, ktera il 18,2 % celkovych MK stanovenych v polarnich
lipidech (PL) a 9,5 % v triacylglycerolech (TAGkgselina stearova, 18:0 (11,3 % v PL a
3,0 % v TAG). Z mononenasycenych mastnych kyselievazovaly kyseliny olejova,
18:1n-9 (8,0 % vPL a 14,2 % v TAG), palmitolejovEs:1n-7 (2,0 % vPL a 4,0 %
v TAG), kyselina 18:1n-7 (3,0 % v PL a 1,8 % v RLkyselina 20:1n-9 (1,8 % vPL a
1,4 % v TAG). Z polynenasycenych mastnych kyselily bnejvyznamsjSi kyseliny
linolova, 18:2n-6 (3,3 % v PL a 4,3 % v TAG;linolenova, 18:3n-3 (0,7 % v PLa 1,8 %
v TAG), arachidonova, 20:4n-6 (13,8 % v PL a 2,¥ MAG), eikosapentaenova, 20:5n-3
(9,8 % v PL a 1,8 % v TAG), dokosahexaenova, 23h5,3 % v PL a 8,2 % v TAG) a
dokosapentaenova, 22:5n-3 (2,6 % v PL a 2,2 % v)TAG

Celkow Ize konstatovat, Ze zastoupeni mastnych kysetialarnich lipidech méi
bylo blizké jejich zastoupeni v polarnich lipidejgker a svaloviny, pouze v ndi bylo
piitomno vice kyseliny 20:5n-3 (9,8 %) a miékyseliny 22:6n-3 (15,3 %) nez v jikrach
(3,1 % 20:5n-3 a 22,8 % 22:6n-3). Profil mastnygkelin v triacylglycerolech mii byl
vyznamré ovlivnén pritomnosti furanovych mastnych kyselin. Zastoupeasyonenych a
mononenasycenych mastnych kyselin zde bylo nizSisk@vnani s triacylglyceroly
svaloviny a jiker. Zastoupeni polynenasycenych nyast kyselin v triacylglycerolech
mli¢i a jiker bylo giblizné stejné, kromy kyselin 22:5n-3 a 22:6n-3, jejichz obsah byl
v mli¢i vysSi. Kyselina 22:5n-3 byla v miiizastoupena 2,2 %, v jikrdch 0,8 % a kyselina

22:6n-3 byla v miii zastoupena 8,2 %, v jikrach 3,1 %.
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Distribuce jednotlivych mastnych kyselin mezi lipiggmi frakcemi celkovych
lipida mli¢i kapra obecného byla vyhodnocena metodou analjaynith komponent
(PCA). Jako vychozi data bylo vybrano 31 mastnyagfsekn, jejichz zastoupeni
v celkovych MK bylo ¥tSi nez 0,5 %, uvazovany byly i kyseliny MonoMe@)1a
DiMe(11,4), které rdly zastoupeni nizZSi. Vybrané mastné kyseliny regmezvaly vice nez
95 % celkovych mastnych kyselin.

Model PCA pro miii kapra obecného je znazémna Obr. 11. Prvni @vhlavni

komponenty vysktluji 52 % celkového rozptylu dat.
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Obr. 11 Analyza hlavnich komponent pro ®ilkapra obecného. (A) Projekce lipidovych
frakci do komponentni roviny. (B) Projekce kompaméch vah mastnych kyselin.

PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, FFA volnéamsté kyseliny, TAG triacylglyceroly.

RozloZeni lipidovych frakci vyznandrovlivnila piéitomnost furanovych mastnych
kyselin, které od#ily triacylglyceroly od ostatnich lipidovych frakc(Obr. 11A).
Triacylglyceroly vytvdi volny shluk v pravé hornéasti grafu, zatimco ostatni lipidové
frakce, u nichz furanové mastné kyseliny nejsouvignamneé, jsou umistie levécasti
grafu. Graf na Obr. 11B znadzmije pispevky jednotlivych mastnych kyselin do hlavnich
komponent. Do prvni hlavni komponenty (PC ZXjspivaji gredevsim furanové mastné
kyseliny a kyseliny 16:0, 18:0, menSi vahou takéba acasténé i 20:4n-6. V druhé
hlavni komponerit(PC 2) se vyraziji uplatiuji kyseliny 18:2n-6, 18:3n-3, 16:1n-7, mensi
vahou také 16:1 a 22:5n-6. Ostatni mastné kyseptigpivaji do obou hlavnich

komponent.
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Umisgni jednotlivych lipidovych frakci v komponentni iag (Obr. 10A) lIze
vyswtlit pomoci grafu komponentnich vah. Triacylglydgrgsou podle o¢ekéavani
v korelaci s furanovymi mastnymi kyselinami. Polalipidy jsou v interakci pedevSim
s kyselinami 20:4n-6 a 22:6n-3. Vzhledem k negatkorelaci s PC 1 se v nich upiaji
také kyseliny16:0, 18:0 a 20:5n-3. Ostatni mastyselny v tétocasti grafu maji malou
vahu nebo je jejich zastoupeni v polarnich lipideaimoritni. Volné mastné kyseliny a
diacylgylceroly jsou korelovany hlagrs PC 2, z jejichZz gwvodnich prominnych se uplatni
piedevsim 16:1n-7, 18:1n-7 a 18:2n-6. Jisty vliv M1 a jeji kyseliny 16:0 a 18:0, u
diacylglyceroti pak i kyselina 22:6n-3.
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6. ZAVER

PredloZzena disertai prace byla zastena na studium lipidovych frakci a mastnych
kyselin v celkovych lipidech svaloviny, jiker a &ilkapra obecného.

DuleZitou sowéasti prace byla optimalizace extéakho postupu pro ziskani
celkovych lipidi ze studovanych vzoika dale jejich separace na jednotlivé lipidové
frakce. Ri testovani #iznych extraknich cinidel se ukazalo, Ze zalezireplevSim na
charakteru biologického vzorku a také na tom, caifem prace. Pro vzorky obsahuijici
vysoké zastoupeni polarnich ligige treba pouZzit extraii ¢inidlo obsahujici methanol,
aby nedochézelo k podhodnoceni této lipidové frakosastnych kyselin v ni obsazenych.
Podobné extraini ¢inidlo je treba zvolit, pokud se jedna o studium lipidovyctkéia

Pti vyvoji metodiky bylo o¥teno, Ze pro biologické vzorky sgvahou nepoléarnich
lipidu lze pouzit zjednoduSeny exttak postup s vhodnym nepolarnim rozpedim.
Konkrétre se jednalo o stanoveni spektra mastnych kyselaelkovych lipidech
extrahovanych ze svaloviny kapra obecného a pstluhavého petroletherem. U tohoto
typu vzorki bylo celkové spektrum mastnych kyselin damedevsim triacylglycerolovou
frakci, prispivek mastnych kyselin z minoritnich frakci se v osm spektru neprojevil.
ZjednoduSeny postup extrakce petroletheremiattu praktickych vyhod, je to postup
rychly, levny, k analytm Setrny, vhodny pro rutinni zpracovani velkéhoétpwzorki.

V nekterych studovanych vzorcich bylyiimny furanové mastné kyseliny.
V mli¢i kapra obecného bylo identifikovano celkem osthto kyselin, gkteré z nich
byly detekovany i u vzork svaloviny a jiker, ale v mnohem mensim zastoupeni.
DiMe(11,5) byla nejvice zastoupenou furanovou nm@astkyselinou a tvitla 24,4 %
celkovych mastnych kyselin v triacylglycerolové Keca mli¢i. K minoritnim patila
kyselina DiMe(11,4) (0,2 %), ktera dosud v &nliyb popsana nebyla.

V celkovych lipidech svaloviny, jiker a ndlibylo stanoveno zastoupeni lipidovych
frakci a v kazdé frakci profil mastnych kyselin. ¥ealovire prevazovaly triacylglyceroly
(97 %), v jikrach a méi polarni lipidy (59 a 68 %), nasledované triacyégyoly (39 % a
25 %). Diacylglyceroly a volné mastné kyselinyiilsofrakce minoritni.

Polarni lipidy svaloviny, jiker a mii si byly z hlediska zastoupeni jednotlivych
skupin mastnych kyselin velmi blizké. Polynenasycerastné kyseliny v nich tiity 52 —

56 % celkovych mastnych kyselin, nasycené 28 — 3& Pbononenasycené 16 — 19 %.
Jistou podobnost vykazovaly také diacylglycerolyriacylglyceroly svaloviny a jiker.

V triacylgylcerolech se zastoupeni jednotlivych @ku mastnych kyselin pohybovalo
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v rozmezi 29 — 34 % pro nasycené, 48 — 52 % proomemasycené a 18 — 19 % pro
polynenasycené mastné kyseliny. Triacylglyceroli¢itde od svaloviny a jiker odliSovaly
diky vyznamnému zastoupeni furanovych mastnychlikyég&8 %) a také o &co vysSSimu
obsahu polynenasycenych mastnych kyselin (25 %).

Pfi porovnéni zastoupeni jednotlivych mastnych kyseliniznych tkanich byly
zjisteny nasledujici rozdily: polarni lipidy a triacylgigroly svaloviny obsahovaly vice
kyselin 18:2n-6 a 18:3n-3 neZ jikry a #i]iu nichZ bylo naopak oéno vice kyseliny
20:4n-6. Zastoupeni kyseliny 18:2n-6 ve sval®vidosahovalo hodnot 4,7 % (polarni
lipidy) a 7,2 % (triacylglyceroly), v jikrach 2,5 % 5,8 %, v mii 3,3 % a 4,3 %.
Zastoupeni kyseliny 18:3n-3 v triacylglycerolechalsviny ¢inilo 3,8 % a v polarnich
lipidech 1,0 %, zatimco v triacylglycerolech jikarmlici bylo této kyseliny méh nez
1,8 % a v polarnich lipidech mé&mez 0,7 %. Kyselina 20:4n-6 byla v polarnich lgut
jiker zastoupena 15,0 % a v triacylglycerolech®,7u ml&i bylo zastoupeni této kyseliny
13,8 % a 2,1 %, u svaloviny 9,6 % a 0,3 %. Daleobypolarnich lipidech svaloviny
nalezeno vysSi zastoupeni kyselin 22:5n-6 (3,0 @2:&8n-3 (5,4 %) nez u jiker a raij
kde byl obsah¢chto kyselin mensi nez 1 %. V polarnich lipide&ejibylo vyznama vice
kyseliny 22:6n-3 (22,8 %) nez u svaloviny (13,5 &)nlici (15,3 %). Triacylglyceroly
mli¢i se od svaloviny a jiker liSilyfipdevsim vysokym zastoupenim furanovych mastnych
kyselin a také vysSim obsahem kyselin 22:5n-3 @) & 22:6n-3 (8,2 %).

Vztahy mezi lipidovymi frakcemi a mastnymi kyselmiav nich obsazenymi byly
vyhodnoceny metodou analyzy hlavnich komponent.ladjs ziskané pro jednotlivé
tkdré potvrdila i souhrnna analyza hlavnich komponenbvedend pro vSechny
analyzované vzorky (Obr. 12). Vyznamna jéeqevSim korelace polarnich ligid
svaloviny, jiker a mifi, které jsou si blizké bez ohledu na to, z jakeEntkoyly ziskany.
Jedna se zejména o membranové lipidy, kde se W&ivy a jinych faktofi prilis
neuplatiuje (Boselli et al., 2012). Pro polarni lipidy jehazakteristickd fitomnost
polynenasycenych mastnych kyselin s del§g®zcem, pedevSim 20:4n-6 a 22:6n-3.
Triacylglyceroly migi jsou odlehlé a vyznandnse liSi od ostatnich frakci diky zejména
vysokému obsahu furanovych mastnych kyselin. Vlehto kyselin je vyrazny i v
diacylglycerolové frakci méi. Jistou podobnost Ize najit mezi triacylglycersisaloviny a
jiker, pro které je charakteristickdifmmnost mastnych kyselin 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6
castén¢ také 18:1n-7. Diacylglyceroly svaloviny a jikerogs v interakci s kyselinami
16:1n-7, 18:1n-7 a 18:2n-6, diacylglyceroly svaigviaké se kyselinou 18:1n-9 a jiker s
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kyselinou 16:0. U volnych mastnych kyselin se upl@ vice druha hlavni komponenta a
jeji nasycené mastné kyseliny 16:0 a 18:0.
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Obr. 12 Souhrnna analyza hlavnich komponent. (A) Projekp&lovych frakci do

komponentni roviny. (B) Projekce komponentnich mastnych kyselin.

Jako prominné byly pouZzity ptimérné hodnoty mastnych kyselin: svalovina (n=13)rjik
(n=18), ml&i (n=19)

S svalovina, J jikry, ML méi, PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, FFA vofinmastné
kyseliny, TAG triacylglyceroly.

PredloZzend disertai prace (pNn4Si pehled zastoupeni mastnych kyselin
v lipidovych frakcich celkovych lipiil svaloviny, jiker a mbi kapra obecného.iBpiva
k tématu mastnych kyselin ve sladkovodnich rybgmbioze ¥tSina praci se distribuci
mastnych kyselin v lipidovych frakcich nezabyvryia gredevsim mbifi nepati k ¢asto
studovanym tkanim,ipstoZze vysoky obsah polynenasycenych a dirtdké furanovych
mastnych kyselin iize byt, zejména v naSich podminkach, zajimavy iledibka
nutricniho.

Pro dalSi vyzkum by mohla bytiiposna nasledujici témata: aplikace ziskanych
poznatkKi na dalSi druhy sladkovodnich ryb, studiuwtasovych zmn v zastoupeni
furanovych mastnych kyselin v souvislosti s repkdthim cyklem a také studium vlivu

kuchyiskych aprav na tyto kyseliny.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA

ALA

APCI

Cl

CLA

DAG

DHA
DiMe(9,3)
DiMe(9,5)
DiMe(11,3)
DiMe(11,4)
DiMe(11,5)
El

EPA

ESI
F-kyseliny
FAB
FAME
FFA

FID

GC

HDL
HILIC
HPLC

IS

LA

LC

LDL

MAG
MALDI
MK

arachidonova kyselina

a-linolenova kyselina

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

chemicka ionizace

konjugovana linolova kyselina

diacylglyceroly

dokosahexaenova kyselina
10,13-epoxy-11,12-dimethylhexadeka-10dihova kyselina
10,13-epoxy-11,12-dimethyloktadeka-10di@rova kyselina
12,15-epoxy-13,14-dimethyloktadeka-12¢ldnova kyselina
12,15-epoxy-13,14-dimethylnonadeka-12jiehova kyselina
12,15-epoxy-13,14-dimethyleikosa-12,idrdbva kyselina
ionizace narazem elektnon

eikosapentaenova kyselina

ionizace elektrosprejem

furanové mastné kyseliny

bombardovani urychlenymi atomy

methylestery mastnych kyselin

volné mastné kyseliny

plameno¥ ionizani detektor

plynova chromatografie

lipoprotein s vysokou hustotou

hydrofilni interalkni chromatografie

vysokowinna kapalinova chromatografie

vnitni standard

linolova kyselina

kapalinova chromatografie

lipoprotein s nizkou hustotou

monoacylglyceroly

ionizace laserem zarfiomnosti matrice

mastné kyseliny
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MonoMe(9,5) 10,13-epoxy-11-methyloktadeka-10,12xdigh kyselina
MonoMe(11,3) 12,15-epoxy-13-methyloktadeka-12,14-dienova kyselin
MonoMe(11,5) 12,15-epoxy-13-methyleikosa-12,14-dienova kyselina

MS hmotnostni spektrometr

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
MUFA mononenasycené mastné kyseliny

NIST Narodni institut standaid technologie USA
PE petrolether

PL polarni lipidy

PC hlavni komponenta

PCA analyza hlavnich komponent

PUFA polynenasycené mastné kyseliny
RP-HPLC vysokotinna kapalinova chromatografie na obracenych fazich
SFA nasycené mastné kyseliny

SPE extrakce tuhym sorbentem

TAG triacylglyceroly

TLC chromatografie na tenké vrstv

VLDL lipoprotein s velmi nizkou hustotou

Pro mastné kyseliny je pouzit obecny zapis jejichaorce X:Yn-Z,
kde X = p@et uhliki v fettzci, Y = paet dvojnych vazeb, Z = poloha prvni dvojné vazby
od methylového konce
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Piiloha 1

Zastoupeni mastnych kyselin (% z celkovych MK)pidovych frakcich svaloviny kapra

obecného.

MK PL DAG TAG

14:0 0.56 +0.09 2.41 £ 0.56 1.85+0.54
anteisol5:0 0.05+0.04 0.56 +0.73 0.44 +0.32
15:0 0.51+0.28 0.74 £ 0.45 0.42 +0.23
is0 16:0 0.09 £ 0.08 0.52 £0.50 0.22 +0.16
16:0 18.6 £ 5.50 18.8+ 3.37 18.8 £ 1.67
iso17:0 0.33+0.13 0.47 £0.22 0.40 £0.22
17:0 0.74 £ 0.26 0.60 +0.26 0.73+0.39
18:0 6.48 £ 2.40 8.25+2.61 6.05 + 1.29
19:0 0.25 +0.08 0.14 +0.13 0.15+0.05
20:0 0.07 £0.01 0.42 +0.17 0.19 +0.07
Celkové SFA 27.7£7.15 32.9 +3.53 29.3+1.65
14:1 0.03 +0.02 0.37+0.21 0.31+0.26
16:1 0.90 £0.38 1.15+0.43 1.01+£0.38
16:1n-7 3.33+1.01 7.36 £1.33 9.97 £1.27
17:1 0.26 + 0.07 1.26 £0.39 0.54 +0.27
18:1trans 0.24 +0.08 0.24+0.14 0.30 £ 0.06
18:1n-9 10.6 £5.32 23.2 £8.57 32.2+9.43
18:1n-7 2.35+0.34 2.68 £0.42 4.07 +£0.52
18:1 0.14 +0.07 nd 0.15+0.04
19:17 0.02 £ 0.02 0.32+0.45 0.06 +0.07
20:1n-11 0.26 +0.08 1.60 £ 0.55 1.51+0.61
20:1n-9 0.65 +0.26 0.79+0.24 1.52+£0.35
20:1 0.09 +0.02 nd 0.11 £ 0.03
Celkové MUFA 18.9 £ 6.36 38.9 £ 8.07 51.8+7.95
16:3 nd nd 0.17 £0.16
18:2 0.17+0.11 0.23+0.15 0.20+0.12
18:2n-6 4.67 +£0.81 7.85+1.28 7.25+1.23
18:3n-6 0.24 +0.07 0.26 £0.18 0.18 £ 0.09
18:3n-3 1.01+£0.41 4.09+2.43 3.79+2.43
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Piiloha 1 - pokratovani

MK PL DAG TAG

20:2 0.26 +0.11 0.24 +£0.12 0.28 £ 0.09
20:2n-6 1.82 +0.33 0.46 £0.19 0.36 £ 0.19
20:3n-3 1.70+0.71 nd nd

20:3n-6 0.70£0.25 0.31+0.12 0.04 £0.15
20:4n-6 9.56 £ 5.20 3.19+2.63 0.35+0.50
20:4n-3 0.40+0.14 0.40+£0.48 0.51+0.30
20:5n-3 6.49+1.76 3.42+£1.89 2.73+1.70
22:3 0.02+0.01 0.04 £ 0.07 0.13+0.11
22:4 1.76 £ 0.52 0.96 £ 0.44 0.18 +0.12
22:5n-6 3.01+£2.33 1.17+£1.16 0.16 £0.18
22:5n-3 5.37 £ 3.17 1.10+£0.75 0.88 £ 0.68
22:6n-3 13.5+8.02 4.05 £ 3.64 1.59 +1.50
24:5 0.18+0.14 nd 0.05 +0.06
24:6 2.51+1.00 0.34 +£0.20 0.10 £ 0.08
Celkové PUFA 53.4+134 28.1+11.0 19.0+7.54
MonoMe(11,5) nd nd 0.02+0.04
DiMe(9,3) 0.01+0.01 nd nd
DiMe(11,5) 0.01+0.01 0.01 £0.02 nd
Celkové F-kyseliny  0.02 + 0.02 0.01 £0.02 0.02.840

" blize neuteny izomer

Hodnoty jsou uvedeny jakoimér £ smerodatna odchylka, n = 13.

PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, TAG triacglyceroly, SFA nasycené MK, MUFA
mononenasycené MK, PUFA polynenasycené MK, F-kygelifuranové MK, nd
nedetekovano.
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Piiloha 2

Zastoupeni mastnych kyselin (% z celkovych MK) pidbvych frakcich jiker kapra

obecného.

MK PL DAG FFA TAG

14:0 035+0.13 1.75+0.42 1.30+0.3241+0.29
anteiso15:0 0.02+0.03 0.08+0.10 0.18+0.1710+0.11
15:0 0.30+0.06 0.54+0.11 0.53+0.1132+0.10
is016:0 0.05+0.05 0.33+0.37 0.29+0.3011 +0.08
16:0 19.7+3.49 22.6+1.89 17.0+1.4B.7+2.72
is017:0 0.33+0.17 0.50+0.24 0.44 +0.2B39 + 0.18
17:0 040+0.20 0.37+0.17 0.58+0.3141+0.19
18:0 6.61+1.03 9.13+2.08 14.5+2.5809 +1.03
19:0 0.10+0.06 0.09+0.08 0.28+0.1®09 + 0.05
20:0 0.04+0.02 0.30+0.11 0.33+0.1814 +0.05
Celkové SFA 27.9+4.17 357+296 35.4+3.88.8+3.60
14:1 nd 0.04 +0.09 nd 0.04 +0.08
16:1 0.97+0.19 1.40+0.29 1.19+0.30.13+0.27
16:1n-7 254+254 598+1.20 6.17 +1.28.47 +0.99
17:1 0.16 +0.06 0.82+0.30 0.50+0.18.38+0.17
18:1trans 0.13+0.09 0.15+0.07 0.28+0.10.18 +0.06
18:1n-9 9.24+475 209+6.39 17.8+5.630.3+5.91
18:1n-7 220+0.33 294+0.38 2.55+0.32.75+0.93
18:1 0.05+0.06 nd 0.04 + 0.09.07 + 0.06
19:1 0.07+0.09 1.20+1.99 0.52+0.86.12+0.14
20:1n-11 0.05+0.08 0.28+0.48 0.18+0.3325+0.41
20:1n-9 0.72+0.21  1.02+0.24 0.78+0.1802 +0.43
20:1 0.03+0.03 nd 0.03 + 0.09.03 + 0.04
Celkové MUFA 16.2+6.22 34.7+6.84 30.0+6.40.8+5.55
16:3 nd nd 0.67 +1.940.02 + 0.04
18:2 0.06+0.08 0.11+0.1  0.10+0.10.08 + 0.07
18:2n-6 254+1.15 6.18+1.67 7.14+1.8582+1.22
18:3n-6 0.05+0.05 0.11+0.13 0.15+0.18.06 + 0.05
18:3n-3 0.27+0.19 1.72+0.96 1.58+0.91.55 + 0.86
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Priloha 2 — pokratovani

MK PL DAG FFA TAG

20:2 0.14 £ 0.07 0.22+0.09 0.17 £0.06.22 +0.08
20:2n-6 0.61+0.11 0.27 £0.07 0.32+0.08.24 +0.09
20:3n-3 2.27 £1.07 nd 1.02 £ 0.8md

20:3n-6 1.01£0.29 0.54+0.21 0.53+0.20.46 +0.18
20:4 n-6 15.0+4.35 5.84+2.30 8.57+3.2874+1.02
20:4n-3 0.19 £ 0.06 0.43+0.26 0.36+0.19.38+0.18
20:5n-3 3.07+1.12 250+0.95 2.94+1.2308 +0.88
22:3 0.05 +0.05 0.25+0.28 0.13+0.16.47 +0.61
22:4 1.82£0.58 1.27+£054 1.35+0.56.22+£0.13
22:5n-6 1.42 £0.57 0.62+0.33 0.59+0.20.08 £ 0.05
22:5n-3 3.29 £0.90 1.08+£056 1.47+0.54.79+0.41
22:6n-3 22.8 £5.87 8.08+2.72 6.94+2.3%915+1.33
24:5 nd nd 0.05 + 0.19nd

24:6 1.17+£0.41 0.22+0.12 0.48+0.20.07 +£0.04
Celkové PUFA 55.8+10.1 29.4+£482 34.6x+5.63.4+2.46
MonoMe(11,5) 0.01 £0.01 0.02+0.02 nd 0.05 + 0.06
DiMe(11,5) 0.10+0.12 0.09+0.16 nd nd
Celkové F-kyseliny 0.11 +0.13 0.11+0.16 nd t0®06

" blize neuteny izomer

Hodnoty jsou uvedeny jakoimér £ smerodatna odchylka, n = 18.

PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, TAG triacglyceroly, SFA nasycené MK, MUFA
mononenasycené MK, PUFA polynenasycené MK, F-kygelifuranové MK, nd

nedetekovano.
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Priloha 3

Zastoupeni mastnych kyselin (% z celkovych MK) pidovych frakcich mibi kapra

obecného.

MK PL DAG FFA TAG

14:0 0.13+0.12 091+0.85 0.89%0.79 0.8350.6
anteisol5:0 nd nd 0.06 +£0.15 0.16 +0.27
15:0 0.26+0.14 0.20+0.13 047+0.26 0.2020.1
is016:0 0.02+0.03 0.38+0.68 0.57+0.96 0.04070.
16:0 18.2+3.12 148+1.90 143+281 9.5391.7
i5017:0 0.12+0.14 nd 0.31+0.34 0.13+0.12
17:0 0.74+0.62 nd 0.76 £0.58 0.26 +0.22
18:0 11.3+1.24 9.90+1.81 12.4+222 2.9790.9
19:0 0.23+0.14 nd 0.26 +0.19 0.03 +0.02
20:0 0.15+0.09 nd 0.48+0.28 0.08 +0.05
Celkové SFA 31.1+281 262+261 305+3.17 2142.79
16:1 0.86+0.25 074+030 1.19+0.46 0.59%0.21
16:1n-7 2.02+0.94 458+180 581+173 4.04+1.34
17:1 0.21+0.30 0.07+0.09 0.25+0.34 0.19+0.23
18:1trans 0.14+0.10 nd 0.26 £+0.19 0.07 +0.05
18:1n-9 803+399 152+6.80 15.0+568 14.2+6.82
18:1n-7 3.00+0.83 223+051 255+046 1.78+0.44
18:1 0.04+0.04 nd 0.02+0.04 0.03+0.04
19:17 0.02+0.04 0.17+032 0.05+0.10 0.02+0.04
20:1n-11 0.07+0.22 037+1.03 0.23+066 0.25+0.57
20:1n-9 1.77+050 1.70+0.53 2.14+0.59 1.36 +0.54
20:1 0.23+0.06 nd 0.29 £0.08 0.07 +0.03
Celkové MUFA 16.4+5.12 25.0+7.55 27.8+6.98 .6228.99
18:2n-6 331+155 523+202 751+275 4.26+1.71
18:3n-6 nd nd 0.03+0.05 0.06 +0.08
18:3n-3 068+056 152+136 2.78+235 1.79+1.38
20:2 0.13+0.12 0.20+0.17 0.26+0.28 0.11+0.08
20:2n-6 035+0.06 064+0.15 0.71+0.19 0.51+0.16
20:3n-3 1.22+1.33 0.80+0.69 0.60+0.68 0.23+0.25
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Piiloha 3 - pokratovani

MK PL DAG FFA TAG

20:3n-6 1.06 £0.41 1.17 £ 0.50 1.26+0.49 0.76+£0.32
20:4n-6 13.8+3.79 9.46 + 3.23 6.34+251 2.08+0.66
20:4n-3 0.59 £0.26 0.50 £0.25 0.77+0.34 0.55+0.23
20:5n-3 9.84 + 3.26 468 +2.16 495+199 1.85%0.75
22:3 0.07 £ 0.09 0.16 +0.23 0.16 £+0.19 0.25+0.13
22:4 0.83+£0.30 0.78 £0.32 093+0.41 0.71+£0.31
22:5n-6 0.98 +0.38 0.90 +0.38 0.71+£0.32 0.95+0.50
22:5n-3 2.56 £ 0.70 2.32+0.73 290+1.08 2.24+0.75
22:6n-3 15.3+3.61 10.7 £ 3.08 9.42+294 8.22+2.14
24:5 0.12 £ 0.09 nd 0.39+0.34 0.12+0.11
24:6 1.36 + 0.65 0.52 £0.32 0.58+0.29 0.27+£0.19
Celkové PUFA 52.2+6.72 39.6 £5.62 40.3 £ 4.62 .0254.28
MonoMe(9,5) nd nd 0.02+0.01 0.90+0.50
MonoMe(11,3) nd nd nd 0.30£0.11
MonoMe(11,5) 0.05+0.03 1.61+0.75 0.39 £ 0.22 424+ 1.33
DiMe(9,3) nd nd nd 0.69 +0.38
DiMe(9,5) nd 0.38+0.34 0.05+0.06 2.17+1.12
DiMe(11,3) 0.02 +0.02 0.95+0.48 0.13+0.06 5+14.86
DiMe(11,4) nd 0.30+£0.28 0.18+0.21 0.23+0.10
DiMe(11,5) 0.22 £0.13 5.95+2.95 0.70+0.47 247400
Celkové F-kyseliny 0.29 £0.15 9.19 +3.57 14730 38.2+10.2

" blize neuteny izomer

Hodnoty jsou uvedeny jakoijmér £ smerodatna odchylka, n = 19.

PL polarni lipidy, DAG diacylglyceroly, TAG triacglyceroly, SFA nasycené MK, MUFA
mononenasycené MK, PUFA polynenasycené MK, F-kygelifuranové MK, nd

nedetekovano.
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