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INDEKS STOSOWANYCH SKROTOW

DHA kwas dokozaheksaenowy

EPA kwas ejkozapentaenowy

EFSA European Food Safety Authority
ESI indeks stabilnosci emuls;ji

FDA Food and Drug Administration

LK liczba kwasowa

LOO liczba nadtlenkowa

MDA aldehyd malonowy

ME efektywnos¢ mikrokapsutkowania
mEQqO, milirownowazniki aktywnego tlenu
MUFA jednonienasycone kwasy tluszczowe
NNKT niezbedne nienasycone kwasy thuszczowe
PUFA wielonienasycone kwasy tluszczowe
SAFA nasycone kwasy thuszczowe

TAG triacyloglicerole

WKT wolne kwasy ttuszczowe



STRESZCZENIE

Duza ilo$¢ surowcoOw ubocznych i odpadoéw powstajacych w przemysle rybnym, w
tym z przetworstwa tososi hodowlanych, sktania do poszukiwania racjonalnego sposobu ich
zagospodarowania. Skory z mechanicznego odskorzania tososi zawierajg ok. 15% kolagenu i
25% tluszczu. Dlatego tez, zamiast przerabiania ich na maczke paszowsg, moglyby zostac
wykorzystane do odzysku tych substancji.

Pierwszym glownym celem pracy bylo opracowanie warunkow ekstrakcji oleju ze
skor. Sprawdzono, czy mozliwe jest odzyskiwanie oleju z surowca w temperaturze nie
przekraczajacej 15°C. Stwierdzono, ze juz po 1 minucie mieszania rozdrobnionych skor z
wodg i po odwirowaniu mieszaniny, wydajnos¢ ekstrakcji oleju byta bardzo duza i wynosita
ok. 83%. Rownocze$nie okreslono jakos¢ wydobywanego oleju poprzez oznaczenie
zawarto$ci pierwotnych (LOO) i wtérnych (test TBA) produktéw utleniania oraz liczby
kwasowej i sktadu kwasow ttuszczowych (ze szczegdlnym uwzglgdnieniem zawartosci EPA i
DHA). Metoda ,,na zimno” pozwolita na otrzymywanie oleju rybnego z dobrg wydajnoscig i
przy niewielkim naktadzie energii i, co bardzo wazne, nie prowadzita do niekorzystnych
przemian oksydacyjnych i hydrolitycznych. Ponadto, w trakcie wydobywania oleju nie
nastgpowatly straty surowca kolagenowego, ktory zostal nastepnie wykorzystany do
otrzymywania zelatyny. Zbadano wptyw czasu przechowywania zamrazalniczego skoér na
jakos$¢ otrzymywanego z nich oleju. Przemiany oksydatywne zachodzity w surowcu nawet w
-20°C, przy czym LOO (bedaca miernikiem zawartosci pierwotnych produktéw utleniania)
oleju obecnego w skorach przechowywanych w stanie nierozdrobnionym osiggneta wartosci
powyzej 15 mEQO,/Kg tluszczu po 110 dniach, zas w oleju w skorach rozdrobnionych juz po
70 dniach przechowywania. Podczas przechowywania oleju w temperaturze pokojowej
procesy oksydacji zachodzily ok. 2 razy szybciej niz w warunkach chtodniczych, chociaz
sktad kwasoéw thuszczowych ulegal jedynie niewielkim zmianom. Okreslono przydatnosc
suszonych zi6t o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych do poprawiania stabilnos$ci
oksydatywnej oleju. Dodatek rozmarynu do oleju, juz w st¢zeniu 1% wydtuzat okres indukcji
reakcji utleniania okoto 9 razy w poréwnaniu do proby kontrolnej. Inne ziota: oregano i
szalwia nie wykazywaly tak silnego dziatania przeciwutleniajacego jak rozmaryn.

Drugim glownym celem bylo opracowanie optymalnych  warunkow
mikrokapsutkowania otrzymanego oleju metodg emulsyjng z wykorzystaniem suszenia
sublimacyjnego. Jako material otoczek mikrokapsulek wykorzystano Zelatyng, pochodzaca z
tego samego surowca, co olej. Stwierdzono, ze optymalny skilad emulsji przeznaczonej do

wytwarzania mikrokapsulek z olejem rybnym stanowito 20% stezenie biatka w mieszaninie




oraz stosunek rdzen:otoczka réwny 1:1. Mikrokapsutki wytwarzano suszac sublimacyjnie
emulsj¢ w formie ptytek, ktdre nastepnie rozdrabniano. Juz bezposrednio po ich wysuszeniu
zachodzily przemiany oksydacyjne zamknigtego w ich strukturze oleju - LOO wzrosta od
1do 8 mEQqO./kg ttuszczu. Ograniczenie dostepu tlenu podczas wytwarzania emulsji nie
poprawito stabilnosci oksydatywnej mikrokapsutkowanych preparatow. W zwigzku z tym
wyprobowano inng metode mikrokapsutkowania oleju — suszac emulsje W formie peletek
zelatynowych. Uzyskano w ten sposdb znaczng poprawe stabilnosci oksydatywnej
mikrokapsutkowanego oleju. Po 4 tygodniach przechowywania w temperaturze pokojowej
LOO oleju w peletkach osiggnela wartos¢ ok. 18 mEQO,/kg ttuszczu i byla trzykrotnie
mniejsza niz w oleju niemikrokapsutkowanym. Podobnie, w temperaturze chtodniczej LOO
oleju mikrokapsutkowanego w peletkach (ok. 3 mEqO,/Kg tluszczu) byta trzykrotnie mniejsza
niz W oleju surowym przechowywanym w tych samych warunkach. Dodatkowo, wiaczenie
rozmarynu w strukture peletek zmniejszylo szybkos¢ powstawania pierwotnych i wtornych
produktow utlenienia, niezaleznie od warunkow przechowywania. W peletkach z dodatkiem
rozmarynu, nawet w przypadku przechowywania w temperaturze pokojowej LOO po 4
tygodniach byta blisko 6-krotnie mniejsza niz w oleju surowym. Uzyskane opracowang
metoda mikrokapsutki w formie peletek zelatynowych moglyby zosta¢ wykorzystane jako

suplement diety.



1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. WPROWADZENIE

Podczas obrobki wstepnej surowcow rybnych powstaja odpady, takie jak glowy, skory
i kosci. Wykorzystywane sa one gltownie jako sktadniki pasz dla ryb, drobiu i zwierzat
futerkowych. Czg$¢ z nich trafia na wysypiska $mieci, gdzie traktowane sg jako odpady
szczegOlnie ucigzliwe dla srodowiska, obcigzone najwyzszymi stawkami optat. Tymczasem
odpady te moga by¢ racjonalnie zagospodarowane i wykorzystane do odzyskiwania cennych
substancji w nich zawartych, takich jak olej rybny oraz Zelatyna. Na $wiatowym rynku
produktow rybnych szczegdlnie istotne miejsce zajmuje toso$§ - w latach 1990-2007
zanotowano wzrost jego $wiatowej produkcji az o 500% (1,13 milionéw ton) (Larsen 2009).
Krajowy import hodowlanego lososia norweskiego (patroszonego) szacuje si¢ na 68 tys. ton
rocznie. W wyniku jego przetworstwa powstaje ok. 20 000 ton odpadow, w tym 3500 ton
skor. Przyjmujac, ze skory tososi zawieraja 25% oleju 1 15% kolagenu, sa one dobrym
materialem do odzyskiwania tych sktadnikow (Kotodziejska i in. 2008).

Oleje rybne sg bogatym zroédlem wielonienasyconych kwasow ttuszczowych z rodziny
n-3. Kwasom tym przypisuje si¢ wyjatkowa role w profilaktyce i leczeniu choréb uktadu
Sercowo-naczyniowego, rozwoju mozgu dziecka juz w okresie ptodowym oraz stymulacji
uktadu immunologicznego. Zawarto$¢ procentowa niezbednych nienasyconych kwasow
thuszczowych (NNKT) w oleju zalezy w duzym stopniu od gatunku ryby, z ktorej zostal
pozyskany. Szczegdlnie bogate w dtugotancuchowe NNKT s3 tluste ryby morskie, takie jak
tunczyk (28% ogolnej zawartosci kwasow), makrela (23%), Sledz (24%) a takze toso$
(Gbogouri 1 in. 2006, Aidos i in. 2002, Bimbo. 1998). W oleju z tososia kwasy NNKT z
rodziny n-3 stanowig ok. 23% ogodlnej zawartosci (Gbogouri i in. 2006, Kotodziejska i in.
2008). Dlatego tez moze on zosta¢ z powodzeniem wykorzystany do produkcji preparatow
stuzacych do wzbogacania diety w NNKT. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzmozone
zainteresowanie takimi preparatami. Suplementy najczeSciej maja posta¢ zelatynowych
kapsulek wypetionych olejem. Zelatynowa otoczka kapsutki chroni jej zawarto$é przed
wpltywem czynnikdw zewnetrznych. Kapsutki sg wygodna 1 akceptowalng przez
konsumentéow formg dawkowania i1 przechowywania preparatu. Nowoczesng odmiang
kapsutek sa mikrokapsulki, ktorych rozmiary wahaja si¢ w granicach od 5 do 1000 um, co
umozliwia ich zastosowanie np. jako dodatku do tradycyjnej zywnosci, a ponadto olej zyskuje

wygodng forme proszku.



Surowcem do wytwarzania mikrokapsulek moze by¢ Zelatyna rybna. Skory tososia
stanowig wigc zrodlo obydwu sktadnikow potrzebnych do otrzymania gotowego produktu.
Zaleta uzycia zelatyny rybnej jako alternatywnego surowca do wytwarzania mikrokapsutek
jest bezpieczenstwo zdrowotne, gdyz nie stwarza ona zagrozen, jakie przypisuje si¢ zelatynie
bydlecej. Zelatyna z ryb rézni sie od zelatyny zwierzat statocieplnych - nie zeluje bowiem w
temperaturze pokojowej, a dopiero po ochtodzeniu do 10-12°C (Norland 1990,
Kotodziejska i in. 2004), stad konieczno$¢ odpowiedniej optymalizacji i dostosowania

metody wytwarzania mikrokapsutek do jej specyficznych wtasciwosci.

1.2.  SPOSOBY WYTWARZANIA OLEJOW RYBNYCH

1.2.1. Charakterystyka tluszczu rybnego

Thuszcz obecny w rybach moze by¢ integralnym sktadnikiem tkanki mig$niowe;,
odktadac si¢ w postaci warstw o réznej grubosci pod skorg 1 wokot przewodu pokarmowego,
jak réwniez w watrobie, gonadach i czaszce. Olejem rybnym nazywa si¢ olej pozyskany z
catych ryb lub ich czes$ci. W zalezno$ci od zawarto$ci oleju w migsie, ryby dzieli si¢ na:
chude (zawarto$¢ thuszczu do 2%), $rednio tluste (2-7%), tluste (7-15%) i pelnotluste
(ponad 15%). Z technologicznego punktu widzenia najkorzystniej pozyskiwac olej z ryb
nalezacych do ostatniej grupy — ryb pelnotlustych. Przynaleza do nich m.in. losos$, §ledz,
makrela oraz tunczyk.

Sktadniki oleju rybnego, okreslane wspolng nazwg lipidow, stanowig zalozong
mieszaning roznych typoéw czasteczek chemicznych. Podstawowa grupa sa triacyloglicerole
(TAG), zwane tez tluszczem wiasciwym. W sktadzie ttuszczu rybnego oprocz TAG, ktore
stanowig ok. 98%, obecne sg rowniez w roznych ilosciach fosfolipidy, glikolipidy, sulfolipidy
a takze sktadniki zaliczane do tzw. substancji nie zmydlajacych si¢ (SNZ).

Fosfolipidy sa glownie skladnikiem aktywnych metabolicznie blon 1 struktur
komorkowych. Ich udzial moze wynosi¢ nawet ok. 1% ogdlnej masy tkanek, dlatego, w
przypadku ryb chudych np. dorsza czy ryb wycienczonych tartem, fosfolipidy stanowia
praktycznie cala frakcje lipidowa migsa. Znamienng cecha fosfolipidow ryb jest bardzo duza
zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych, rzedu 50-60%, w tym gtownie kwasow
pentaenowych i heksaenowych. Fosfolipidowa frakcja lipidow sktada sie¢ w 50% z
fosfatydylocholin i fosfatydyloetanoloamin (Sikorski 2004).
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W skladzie frakcji SNZ obecne sa sterole, weglowodory, tokoferole, barwniki
karotenoidowe, woski oraz estry steroli. Oleje z migsa ryb morskich zawierajg stosunkowo
niewielkg ilos¢ SNZ (od 0,5 — 3%), natomiast oleje z migsa ryb stodkowodnych moga
zawiera¢ ich znacznie wigcej, nawet do 27%.

Sterole pelniag wazng funkcje jako sktadniki bton fosfolipidowych, maja wpltyw na
przepuszczalno$¢ bton dla wody, jonow i biatek. Najwickszy udziat w ogolnej ilosci steroli
ryb ma cholesterol — nawet do 80%, przy czym warto$¢ ta zalezy od gatunku ryby, okresu
potowu 1 rodzaju tkanki, z ktorej jest wydzielany olej. [los¢ cholesterolu jest mata w
porownaniu do innych surowcéw zywnos$ciowych — 5-krotnie mniejsza niz w masle i
ok. 20-krotnie mniejsza niz w z6ltku jaja (Sikorski 2004; Kritchevski 1967; Feeley 1972).
Oprocz cholesterolu w znacznych ilosciach wystepuja: brassikasterol, 22-dehydrocholesterol,
desmosterol, 7-dehydrocholesterol, 24-metylenocholesterol i B-sitosterol (Sikorski 1980).

Oleje rybne sg bogatym zrodlem witaminy A. W najwigkszych ilosciach wystepuje
ona w watrobach ryb, od kilku do kilkudziesieciu mg w 100 ml tranu. Jej zawartos¢ zwigksza
si¢ z wiekiem ryby 1 zmniejsza ze wzrostem udziatu oleju w watrobie. Migénie sa ubozsze w
witaming A o co najmniej rzad wielkosci (Achremowicz, Szary-Sworst 2005; Bimbo 1998).
Barwniki karotenoidowe (w rybach i bezkregowcach morskich wykryto ich ponad 20)
pobierane wraz z pokarmem, wystepuja przede wszystkim w chromatoforach skory ryb wielu
gatunkOw np. karmazyna oraz w mig$niach ryb tososiowatych i makrelowatych. Powoduja
one intensywne zabarwienie niektorych olejow, zwlaszcza otrzymywanych z catych ryb lub
odpadéw po filetowaniu. Do karotenoidowych barwnikéw ryb tososiowatych nalezy przede
wszystkim astaksantyna, luteina, P-karoten 1 kantaksantyna, w migsie makrelowatych
wystepuje glownie tunaksantyna (Sikorski 2004; Johnston 2006).

Watroby ryb zawieraja tez duzo witaminy D, glownie ergokalcyferolu (witamina Dy).
Witamina E, czyli tokoferole, ktore syntezowane s3 przez plankton ro$linny, trafiaja do
tkanek ryb przez tancuch odzywczy. W migéniach ryb ich zawartos¢ wynosi
210-330 ug o-tokoferolu/g lipidow. Wyjatkowo bogate w witaming E sg ciemne mig$nie
dorsza (do 630 pg o-tokoferolu/g lipidow) oraz watroby dorsza i makreli (ok. 430 pg
a-tokoferolu/g lipidéw) (Sikorski 1973; Kamal-Eldin i Yanishlieva 2002).

Woski nie sg korzystnymi zywieniowo sktadnikami oleju z migsa ryb, poniewaz nie
ulegaja strawieniu. W olejach wigkszosci ryb wykorzystywanych w przemys$le rybnym,
zawarto$¢ woskow nie przekracza 1%; sa to najczesciej estry kwasu Cig:1, wykryto réwniez
obecnos$¢ takich alkoholi jak Ci6H320, CigH340, CyH340, a takze nienasyconego alkoholu
Cas (Sikorski 1980). Woski stuza jako regulatory ptywalnosci, gdyz maja mniejszg gestos$¢ niz
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lipidy innych klas (z wyjatkiem skwalenu), przypuszczalnie moga tez by¢ rezerwa
energetyczng.

Skwalen (CsoHsp), zawierajacy szes¢ wigzan podwojnych, jest gtownym
przedstawicielem weglowodorow wchodzacych w sktad SNZ olejow rybnych. Szczegodlnie
duzo skwalenu wystepuje w olejach z watréb ryb morskich niektéorych gatunkéw. Jest on
prekursorem Dbiosyntezy steroli, zwicksza odporno$¢ immunologiczng, przyspiesza
regeneracje 1 gojenie si¢ skory (Rao 1998). Oprdocz skwalenu w oleju ryb wystepuja
weglowodory nasycone, takie jak dekan CioHap, pristan CigHsg oraz nienasycone — CigHsg,
CigHazz 1 CagHas.

Oleje rybne charakteryzuja si¢ specyficznym sktadem kwasow ttuszczowych, ich duza
roéznorodnoscig, a zwlaszcza obecnoscia NNKT. Dzigki temu, olej rybny, oprocz spetniania
wielu podstawowych funkcji, tj. utatwiania przenikania pokarmu, dostarczania energii oraz
rozpuszczalnych w thuszczu witamin A, D i E, posiada wyjatkowe, szeroko opisywane w
literaturze wlasciwosci prozdrowotne.

W Tabeli 1 przedstawiono procentowy sktad kwasow thuszczowych w rdznych olejach

rybnych.

Tabela 1. Zawartos¢ procentowa kwasow ttuszczowych w olejach rybnych

Kwasy Sledz atlantycki®
Loso$ Makrela 4 5
thuszczowe ) Bez 3 Menhaden?  Tunczyk®
atlantycki Caty ) Glowy  atlantycka
glow
SSAFA 25 29 28 30 23 28 33
IMUFA 40 45 45 47 49 21 28
YPUFA 36 26 27 24 25 35 39
XPUFA n-6 8 1 2 2 2 b.d.* b.d.*
YPUFA n-3 23 25 26 22 23 33 b.d.*
EPA 8 9 10 9 5 16 6
DHA 12 11 11 10 12 10 22
YGbogouri i in. 2006, ?Aidos i in. 2002, *Bimbo 1998, “’Chen i in. 2000
* brak danych

Nasycone kwasy ttuszczowe (SAFA - ang. saturated fatty acids) stanowig zazwyczaj
ok. 15-30% ogolnej zawartosci, w tym udziat kwasu palmitynowego C16:0 wynosi 60-70%,
kwasu mirystynowego C14:0 20 - 30% i kwasu stearynowego C18:0 okoto 5-10%. Kwasy
C8:0, C10:0 oraz C12:0 Iacznie stanowig mniej niz 15% tej frakcji. Udzial kwasow
jednonienasyconych (MUFA — ang. monounsaturated fatty acids) w oleju z ryb tlustych
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takich jak makrela lub toso$§ zwykle stanowi ponad 40% ogo6lnej zawarto$ci kwasow
thuszczowych. Wséréd kwaséw  nienasyconych najwickszy udziat maja kwasy
wielonienasycone (PUFA — ang. polyunsaturated fatty acids): osiemnasto-, dwudziesto- i
dwudziestodwuweglowe. Wystepuja rowniez niewielkie ilosci kwasow o 24 1 26 atomach
wegla w tancuchu.

W przypadku ryb hodowlanych sktad kwasow tluszczowych oleju, jak réwniez jego
sensoryczne wlasciwosci zalezg w duzej mierze od sposobu zywienia ryb. Wystepujg znaczne
odchylenia w zawartosci kwasow thuszczowych w thuszezu ryb w zaleznosci od stosowanej
diety. Ze wzgledow ekonomicznych pasze czesto zawieraja dodatki olejéw roslinnych
(Larsen 2009; Carter i Hauler 2000; Ochang 2011). Duze ilo$ci tych olejow w paszy
zastepujace olej rybny moga skutkowaé mniejszymi zawartoSciami kwasow n-3 w migsie ryb
pochodzacych z hodowli. Wykazano jednakze, iz mozliwa jest substytucja do 60% oleju
rybnego w diecie olejami roslinnymi (rzepakowy, sojowy, Iniany) bez wptywu na wzrost czy
wykorzystanie paszy przez dtugi okres karmienia ryb (Izquierdo i in. 2005).

W olejach rybnych za najcenniejsze uwaza si¢ kwas ikozapentaenowy (EPA) i
dokozaheksaenowy (DHA), nalezace do NNKT z rodziny n-3. Udziatl wielonienasyconych
kwasow z rodziny n-3 moze dochodzi¢ w szczegolnych przypadkach nawet do 50%
(Sikorski 1992).

[6)]
j\/\/w - - 1
HO \/11 \/14 \/17 \/20

1 o 5 8

EPA

DHA
Rysunek 1. Budowa kwasow tluszczowych EPA i DHA

Kwasy EPA 1 DHA zawieraja w tancuchu wodoroweglowym, odpowiednio, pie¢ i
sze$¢ wigzan podwojnych w konfiguracji cis, przedzielonych grupami metylenowymi
(Rysunek 1). Zawarto$¢ procentowsg tych kwasOw w migsie ryb roznych gatunkow

przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Zawarto$¢ kwaséw EPA i DHA w 100g ryby (Kris-Etherton i in, 2003)

Rodzaj ryby Zawarto$¢ EPA+DHA [g/100 g ryby]
tunczyk 0,29-1,52
sardynka 1,17-2,02
lososiowate 0,81-2,18
makrela 0,40-1,87
sledz 2,04-2,15

EPA 1 DHA wywieraja korzystny wptyw na zdrowie cztowieka. Wchodza w sktad

bton komoérkowych, zwlaszcza tkanki nerwowej, a takze sg prekursorami wewnatrzustrojowej

syntezy eikozanoidow - substancji hormonopodobnych o szerokim spektrum dziatania, takich

jak prostaglandyny (PG), prostacykliny (PGI), tromboksany (TXA) i leukotrieny (LT)

(Kolanowski 2000; Shukla i Perkins 1998; Newton 1996). Szlak enzymatyczny biokonwersji

kwasow z rodziny n-3 i n-6 przedstawiono na Rysunku 2.

n-6

kwas linolowy C18:2
PG, A6 desaturaza
TXA; kwas y-linolenowy C18:3
V\ l elongaza
kwas dihomo y-linolenowy C20:3
A5 desaturaza
kwas arachidonowy C20:4

PG, -

TXA; 4
kwas dokozatetraenowyC22:4
PGl, l

elongaza

A4 desaturaza
LT, kwas dokozapentaenowy C22:5

n-3
kwas a-linolenowy C18:3
kwas stearydynowy C18:4
kwas eikozatetraenowy C20:4

kwas eikozopentaenowy C20:5 PG;

~

TXA;3
PGl;

kwas dokozapentaenowy C22:5

kwas dokozaheksaenowy C22:6 LTs

Rysunek 2. Przemiany enzymatyczne wielonienasyconych kwasow ttluszczowych w organizmie czlowieka

(Drozdowski 2007)

W diecie bogatej w kwasy z rodziny n-6 efektywnos¢ biokonwersji kwasu

a-linolenowego jest znikoma ze wzgledu na konkurencj¢ z kwasem linolowym o desaturaze

A6. Stad tez konieczno$¢ przyjmowania bezposredniego EPA 1 DHA, poniewaz ich synteza w

organizmie jest bardzo ograniczona i nie wystarcza do zapewnienia wlasciwego poziomu tych

wlasnie kwasow.
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Eikozanoidy maja istotny wptyw na uklad sercowo-naczyniowy i regulacj¢ ci$nienia
krwi. Obnizaja zawartos¢ TAG, a podwyzszaja poziom lipoprotein o wysokiej gestosci
(HDL). Dziatajag przeciwzakrzepowo i reguluja odporno$¢ immunologiczng ustroju,
proliferacje komorek, czynnosci hormondéw czy ekspresje gendéw (Singer 1 in. 1990;
Mozaffarian i in. 2006; Harris 1989; Harris 2004). Wykazano, ze EPA i DHA hamujg rozwoj
niektorych nowotworéw (raka sutka, pluc, gruczotu krokowego), reakcji zapalnych i
alergicznych, tagodza dolegliwosci w chorobach reumatycznych (Lebiedzinska 2006;
Kremer 1990). DHA jest istotnym sktadnikiem kory moézgu i siatkowki (bierze udzial w
rozwoju uktadu nerwowego juz podczas zycia ptodowego oraz w dziecinstwie) a ponadto
opoznia wystgpowanie patologicznych zmian u chorych na Alzheimera. Wpltywa na
spowolnienie akumulacji biatka, ktore jest odpowiedzialne za rozwdj wewnatrz komoérek
nerwowych zwyrodnien neurofibrylarnych (Jackowska 2008; Kyle 1999; Petot i
Friedland 2004). Stwierdzono, ze ekstrakt zawierajacy kwasy tluszczowe n-3 pomaga w
leczeniu zespotu maniakalno-depresyjnego (Kulikowski 2000; Adams i in. 1996). Potwierdza
to 8 do 10 razy mniejsza czgstotliwo$é wystgpowania depresji poporodowych w krajach o
duzym spozyciu ryb (Japonia, Malezja) niz w krajach o niskiej konsumpcji jak Niemcy,
Holandia (Bykowski 2007). Przypuszcza si¢, ze niskie spozycie DHA rzutuje negatywnie na
wspotezynnik inteligencji (Kolanowski 2000; Horrocks i Young 1999).

Istnieje wiele rekomendacji, co do spozycia EPA i DHA dla r6znych grup spotecznych
np. kobiet w cigzy, osob starszych, niemowlat. Zwykle zaleca si¢ dzienne spozycie EPA i1
DHA dla dorostego zdrowego czlowieka na poziomie 200 — 500mg (wg. The American
Dietetic Association, World Health Organization, Dutch Health Council). Wedtug aktualnych
zalecen FAO/WHO ok. 1% energii dostarczanej wraz ze spozywanymi tluszczami powinien
pochodzi¢ od EPA i DHA. Natomiast ich spozycie w Polsce ksztaltuje si¢ na poziomie 0,05 —
0,1% (Dybkowska i in. 2007). Wynika to m.in. z czgstotliwo$ci spozywania ryb przez
konsumentow w kraju — wigkszos$¢ jada ryby nie czg$ciej niz raz w tygodniu (Rysunek 3). Jest
to zdecydowanie za mato, aby utrzyma¢ odpowiednig podaz PUFA w diecie. Zauwaza si¢
jednak powolne odwracanie tego trendu i wigksze zainteresowanie zywnos$cig pochodzenia
morskiego (Grzybowska-Brzezinska i Pilarski 2005).

Aby zapewni¢ nalezyte ilosci EPA 1 DHA w organizmie zaleca si¢ spozycie co
najmniej 300 g ryb morskich tygodniowo (obecnie w Polsce wynosi ono srednio ok. 125 g),
lub nie zmieniajac drastycznie nawykoéw zywieniowych, zwigkszy¢ w diecie udziat tych

kwasow poprzez suplementacj¢ niewielkimi ilosciami nieuwodornionego oleju rybnego.
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Rysunek 3. Czestotliwo$¢ spozywania ryb w Polsce (wyrazona w procentowym udziale konsumentow)
(Andrzejewska 2008) raz w tygodniu (m), 2-3 razy w miesigcu (m), raz w miesigcu lub rzadziej

(m), czeSciej niz raz w tygodniu (m)

Olej rybny moze by¢ stosowany do spozycia w postaci czystej — cieklej, w tym
kapsutkowanej, a takze w postaci wzbogaconej zywnosci (Kolanowski 2000; Achremowicz,
Szary-Sworst 2005).

Ze wzgledu na duza liczbe wigzan nienasyconych, charakterystyczng cecha EPA i
DHA jest ich duza podatno$¢ na procesy utleniania, nieporownywalnie wyzsza niz PUFA z
rodziny n-3 pochodzacych z thuszczow roslinnych. Utlenianie PUFA pod wptywem tlenu
atmosferycznego jest klasycznym problemem w technologii Zywno$ci i czesto gltowna
przyczyna ograniczenia przydatnosci do spozycia gotowych produktéw zawierajacych oleje.
Szybkos¢ reakcji utleniania ro$nie wraz ze stopniem nienasycenia kwasow thuszczowych.
Stwierdzono, ze w olejach ros§linnych kwas linolowy utlenia si¢ 10-40 razy szybciej niz
oleinowy, natomiast linolenowy — 2-4-krotnie szybciej niz linolowy (Akoh i Min, 2008). Olej
rybny jest tluszczem wyjatkowo podatnym na procesy oksydacji i w poréwnaniu z olejem
rzepakowym utlenia si¢ ponad 5 razy szybciej (Jedrzejkiewicz i Krygier 2008).

Lipidy migsa ryb utleniaja si¢ w wyniku reakcji autooksydacji oraz utleniania
fotosensybilizowanego, a takze w procesach enzymatycznych. Potencjalnymi inicjatorami
autooksydacji sa endogenne enzymy wystepujace w tkance ryb, takie jak lipooksygenaza
skrzel 1 skory a takze peroksydazy krwi 1 migsni. Nadtlenki powstajace na skutek reakcji
utleniania rozpadajg si¢ do krotkotancuchowych kwaséw karboksylowych, alkoholi, ketonow,
aldehydow 1 weglowodorow. Niektore z tych wtérnych produktow oksydacji wywotuja
pozadany aromat §wiezej ryby, inne natomiast - nieprzyjemng won nieswiezych ryb a
wydobyty z takiego utlenionego surowca olej ma charakterystyczny, wysoce niepozadany
zapach. Dzialanie czynnikow zewnetrznych, takich jak tlen i temperatura moze wzmagaé
procesy utleniania zachodzace podczas wydobywania oleju, co w efekcie prowadzi do spadku
zawartosci w nim dlugotancuchowych PUFA. Zwtlaszcza lipidy skory i warstwy podskornej, a

takze w migsie ciemnym utleniajg si¢ bardzo szybko. W zwigzku z powyzszym, wazna jest
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taka optymalizacja procesu wydobywania oleju, aby w jak najwickszym stopniu zapobiec
niekorzystnym przemianom oksydacyjnym lipidow i stratom wartosciowych, ze zdrowotnego
punktu widzenia, PUFA.

1.2.2. Metody pozyskiwania oleju rybnego

Otrzymywanie oleju rybnego jest prowadzone za pomocg roznych metod. Ze wzgledu
na to, ze stosowana metoda 1 jej parametry w znaczacy sposOb wplywaja na jako$¢
otrzymywanego produktu i mozliwosci jego podzniejszego wykorzystania, musi by¢ ona
dobrana do rodzaju surowca i przeznaczenia gotowego oleju. Oleje rybne z migsa i
wnetrznosci ryb, z wyjatkiem watrob, na skale przemyslowa otrzymuje si¢ gldwnie z ryb
morskich — $ledzi, makreli, menhadena i innych.

Metody otrzymywania oleju rybnego mozna podzieli¢ na klasyczne (wytop suchy,
mokry i ekstrakcja) i enzymatyczne.

1.2.2.1 Wytop suchy oleju

Metoda ta uzyskuje si¢ olej najgorszej jakosci. Sposéb ten wykorzystuje si¢ gtdéwnie
na statkach do przerobu odpadéw powstalych przy filetowaniu oraz surowcoéw rybnych
ubogich w tluszcz. Poczatkowo surowiec jest sterylizowany w temperaturze powyzej 100°C a
nastgpnie pod zmniejszonym ci$nieniem odparowuje si¢ wode. Jest to etap czasochtonny,
poniewaz po zmniejszeniu zawartosci wody w materiale do 50%, dalsze odwadnianie
przebiega wolniej. Jezeli do przerobu kieruje si¢ ryby ttuste lub odpady z takich ryb, to po
wytopie mas¢ ttoczy si¢ na prasach hydraulicznych (nacisk 30-40MPa) Iub §limakowych
(Niewiadomski 1993). Wysoka temperatura zastosowana w procesie gwarantuje lepsza
wydajnos¢ oleju, ale indukuje niekorzystne przemiany zwigzane z utlenianiem i reakcjami
produktow oksydacji. Sam proces jest energochtonny, a uzyskany olej najczesciej nie nadaje

si¢ do celow spozywczych.

1.2.2.2 Wytop mokry oleju

Najbardziej popularny i najszerzej stosowany jest wytop mokry. Nadaje si¢ do

wszystkich rodzajow ryb, zarowno tych bogatych jaki i ubogich w tluszcz. Surowce moga, ale
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nie muszg by¢ sortowane przed wytopem. Stwierdzono, ze olej wydobyty z niesortowanych
odpadow (glowy, skory, trzewia, szkielety) ze $ledzia (Clupea harengus) oraz olej tylko z
glow 1 z odpadow bez glow charakteryzuja si¢ bardzo podobnym sktadem kwasow
thuszczowych (Aidos i in. 2002). Surowiec jest rozdrabniany i gotowany w warniku. Pod
wpltywem pary wodnej zachodzi denaturacja biatek, co ulatwia mechaniczne oddzielenie
cze$ci statych od ciektych. Nastepnie rozdziela si¢ mas¢ na dwie frakcje — ciekla (thuszczowo-
wodng) 1 statg stanowigca gldwnie uwodnione biatka. Frakcj¢ biatkowa nastgpnie suszy si¢ 1
przerabia na maczke rybng. Frakcja ciekta zawiera znaczne ilosci zawieszonych substancji
biatkowych, dlatego zwykle kierowana jest na sita oddzielajace zanieczyszczenia. Ostatnim
etapem jest wydzielenie oleju z odpowiedniej frakcji. Schemat standardowego procesu

przedstawiono na Rysunku 4.

surowiec

v
| rozdrabnianie |
v
woda —>| gotowanie |

wyttok ¢ frakcja ciekta
tloczenie na prasie

A\ 4 A\ 4
| suszenie | | filtrowanie |—> zanieczyszczenia

' ‘

wirowanie ) zZanleczyszczenla

l woda

olej surowy

maczka rybna |

Rysunek 4. Standardowy proces produkcji oleju rybnego i maczki rybnej

Powszechnie stosuje si¢ technologie, w ktorych po wytopie rozdziat na trzy frakcje:
statg oraz dwie ciekte (wodna i olejowa) nastgpuje w dekanterze (Aidos i in. 2001, 2002). Na
podstawie badan nad wydobywaniem oleju z odpadow tososia atlantyckiego (Salmo salar)
stwierdzono, ze modyfikacja w linii technologicznej, polegajagca na wprowadzeniu po
dekanterze dodatkowego separatora, nie wplywa na jako$¢ tluszczu 1 jest zbg¢dna
(Skara i in. 2004). Oddzielong frakcje olejowa kieruje si¢ do wirdwki oczyszczajaco-

polerujacej, w ktorej olej zostaje pozbawiony resztek wody i zawiesin.
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Gléwnymi wadami wytopu mokrego sa warunki sprzyjajace hydrolizie wigzan
estrowych w TAG, w zwiazku z czym olej moze charakteryzowaé si¢ wysoka zawartoscia
produktow degradacji TAG. Wysoka temperatura prowadzi tez do denaturacji biatek, w tym
metaloprotein pochodzgcych z resztek tkanki migéniowej na odpadach z ryb. Uwolnione jony
metali dzialaja jako prooksydanty i sprzyjaja procesom utleniania, na ktére szczegdlnie
wrazliwe sg PUFA. Poprawe stabilnosci i jakoSci oleju rybnego w przypadku mokrego
wytopu na gorgco mozna uzyska¢ przez obnizenie pH fazy wodno-olejowej ponizej 2.
Wedlug Crowther i in. 2001 w takich warunkach inaktywowane zostaja enzymy — m.in.
lipooksygenazy i peroksydazy, co zapobiega utlenianiu si¢ i powstawaniu nieprzyjemnego
zapachu w otrzymywanym oleju.

W przypadku pozyskiwania oleju z watrob ryb, zawierajacych mniej niz 28% tluszczu,
a bogatych w witamine A juz w latach 30-tych ubieglego wieku zaproponowano modyfikacje
metody mokrego wytopu, majace na celu polepszenie wydajnosci procesu. W celu rozbicia
uktadow biatkowo-lipidowych w tkankach i zwigkszenia odzysku tluszczu zastosowano
kwasng lub alkaliczng obrobke wstepng. Kwasna obrobka polega na macerowaniu surowca
przy pH $rodowiska ok. 1,5. W metodzie trawienia alkalicznego zhomogenizowane watroby
rybne sg traktowane roztworem wodorotlenku sodu lub innej, stabszej zasady. W metodzie tej
wazny jest dobor odpowiednich warunkéw procesu, takich jak czas dziatania zasady,
proporcje wzajemne skladnikéw: tkanka — roztwdr zasady oraz warunkOw mieszania.
Nieprawidlowo dobrane parametry prowadzi¢ moga do powstania w trakcie procesu mydet i
emulsji. Dlatego tez roztwodr zasady dozuje si¢ w dwoch porcjach. Pierwsza ma za zadanie
zobojetni¢ obecne w surowcu wolne kwasy tluszczowe, za$ druga rozbi¢ kompleksy
biatkowo-lipidowe w tkankach i uwolni¢ tluszcz; pH powstalej mieszaniny miesci si¢ w
zakresie 8 — 12,5. Probowano rowniez udoskonali¢ ten proces stosujac dodatkowo trawienie
Za pomocg enzymow.

W niektorych przypadkach, zwtaszcza dla ryb ttustych, moga by¢ uzyte alternatywne
metody bez podgrzewania surowca. Z uwagi na niekorzystne dziatanie wysokich temperatur
podczas tradycyjnego wytopu, Barrier i Rousseau (2001) zaproponowali odzysk oleju na
zimno z filetbw pozbawionych skory. Procedura obejmuje homogenizowanie surowca z
wodg, w temperaturze nie przekraczajacej 15°C (w zaleznosci od lepkosci homogenatu
dodatek wody wynosi 10-40% w stosunku do masy surowca) i rozdzieleniu mieszaniny w

dekanterze na frakcje wodno-olejowa i state pozostatosci.
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1.2.2.3 Ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi

Metoda klasycznej ekstrakcji za pomocg uktadu rozpuszczalnikdw pozwala na
otrzymanie oleju pozbawionego wody oraz zawiesin, ale z wysoka zawartoscig réznych
substancji towarzyszacych, rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach organicznych. Nalezg do
nich zwigzki barwne, wolne kwasy tluszczowe oraz fosfolipidy. Rafinacja takiego oleju jest
kosztowna 1 przewaznie jest on gorszej jako$ci niz oleje otrzymywane przez wytop
(Niewiadomski 1993).

Lipidy w surowcu rybnym wystepuja w rdznej postaci. W tkance zapasowej lipidy
tworza duze agregaty, stosunkowo tatwe do wyekstrahowania, natomiast te zwigzane z
biatkami 1 polisacharydami w strukturze blon komoérkowych jest znacznie trudniej wydoby¢.
Wybor rozpuszczalnika wptywa na wydajno$¢ ekstrakcji poszczegdlnych klas lipidow
(Harrod 1998). Ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi mozna podda¢ surowiec rybny
suszony, $Swiezy a takze wytlok, otrzymany np. po wczesniejszym wytopie. Ekstrakcja
surowca, ktory zawiera duza ilo$§¢ wody tj. 45-60% jest niekorzystna, poniewaz obecno$¢
wody przyczynia si¢ do niekorzystnych zmian oksydacyjnych w oleju i ma on gorsze
wlasciwos$ci niz olej uzyskany przez tloczenie na prasach hydraulicznych. W celu polepszenia
jakosci surowiec podsusza si¢ do wilgotnosci ok. 10%. Najlepszej jakosci olej 1 maczke
uzyskuje si¢ z ekstrakcji podsuszonego surowca o zawartosci 35-40% tluszczu 1 wytlokow o
zawartos$ci ok. 8% tluszczu (Niewiadomski 1993).

Ekstrakcje za pomoca uktadu rozpuszczalnikéw organicznych stosuje si¢ szeroko w
analityce laboratoryjnej. Ekstrakcja jest punktem krytycznym analizy w badaniach nad
przemianami oksydatywnymi lipidow w migsie ryb. W poréwnaniu do lipidow natywnych,
produkty oksydacji sa bardziej polarne a ponadto moga by¢ zwigzane w strukturze bton
komorkowych. Dlatego tez mieszanina ekstrakcyjna musi by¢ wystarczajaco polarna, aby
rozpuszcza¢ kompleksy biatkowo-lipidowe bton 1 ekstrahowaé zardwno lipidy natywne, jak 1
produkty utlenienia. Powinna réwniez dziata¢ efektywnie w niskiej temperaturze, aby unikng¢
utleniania podczas ekstrakcji ttuszczu z surowca (Harrod 1998).

Najpopularniejsza metoda ekstrakcji jest metoda Folcha (1957) za pomoca
chloroformu i metanolu, przy jednoczesnej homogenizacji surowca, oraz jej modyfikacje, np.
metoda Bligh-Dyera (1959). Metody te pozwalajg na najwyzszg efektywno$¢ ekstrakcji w
niskiej temperaturze i ograniczenie przemian oksydatywnych w oleju. Modyfikacja
zaproponowana przez Bligh i Dyera (1959) polega na zmianie proporcji rozpuszczalnikow,

zmniejszeniu ich ilosci w stosunku do surowca. Procedura ta jest wykorzystywana do
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pozyskiwania thuszczu z ryb chudych. Poniewaz jednak w metodzie tej stosuje si¢ duze ilosci
chloroformu, ktéremu przypisuje si¢ wiasciwosci rakotworcze i draznigce, powstato kilka
metod alternatywnych, wykorzystujacych rdézne uktady rozpuszczalnikéw alkan-alkohol-
woda (Harrod 1998).

Na skale przemystowa ekstrakcja rozpuszczalnikami jest stosowana rzadko. W
pierwszym etapie mieszaning surowca i rozpuszczalnika ogrzewa si¢ para, co powoduje
odparowanie wody. Skroplone opary oddziela si¢ a rozpuszczalnik zawraca do procesu.
Operacj¢ odwadniania powtarza si¢ do osiggniecia w surowcu 10% wilgotnosci. Pozostalg
wode oddziela si¢ podczas destylacji azeotropowej. Zwykle ekstrakcje taczy si¢ z odzyskiem
oleju metodg wytopu lub tloczenia. Otrzymuje si¢ w ten sposob lepszej jakosci olej oraz

jasniejsza maczke przy jednoczesnym zmniejszeniu kosztow instalacji (Niewiadomski 1993).

1.2.2.4 Ekstrakcja rozpuszczalnikiem w stanie nadkrytycznym SFE (ang. supercritical
fluid extraction)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem w stanie nadkrytycznym jest metoda wydzielania
pojedynczych substancji lub grup substancji z mieszanin z zastosowaniem jako ekstrahentow
pltynéw w stanie nadkrytycznym. Substancja bedgca w stanie nadkrytycznym charakteryzuje
si¢ specyficznymi wlasciwo$ciami, co spowodowane jest tym, ze znajduje si¢ ona w
warunkach ci$nienia i temperatury wyzszych od jej parametrow krytycznych. W punkcie
krytycznym zar6wno wilasciwosci pary jak i cieczy sa jednakowe, za$ powyzej tego punktu
substancja moze istnie¢ juz tylko jako tzw. ptyn nadkrytyczny. Gesto$¢ cieczy réwna jest
gestosci gazu a cieplo parowania wynosi zero. Ptyn nadkrytyczny ma gesto$¢ 1 zdolnosé
rozpuszczania charakterystyczng dla rozpuszczalnikéw cieklych, natomiast szybkos¢ dyfuz;ji,
Scisliwos$é, lepkos¢ i zdolno$¢ penetracji wlasciwe gazom. Pozwala to na glgboka penetracje
ekstrahowanego materiatu, a duza lotno$¢ ptynu nadkrytycznego umozliwia tatwe jego
usunigcie po ekstrakcji.

Wydajnos¢ procesu SFE zalezy od warunkow jego przeprowadzenia — temperatury,
ci$nienia, czasu reakcji oraz od rodzaju uzytego ptynu. Zdolno$¢ rozpuszczania substancji w
ptynie nadkrytycznym mozna modelowa¢ w szerokich granicach dzigki zmianom temperatury
1 cisnienia. Daje to mozliwos¢ prowadzenia ekstrakcji jednocze$nie z frakcjonowaniem
produktu. Na ogét ptyny nadkrytyczne sg rozpuszczalnikami niepolarnymi. Polarno$é¢
ekstrahenta mozna zwigkszaé przez zmian¢ parametrow prowadzenia procesu oraz przez

zastosowanie dodatkowych rozpuszczalnikow np. etanolu. W ten sposob rozszerza si¢
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mozliwosci wykorzystania ekstrakcji w stanie nadkrytycznym do frakcjonowania mieszanin.
Najczgéciej do ekstrakcji w  stanie nadkrytycznym stosuje si¢ CO; (Tk=30,98°C,
pk=7,39MPa), zwlaszcza w przemysle spozywczym, poniewaz eliminuje si¢ w ten sposob
ryzyko toksycznych pozostatosci rozpuszczalnika w produkcie. W przypadku olejow rybnych
ekstrakcje w stanie nadkrytycznym mozna stosowaé¢ do oczyszczania i czg$ciowego
rozfrakcjonowania oleju oraz do rozfrakcjonowania otrzymanych z niego estrow etylowych.
Mniej natomiast prac poswi¢conych jest zastosowaniu SFE do wydobywania oleju z surowca
rybnego. Frakcjonowanie oleju jest znacznie trudniejsze niz estréw etylowych. Wynika to z
faktu, ze roznica w budowie pomigdzy TAG jest znacznie mniejsza niz pomig¢dzy
otrzymanymi z nich estrami etylowymi kwasow tluszczowych. Istotny wptyw na proces
ekstrakcji, a w szczegolnosci na jego wydajno$¢, ma zawarto§¢ wody w surowcu
(Dunford 1998).

W procesie SFE surowiec za pomocg podajnika przenoszony jest do ekstraktora
zaopatrzonego w plaszcz grzejny. Nastgpnie pompowany jest tam CO, az do momentu
uzyskania odpowiedniego ci$nienia. Otwarcie zaworu pozwala na przeplyw nadkrytycznego
CO, przez ztoze surowca. Mieszanina ekstraktu i rozpuszczalnika opuszcza ekstraktor i
nastepnie jest rozdzielana w separatorze, w ktorym rozpuszczalnik przechodzi w stan gazowy.
Proces rozdzialu moze by¢ przeprowadzony poprzez zmian¢ temperatury mieszaniny lub
zmiang cis$nienia. Najcze$ciej stosuje si¢ jednoczesng zmiang obu parametréw. W obu
przypadkach rozpuszczalnik jest regenerowany i po ponownym doprowadzeniu do warunkow
krytycznych wraca do ekstraktora, a oddzielona substancja jest usuwana z rozdzielacza
(Rysunek 5):

surowiec

)

| ekstrakcja |<— CO, pod ci$nieniem

!

| kompresja

v
rozdzielanie |—> CO, w stanie

l gazowym

olej

Rysunek 5. Schemat ekstrakcji w stanie nadkrytycznym
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Z badan nad wydajnoscig ekstrakcji olejow rybnych wynika, ze wraz ze wzrostem
zawarto$ci wody w surowcu zmniejsza si¢ rozpuszczalnos$c oleju w CO; (Dunford 1998). W
przeprowadzonym eksperymencie, przy ustalonych warunkach (temperatura 35°C,
ci$nienie 34,5 MPa, czas 7 godzin, przeptyw CO; 0,5 I/min), stwierdzono, ze gdy zawartos¢
wody w miesie ryby byta réwna 3,7% (po liofilizacji), rozpuszczalno$¢ oleju wynosita
2,67 kg/m® CO,. Przy wzroscie zawartosci wody do 62,2% rozpuszczalno$¢ zmniejszyla sig
do zaledwie 0,3 kg/m® CO,. Ustalono, ze tak duze obnizenie rozpuszczalnosci mialo miejsce
dopiero po przekroczeniu zawarto$ci wody powyzej 40%. Zasadnicza wadg odzyskiwania
oleju rybnego za pomoca SFE jest mata wydajnos$¢ procesu, o 50% mniejsza niz w metodzie
enzymatycznej (Bryl i in. 2009), czy przy uzyciu rozpuszcZalnikow organicznych
(Letisse i in. 2006).

Dzigki metodzie SFE mozliwe jest stosunkowo tatwe wytworzenie oleju
pozbawionego cholesterolu, poniewaz moze by¢ on usuni¢ty na poczatku procesu jako
pierwsza frakcja (Esquivel 1 in. 1997). Pozbawienie oleju w procesie ekstrakcji wszystkich
substancji towarzyszacych TAG, w tym tokoferoli, ktére naleza do naturalnych
przeciwutleniaczy, moze spowodowac z kolei jego wigksza podatno$¢ na procesy oksydacji.
W zwigzku z tym aby zapobiec stratom PUFA, olej nalezy wzbogaca¢ w przeciwutleniacze.

Z uwagi na konieczno$¢ prowadzenia ekstrakcji przy uzyciu wysokiej klasy aparatury
oraz niezbedne precyzyjne dopasowywanie parametrow do rodzaju surowca, SFE jest
procesem skomplikowanym i kosztownym. Zasadniczym wymogiem, aby osiggnac¢
zadowalajgce wyniki 0dzysku, jest niska zawarto$¢ wody w surowcu, dlatego tez musi by¢ on
przynajmniej czgsciowo liofilizowany. Olej otrzymany metoda SFE jest wyjatkowo czysty 1
wysokiej jakosci, zawiera jednak mniej dlugotancuchowych PUFA niz oleje otrzymywane w
wyniku ekstrakcji Bligh-Dyera, gdyz czes¢ tych kwaséw pozostaje w ekstrahowanym
materiale. Ekstrakcja dlugotanuchowych PUFA jest w tych warunkach mniej wydajna niz
kwasow o krotszych tancuchach (Esquivel i in. 1997). Poddajac natomiast procesowi SFE nie
surowiec, ale uprzednio wydzielony z niego inng metodg olej, mozna otrzymac¢ koncentraty

dhugotancuchowych PUFA, ktoére moga by¢ wykorzystane do suplementacji zywnosci.

1.2.2.5 Metody odzyskiwania oleju z uzyciem enzyméw proteolitycznych.

Brocklesby i Green juz w latach 30tych ubiegltego stulecia zaproponowali
enzymatyczng hydrolize rozdrobnionego surowca w obecnosci pepsyny, a nastepnie trawienie
alkaliczne. Zastosowana procedura minimalizowata ryzyko powstawania emulsji, kwasne

srodowisko powodowato inaktywacj¢ lipaz. Wadg tej procedury, zwigkszajacg koszt

23



wydobycia oleju, byta konieczno$¢ prowadzenia procesu w aparaturze ze stali kwasoodporne;j
oraz dlugi czas hydrolizy enzymatycznej.

Obecnie do uwalniania lipidow uwigzionych mechanicznie w sieci biatek oraz
zwigzanych trwale w strukturze lipoprotein uzywane sg proteazy, ktore dziatajg aktywnie w
srodowisku o pH obojetnym i lekko zasadowym. Wykorzystujac enzymy proteolityczne
mozna otrzymywac olej w stosunkowo tagodnych warunkach temperaturowych (do 60°C).

Ogolny schemat enzymatycznej metody wydobycia oleju przedstawiono na Rysunku 6.

SUROWIEC ODPADOWY

)

| ROZDRABNIANIE |

A 4

H.0 HYDROLIZA BIALEK
Enzymy proteolityczne pH 7-8, 45°-60°C, 1-24 h
0,1-1,5%
v

| FILTRACJA I_, osad

INAKTYWACJA
ENZYMOW

Para wodna >

v
WIROWANIE

Hydrolizat biatkowy

v

Frakcja zemulgowana

l (szlamy)

OLEJ SUROWY

v

Rysunek 6. Schemat wydobywania oleju z ryb z uzyciem enzymow

W enzymatycznej metodzie wydobywania oleju otrzymuje si¢ trzy frakcje: wodna,
zemulgowang (tzw. szlamy) i olejowa. Faza olejowa zawiera gtéwnie lipidy niepolarne -
TAG. O wzajemnym stosunku tych frakcji 1 wydajnosci odzysku oleju w wigkszej mierze
decyduje dodatek wody na etapie hydrolizy niz rodzaj enzymu (Slizyte i in. 2005). Czg$é
lipidow jest zawarta takze w fazie wodnej i szlamach, przy czym sa to gtéwnie lipidy polarne
— fosfolipidy o wlasciwosciach emulgujacych. Przy pozyskiwaniu oleju z surowcow
odpadowych istotna jest ilos¢ fosfolipidow przechodzacych do fazy olejowej. Sa one bogate
w EPA i DHA, ale ich obecno$¢ moze stwarza¢ duze problemy technologiczne podczas
pézniejszej rafinacji oleju. Fosfolipidy posiadaja silne wiasciwosci emulgujace, przez co

utrudniajg proces odkwaszania a w czasie odwaniania mogg sta¢ si¢ zrodtem nieprzyjemnego
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zapachu w wyniku reakcji z aminami. Ich cecha charakterystyczng jest wypadanie z warstwy
olejowej pod wplywem wilgoci w postaci puszystego osadu. Pogarsza to nie tylko
wlasciwosci sensoryczne, ale stwarza rowniez warunki do rozwoju mikroorganizmow.
Zawartos¢ fosfolipidow w warstwie olejowej zalezy od zastosowanego enzymu. W
badaniach nad sktadem lipidow odzyskiwanych z glow lososia (Salmo salar) Gbogouri i in.
(2006) zastosowali trzy komercyjnie dostgpne enzymy firmy Novo-Nordisk. Przy uzyciu
Alcalase® polarne lipidy w duzym stopniu przeszty do warstwy olejowej i w szlamach
pozostato ich tylko ok. 3%, natomiast przy zastosowaniu Neutrase® i Protamex™ po ok. 6%.
Dzigki metodzie enzymatycznej uzyskuje si¢ wydajnos$¢ oleju wyzsza niz w wytopie
mokrym i niewiele nizsza od wydajnosci uzyskiwanej w ekstrakcji rozpuszczalnikami
organicznymi (Gbogouri i in. 2006, Mahmoud i in. 2008). Najwi¢kszy odzysk oleju z glow
lososia zapewnial enzym Alcalase® (ok. 90%). W przypadku uzycia Neutrase® i Protamex™
wydajnos$¢ byta mniejsza (wynosita okoto 68%), a duza czes¢ lipidow niepolarnych pozostata
w szlamach w formie emulsji razem z polarnymi fosfolipidami i biatkami. Rowniez
Dumay i in. (2006) stosujac metode enzymatyczng uzyskali wickszy odzysk oleju z
wnetrznosci sardynek niz w klasycznej ekstrakcji Folcha, bowiem hydroliza spowodowata
fatwiejsze uwalnianie si¢ lipidow z tkanek. Ekstrakcja enzymatyczna przebiega w tagodnych
warunkach temperaturowych, dlatego tez nie nast¢puje zmniejszenie wydzielania thuszczu
spowodowane wigzaniem kropli oleju w zdenaturowanych tancuchach biatek
(Chantachumi i in. 2000). Ponadto niska temperatura procesu hamuje przemiany oksydatywne

podczas wydzielania oleju.

1.2.3. Rafinacja oleju rybnego

Wydobyty olej surowy moze charakteryzowaé si¢ ciemng barwa oraz niepozadanym
smakiem 1 zapachem. Jako$¢ surowego oleju zalezy nie tylko od wyboru metody jego
wydobycia, ale tez od szeregu czynnikoéw takich jak gatunek ryby i jej kondycja, wiek,
pozycja w tancuchu pokarmowym, a takze od czasu i warunkéw przechowywania surowca
oraz zawartos$ci innych substancji towarzyszacych TAG w ttuszczu. W Tabeli 3 zamieszczono
orientacyjng charakterystyke surowego oleju rybnego.

Zwykle olej surowy zawiera stosunkowo duzg ilo$¢ substancji nie bedacych TAG,
m. in. cholesterol, tokoferole, barwniki, fosfolipidy, produkty przemian oksydacyjnych, wolne
kwasy tluszczowe, weglowodory aromatyczne, oraz inne zanieczyszczenia, w tym metale

ciezkie 1 pozostatosci pestycydow, ktore mogg wplywaé negatywnie na jakos¢ oleju.
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Woda obecna w oleju sprzyja hydrolizie TAG, za$ obecno$¢ metali przyspiesza proces

autooksydacji i tym samym prowadzi do obnizenia zawartosci PUFA.

Tabela 3. Charakterystyka surowych olejow rybnych (Bimbo 1998)

Wskazniki jakoS$ci

Wilgo¢ i zanieczyszczenia [%]
WKT [%]

LOO [mEQqO,/kg]

Liczba anizydynowa

Totox

Liczba jodowa

Zelazo [g/1]

Miedz [g/1]

Fosfor [g/1]

05-1

1-7, najczesciej 2-5

3-20
4-60
10-60
115-200
0,5-7,0x107
<0,3x10°®
5-100x107®

Barwniki mogg pogarsza¢ barwe¢ produktu, natomiast produkty utlenienia i hydrolizy

sa przyczyng nieprzyjemnego zapachu. Dlatego tez wigkszos¢ niepozadanych zwigzkow

usuwa si¢ w procesie rafinacji oleju (Rysunek 7).
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Rysunek 7. Rafinacja oleju rybnego (Newton 1996, Bimbo 1998)

W procesie odsluzowania usuwane sg fosfolipidy oraz biatka ktore przedostaty si¢ do

oleju podczas jego otrzymywania. Pozostala cze$¢ fosfolipidow wraz z barwnikami i WKT
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jest usuwana podczas dziatania alkaliami w procesie odkwaszania. Olej przemywa si¢
nastgpnie woda i suszy. Bielenie stosuje si¢ celem usuni¢cia barwnikéw obecnych w oleju,
obnizenia zawartosci metali ciezkich, zwigzkow siarki oraz pozostatych fosfolipidow. Zwykle
stosuje si¢ naturalne adsorbenty takie jak ziemie bielgce i krzemionki lub syntetyczne: tlenek
glinu, zele krzemionkowe, tlenek magnezu. Podczas winteryzacji (wymrazania) nastepuje
oddzielenie woskow.

Specyficzny rybny zapach oleju jest wynikiem obecno$ci produktéw degradacji i
oksydacji lipidow oraz produktéw rozktadu biatek i aminokwasoéw przez obeche w surowcu
mikroorganizmy. W celu jego usunigcia stosuje si¢ odwanianie oleju. Na skale przemystowa
wykorzystywana jest destylacja prézniowa z parg nasycong w temperaturze 180-270°C.
Wysoka temperatura prowadzenia procesu jest przyczyng przemian chemicznych lipidoéw,
takich jak utlenianie, cyklizacja, polimeryzacja, izomeryzacja a takze migracja nienasyconych
wigzan. Reakcje te prowadzg do tworzenia polimerow i dimerow TAG, utlenionych TAG i
produktow ich catkowitej 1 czeSciowej hydrolizy, monomerdéw cyklicznych oraz izomeréw
geometrycznych (Fournier 2006a, Fournier 2006b, Niewiadomski 1993). Proces odwaniania
oleju rybnego przeznaczonego do celow spozywczych powinien by¢ prowadzony w
temperaturach zapewniajacych jak najmniejsze ubytki kwasow wielonienasyconych.
Fournier i in. (2006a) wykazali, ze w 180°C ubytek EPA i DHA wynosit tylko, odpowiednio,
ok. 3% 1 4%, podczas gdy w 250°C az 85% 1 89%. Straty mozna tez znacznie ograniczy¢
stosujgc destylacje prozniowa w zakresie temperatur 60-100°C. Dodatkowe zastosowanie
destylacji molekularnej pozwala na oddzielenie od oleju WKT, cholesterolu, i produktéw
utlenienia (Bimbo 1998). Prowadzenie procesu w takich warunkach zmniejsza nie tylko straty
EPA 1 DHA, ale przynosi popraw¢ zapachu i stabilnosci oleju. Powstaje takze mnie]
polimeréow TAG, izomeréw trans kwasow tluszczowych oraz sprzezonych dienéow (Chang 1
in. 1989)

Bardzo istotne jest usunigcie z oleju dioksyn oraz polichlorowanych bifenyli (PCB).
Stosowane sg dwie metody oczyszczania - odwanianie w wysokiej temperaturze lub adsorpcja
na niepolarnych adsorbentach, takich jak np. wegiel aktywny. Adsorpcja, ze wzgledu na
tagodniejsze warunki temperaturowe, pozwala otrzymac olej o wyzszej jakosci. Prowadzenie
procesu w temperaturze 65-75°C zapewnia pozadany spadek lepkosci oleju, co gwarantuje
wysoki stopien adsorpcji przy jednoczesnym zachowaniu stabilno$ci oksydatywnej
oczyszczanego oleju. Badania wykazaty, ze w probkach oczyszczanych metoda adsorpcyjna
zawarto§¢ EPA 1 DHA praktycznie nie ulega zmianie. W warunkach tych nie zachodza

przemiany oksydatywne, natomiast nast¢puje odbarwienie oleju. Jest to spowodowane
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zaadsorbowaniem na weglu aktywnym metali oraz witaminy A. Wada tej metody jest
usunigcie z oleju naturalnego retinolu oraz stabe powinowactwo adsorbentu do

dioksynopodobnych PCB (Maes i in. 2005).

1.2.4. Modyfikacje oleju rybnego

Rafinowany olej rybny moze by¢ dalej wykorzystany do uzyskania réznego rodzaju
preparatow o duzych zawarto$ciach EPA 1 DHA, stosowanych jako suplementy diety. Za
pomoca metod fizycznych, chemicznych lub enzymatycznych mozna oddzieli¢ z olejow
okreslone frakcje kwasow thuszczowych.

W skali laboratoryjnej podejmowano rdézne proby otrzymywania koncentratow
wolnych kwasow EPA i DHA oraz ich estrow przy pomocy technik chromatograficznych.
Metoda tg udalo si¢ uzyskac¢ koncentraty zawierajace nawet 80-95% EPA+DHA, jednak nie
jest mozliwe jej przelozenie na skale przemystowa.

Zastosowanie frakcjonowanej destylacji TAG w warunkach niskiego ci$nienia
pozwala na okoto dwukrotne wzbogacenie koncentratu EPA i DHA. Nasycone kwasy
thuszczowe w niskich temperaturach krystalizujg, podczas gdy PUFA pozostaja w postaci
ciektej. Dobierajac odpowiednio temperatur¢ oraz rodzaj rozpuszczalnika organicznego
mozna wzbogaci¢ olej w EPA i DHA. Zwykle metoda ta otrzymuje si¢ olej rybny o nieco
zwigkszonej zawarto$ci PUFA; okre$lany jako olej zawierajacy 30% ,,EPA+DHA”.

Z uwagi na konieczno$¢ stosowania latwopalnych i toksycznych rozpuszczalnikow
organicznych, poszukuje si¢ metod alternatywnych, ktore bytyby bardziej zblizone do zasad
»zlelonej chemii” i jednocze$nie pozwalaty na osiagnigcie zadowalajacych wydajnosci reakcji
(Hsieh i in. 2005, Riha i Brunner 2000).

Obiecujaca technikg wytwarzania koncentratow EPA i DHA jest ekstrakcja estrow
etylowych nadkrytycznym CO,. Jego wlasciwo$ci pozwalajg na prowadzenie procesu w
niskich temperaturach, co umozliwia ograniczenie postepu oksydacji. Ze wzgledu na strukture
TAG, ktoére zwykle maja jako podstawniki kwasy tluszczowe o rdznej dlugosci tancuchow,
nie jest mozliwe oddzielenie konkretnie EPA 1 DHA. W zwiazku z tym TAG poddaje si¢
hydrolizie, a nastgpnie uwolnione kwasy tluszczowe - derywatyzuje do formy estrow
etylowych kwasoéw thuszczowych (Hsieh i in. 2005). Estry te sg lepiej rozpuszczalne w
cicktym COj, niz kwasy tluszczowe (Riha i Brunner 2000). Metoda otrzymywania
koncentratow EPA i1 DHA opiera si¢ na wykorzystaniu rdéznicy rozpuszczalnosci w

nadkrytycznym CO, sktadnikéw o malej masie czasteczkowej (estrow kwasow thuszczowych
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zawierajacych od 14 do 18 atomdéw wegla w tancuchu) i estrow kwasow tlhuszczowych
dwudziesto- i dwudziestodwuweglowych, o duzej masie czgsteczkowej. W ekstrahencie
latwiej rozpuszczaja si¢ estry kwasow thuszczowych o mniejszej liczbie atomoéw wegla w
tancuchu i sg one usuwane, za$ pozostatos¢ po ekstrakcji jest tym samym bogatsza w estry
EPA i DHA (Hsieh i in. 2005).

Inng metoda otrzymywania koncentratbw EPA i DHA jest kompleksowanie z
mocznikiem. Aby otrzyma¢ koncentraty w ten sposéb rowniez konieczne jest poddanie TAG
hydrolizie. Niekiedy hydrolizie towarzyszy rowniez wytwarzanie estrow etylowych. Mocznik
posiada zdolno$¢ kompleksowania prostotancuchowych zwigzkéw organicznych. W
obecnosci czasteczek o dhugich tancuchach weglowodorowych mocznik krystalizuje w
postaci heksagonalnych struktur z dlugim kanatem wewnatrz. Nasycone kwasy tluszczowe
,Jjak rowniez ich estry, moga wnika¢ w te kanaly i1 tworza w ten sposob addukty. W przypadku
PUFA ich rozmiary nie pozwalajg na wnikanie w krysztalty mocznika. Poniewaz addukty z
mocznikiem sg trwale, tatwo mozna je oddzieli¢ od reszty oleju (Riha i Brunner 2000).
Stopien koncentracji EPA 1 DHA zalezy od temperatury, rodzaju rozpuszczalnika, st¢zenia
mocznika oraz od tego, czy rozdziela si¢ wolne kwasy tluszczowe czy tez ich estry. W Japonii
produkowany jest w ten sposéb od lat dziewigédziesiatych ubieglego wieku koncentrat z oleju

sardyny.

Tabela 4. Sktad kwasow ttuszczowych oleju z tunczyka kolejno po estryfikacji, po strgcaniu mocznikiem i

ekstrakcji nadkrytycznym CO, (Hsieh i in. 2005)

Zawarto$¢ procentowa kwasow ttuszczowych w oleju [%]
Kwas ttuszczowy L ) . B
po estryfikacji  po strgcaniu mocznikiem po ekstrakcji nadkrytycznym CO,

14:0 51 3,3 Nie wykryto
16:0 28,3 9,2 0,1
16:1 6,2 2,8 0,1
18:0 53 6,1 3,7
18:1 21,2 17,5 4,3
18:2 n-6 4,8 6,5 12,9
18:3n-3 10,8 12,9 17,4
20:5n-3 3,7 6,8 8,2
22:6 n-3 9,2 30,6 46,2
inne 5,3 51 6,2

Potaczenie techniki wytwarzania komplekséw z mocznikiem po estryfikacji a

nastepnie zastosowanie SFE pozwala na uzyskanie koncentratow o jeszcze wyzszym stezeniu
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PUFA (Tabela 4). Wedtug Hsieh i in. (2005), odpowiednia optymalizacja warunkow procesu
SFE pozwala na uzyskanie koncentratow estrow kwasow tluszczowych z rodziny n-3 na
poziomie nawet 71%.

Z drugiej strony, zasadno$¢ wytwarzania koncentratow estrow PUFA jest dyskusyjna,
bowiem wedlug niektérych autoréw EPA i DHA efektywniej przedostaja si¢ do krwiobiegu
wbudowane w struktur¢ acylogliceroli niz w postaci estrow etylowych (Lawson i Hughes

1988). Tez¢ te potwierdzajg rowniez wyniki badan Maki i in (2003).

W enzymatycznym procesie wytwarzania koncentratow EPA i DHA wykorzystuje si¢
enzymy lipolityczne. Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego posiadaja liczne zalety, takie
jak wysoka wydajnos$¢ katalityczna a takze duza selektywnos$¢. Enzymy dziataja w tagodnych
warunkach temperatury, pH i ci$nienia, dzigki czemu reakcje przez nie katalizowane sg
zachowawcze dla wrazliwych na utlenianie i degradacj¢ PUFA. Ze wzgledéw ekonomicznych
optacalne jest prowadzenie procesu przy wykorzystaniu enzymow immobilizowanych
(Haraldsson i in. 1997). Celem pozyskania preparatu o zwigkszonej zawartosci EPA i DHA,
stosuje si¢ enzymy o wysokim powinowactwie do wiazan estrowych w TAG tworzonych
przez nasycone 1 jednonienasycone kwasy tluszczowe, a niskim w stosunku do PUFA 1
charakteryzujagce si¢ minimalnym stopniem dyskryminacji pomiedzy EPA 1 DHA.
Stwierdzono, ze takie wlasciwosci wykazuje m.in. lipaza PSL wyizolowana z bakterii
Pseudomonas (Haraldsson i in. 1997). W temperaturze pokojowej i w obecno$ci

stechiometrycznych ilo$ci etanolu przeprowadza nastepujaca reakcje:

0
|
CH,OCR CH,OH
CHO - EPA/DHA CHO - EPA/DHA
0 |
I
CH,OCR CH,OH B
- CH 5 R'c':oc c
.0 - EPA/DHA H,CH
CH:CH20H 2 d S
CHO - EPA/DHA |
o CHOH
I
CH,OCR |
o CH,0H
|
CH,OCR

Dzi¢ki temu, ze lipazy te uwalniajg z TAG nasycone i monoenowe kwasy tluszczowe,
mozna je oddzieli¢, a przez to wzbogaci¢ olej w EPA i DHA. Rice i in. (1999) opracowali

optymalne warunki otrzymywania monoacylogliceroli (MAG) i diacylogliceroli (DAG)
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zawierajacych w strukturze EPA i DHA za pomoca hydrolizy TAG z oleju z menhadena
przez lipazg z Candida cylindracea. Enzym ten charakteryzuje si¢ selektywnosciag w stosunku
do wigzan estrowych 1 wykazuje najwicksze powinowactwo do nastepujacych kwasow (w
malejacym porzadku): C16:1, C16:0, C18:1, C14:0, C18:0. Po enzymatycznej lipolizie oleju
rybnego otrzymano mieszaning TAG o podwyzszonej zawartosci dlugotancuchowych PUFA.
Produkt oczyszczano na drodze winteryzacji, gdzie poprzez wymrazanie W temperaturze
-20°C przez 12 godzin i oddzielenie frakcji stalej przez wirowanie lub filtracje, usuni¢to z
mieszaniny nasycone kwasy tluszczowe C14:0, C16:0 1 CI18:0. Pozostate nasycone i
jednonienasycone kwasy tluszczowe oddzielono stosujgc frakcjonowane strgcanie za pomoca

mocznika.

1.2.5. Przemiany lipidow ryb w trakcie przechowywania surowca i oleju i mozliwosci

ich ograniczania

Ze wzgledu na obecno$¢ endogennych enzymoéw w skdrach i pozostalych na nich
resztkach migsa, jak rowniez enzymoéw pochodzenia mikrobiologicznego, ktére katalizuja
niekorzystne przemiany lipidow 1 przyspieszaja znaczaco utlenianie i hydrolizg, wazne jest
postepowanie z surowcem przeznaczonym do wytwarzania oleju. Aby otrzymac olej wysokiej
jakosci, konieczne jest, aby surowiec byt §wiezy i nie nastapit w nim rozklad PUFA.
Szczegodlnie istotny jest sposob przechowywania surowca ,oraz odpowiednio szybkie jego
wykorzystanie, bowiem wiele szczepéw psychrofilnych bakterii bytujacych w rybach
wytwarza aktywne enzymy lipolityczne. Enzymy te wykazuja swoje whasciwosci nawet w
warunkach chtodniczych, a wolne kwasy tluszczowe obecne w surowcu pogarszaja jego
jakos$¢, poniewaz hydroliza TAG stymuluje procesy utleniania lipidow. Wyjatkowo tatwo
utleniajg si¢ lipidy zawarte w podskornej tkance migsniowej, ktorej duze fragmenty zawieraja
skory pochodzace z mechanicznego odskorzania ryb, oraz w samej skorze na skutek dziatania
tlenu atmosferycznego oraz lipooksygenaz. Podatno$¢ na autooksydacje zalezy tez od
zawarto$ci zwigzkéw hematynowych w migsie. Powoduja one rozklad nadtlenkow i
wodoronadtlenkow z wytworzeniem wolnych rodnikéw, co inicjuje kolejne reakcje oksydacji.
Pod wptywem produktéw utleniania nienasyconych kwasoéw thuszczowych zachodza
przemiany barwnikéw karotenoidowych, skutkujgce utratg charakterystycznej barwy przez
migso i olej z tososia. Oprocz obecnosci drobnoustrojow w surowcu innymi waznymi
czynnikami przy$pieszajacymi oksydacje lipidow sa temperatura oraz to, w jakiej formie jest

on przechowywany. Rozdrobnienie materialu skutkuje lepsza dostepnoscig tlenu i
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czgsciowym uwolnieniem oleju, przez co moze on utlenia¢ si¢ znacznie szybciej niz w
surowcu przechowywanym w catosci.

Technologia wysokich ci$nien jest stosowana na skalg przemystowa w wielu krajach
jako metoda utrwalania zywno$ci. Metoda ta prowadzi do redukcji liczby drobnoustrojéw i
inaktywacji enzymow, co w efekcie zapobiega psuciu si¢ 1 degradacji zywnosci. Wydaje sie,
ze te wlasciwos$ci wysokich ci$nien moglyby zosta¢ wykorzystane do utrwalania surowca do
wytwarzania oleju rybnego, poniewaz to wlasnie endogenne enzymy i mikroflora powodujg
niekorzystne przemiany lipolityczne i przyspieszaja proces oksydacji, co obniza jakos$¢ oleju i
powoduje utrate wartosciowych PUFA. Jednakze wysokie ci$nienie moze by¢, obok
podwyzszonej temperatury czy obecno$ci katalizatorow (np. jonéw metali), jednym z
czynnikow wplywajacych na stopien przemian oksydatywnych lipidow.

Wedtug Tanaka i in. (1991) znacznie wolniej utleniajg si¢ lipidy ci$nieniowane bez
obecnosci tkanki migsniowej. Oznacza to, ze dzigki ciSnieniowaniu mozna spowolnié procesu
oksydacyjne w gotowym, wydzielonym z surowca oleju z lepszym skutkiem, niz w
przypadku migsa. Ma to znaczenie zwlaszcza, gdy izolowany z odpadow olej rybny miatby
by¢ dodawany do zywnosci utrwalanej za pomocg techniki wysokocisnieniowej. Wedtug
Severini 1 in. (1999) wysokie ci$nienie nie powodowato znacznego przyrostu nadtlenkow w
oliwie z oliwek 1 niektérych olejach roslinnych, nawet po roku ich przechowywania w
temperaturze 18°C. Wplyw ci$nieniowania oleju na jego jako$¢ zalezy od takich czynnikow
jak jego pochodzenie, sktad, wyjsciowa jakos¢ 1 stopien oksydacji. Dlatego tez nie mozna, na
podstawie dostgpnego pismiennictwa, dotyczacego gldwnie cisnieniowania mig¢sa lub olejow
roslinnych, oceni¢ jaki wpltyw bedzie mialo dzialanie wysokim cisnieniem na stabilnos¢
nierafinowanego oleju otrzymywanego z odpadéw przemystu rybnego.

Olej surowy, wyizolowany z surowca, ze wzgledu na duzg zawartos¢ PUFA
charakteryzuje si¢ malg stabilnosciag oksydatywna, dlatego tez, obok odpowiednio
przeprowadzonej rafinacji, konieczne jest stosowanie dodatkow zapobiegajacych utlenianiu.
W lipidach ryb dominuje naturalny przeciwutleniacz: a-tokoferol (200 — 300 ug/g oleju)
(Kamal-Eldin i in. 2002, Kulds i Ackman 2001a, Kulads i in. 2002, Drusch i in. 2008).
Przypuszczalnie lepiej niz inne tokoferole wbudowuje si¢ on w strukture bton komérkowych
(Kulés 1 Ackman 2001b). Zawartos¢ tokoferolu zmniejsza si¢ znaczaco w procesie rafinacji,
mozna go natomiast uzupetnia¢ przez dodatek syntetycznego tokoferolu do rafinowanego
oleju. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze tokoferole po przekroczeniu krytycznego stezenia w
ukladzie majg dzialanie prooksydatywne. Dlatego tez w przemysle stosuje si¢ jednoczesnie

dodatek substancji efektywnie wspotdziatajacych =z tokoferolami, takich jak kwas
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askorbinowy oraz lecytyna. Askorbiniany posiadaja zdolno§¢ redukowania rodnika
tokoferolowego do tokoferolu. W przypadku lecytyny proponowanych jest Kkilka
mechanizmow dziatlania. Powoduje ona m. in. ,,zmiatanie” tlenu singletowego, regeneracj¢ o-
tokoferolu z a-tokoferylochinonu, chelatowanie jonow metali oraz tworzenie odwrotnych
miceli. Réznorodno$¢ mozliwych oddziatywan lecytyny wynika z faktu, ze jest ona
mieszaning réznych fosfolipidow. Fosfatydyloetanoloamina posiadajagca w swojej strukturze
amine [-rzedowa dziala jako ,,zmiatacz” tlenu singletowego, natomiast zdolno$¢ chelatowanie
metali przypisuje si¢ raczej fosfatydyloinozytolowi i innym fosfolipidom zawierajacym reszty
kwasne (Drusch 2008).

Wspotczesnie uzycie przeciwutleniaczy wylacznie syntetycznych takich jak:
butylohydroksytoluen (BHT), butylohydroksyanizol (TBHQ), t-butylohydroksychinon (BHA)
zmniejsza si¢ na rzecz antyoksydantow naturalnych. Budzg one zaufanie wérdd konsumentow
ze wzgledu na swoje naturalne pochodzenie, jak rowniez pozytywnie wptywaja na organizm
cztowieka. Stosowanie mieszanek przeciwutleniaczy naturalnych i syntetycznych moze da¢
pozytywny synergistyczny efekt (Horn i in. 2009; Frankel i in. 1996). Gtownymi Zrodtami
naturalnych substancji o charakterze przeciwutleniajagcym sa ziota i rosliny przyprawowe
m.in. rozmaryn, szalwia, oregano, tymianek, migta, melisa czy imbir. Jedng =z
najpopularniejszych roslin stosowanych jako przeciwutleniacz jest rozmaryn (Rosmarinus
officinalis), (Samotyja i Urbanowicz 2005). Wtasciwosci przeciwutleniajagce rozmarynu
wynikaja z obecnosci w jego skladzie zwiazkow takich jak karnozol, kwas karnozynowy czy
kwas rozmarynowy, ktore posiadaja aktywno$¢ przeciwutleniajgcg (Erkan i in. 2008).
Rozmaryn jest przeciwutleniaczem stosowanym glownie w przemysle migsnym w postaci
ekstraktow wodnych. Warto jednak rozwazy¢ wykorzystanie go w technologii thuszczow

jadalnych, a zwtaszcza olejow rybnych.

1.3. KAPSULKOWANIE OLEJU RYBNEGO.

Olej rybny, ktéry przeznaczony ma by¢ do spozycia jako $rodek terapeutyczny lub
suplement diety wymaga nadania mu odpowiedniej formy handlowej, zapewniajacej
stabilno$¢ produktu, ograniczenie wptywu czynnikoOw zewnetrznych oraz akceptowalnej i
wygodnej dla konsumenta. Funkcj¢ ta spetniajg roznego rodzaju kapsutki, w ktorych zamyka
si¢ olej. Ich niewatpliwg zalety jest tez zdolnos¢ do maskowania niepozadanego zapachu i

smaku zamknigtych w nich substancji, a takze wygoda dozowania do spozycia. Kapsulki,
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ktore sa wykorzystywane do przechowywania oleju wytwarzane sg najczesciej z zelatyny,

skrobi oraz innych polimeréw naturalnych.
1.3.1. Kapsulki zelatynowe

Obecnie najczesciej wytwarzane sg kapsutki zelatynowe. Ich produkcje rozpoczeto juz
w roku 1834. Rozréznia si¢ dwa typy kapsulek zelatynowych — twarde oraz migkkie

(Rysunek 8).

a) kapsutki migkkie b) kapsutki twarde

Rysunek 8. Rodzaje kapsulek zelatynowych

Kapsulki zelatynowe sg szeroko rozpowszechniong forma podania lekoéw. Mozna w
nich przechowywac substancje czynne, zabezpieczajac je przed dzialaniem §wiatta i tlenu z
powietrza. Nazwa tych kapsulek wynika z faktu, ze kapsulki migkkie zawieraja dodatek
substancji zmigkczajacych — plastyfikatorow. Ich wlasciwosci mechaniczne zalezg od ilosci i
rodzaju plastyfikatora, a takze od takich czynnikéw jak higroskopijno$¢ materiatu, grubosé
samej powloki oraz wilgotno$¢ srodowiska. Dodatek plastyfikatora jest konieczny, aby
zapobiec kruszeniu si¢ gotowych kapsutek.

Migkkie kapsulki zelatynowe wytwarza si¢, formuje i napelnia w jednym, cigglym
procesie. Posiadaja one wickszg grubos¢ $cianek (ok. 300-400 um) niz kapsutki twarde (ok.
100 um). Stosuje si¢ je do pakowania substancji hydrofobowych - réznego rodzaju olejow i
substancji zawieszonych w olejach. Charakteryzuja si¢ one duza trwatoscig i wytrzymatoscia
mechaniczna, stanowia dobre, fizjologicznie obojetne zabezpieczenie substancji leczniczych i
umozliwiajg precyzyjne dawkowanie ciektych 1 mazistych preparatow (Janicki 2003).
Produkcja migkkich kapsutek zelatynowych rozpoczyna si¢ od wytworzenia masy
zelatynowej na powtoke kapsulki, skladajacej si¢ glownie z wody (30-35%), zelatyny (40-
48%) 1 substancji zmigkczajacej (20-30%) o odpowiedniej czystosci i jakosci. Uzyskana masa

ma postac¢ ciekla w ok. 60°C. Istotne sg wlasciwosci uzywanej zelatyny, zwlaszcza lepkosé
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roztworu i twardo$§¢ formowanych zeli. NajczesSciej do wytwarzania migkkich kapsutek
stosowana jest zelatyna bydleca lub $winska w zakresie 150-210° Bloom (Babel 1999).
Podczas catego procesu lepkos¢ roztworu zelatyny musi by¢ stabilna, a maksymalne
odchylenie moze wynosi¢ 10-20%, poniewaz jest to podstawa do uzyskania stalej grubosci
kapsutek. Do otrzymywania masy zelatynowej stosowane sg dwie metody, tzw. Cold 1 Hot
Melt. Pierwsza z nich polega na poddaniu zelatyny o czystosci farmaceutycznej pecznieniu w
mieszaninic zimnej wody i plastyfikatora, a nastgpnie ostroznemu rozpuszczaniu w
temperaturze 60-70°C. W drugiej metodzie zelatyna jest wprowadzana do goracego
(60-80°C) roztworu wody i plastyfikatora. W obydwu metodach roztwor jest tagodnie
mieszany pod préznig, w celu usunigcia piany i pgcherzy powietrza, tworzacych si¢ w
procesie pecznienia 1 rozpuszczania zelatyny. W kolejnych etapach do powstatej masy moga
by¢ dodawane barwniki lub substancje plastyfikujace. Zwykle jako plastyfikator w przemysle
spozywczym i farmaceutycznym stosowany jest glicerol lub sorbitol (Coppola i in. 2008).
Glicerol jest bardziej higroskopijny od sorbitolu i jest znacznie lepszym plastyfikatorem; mata
higroskopijnos$¢ sorbitolu moze powodowaé kruchos¢ powierzchni kapsutki (Babel 1999).
Wypelnienie migkkiej kapsutki Zelatynowej powinno by¢ obojetne dla powtoki, nie moze
powodowaé jej rozpuszczania. Schematyczny przebieg produkcji migkkich kapsutek

zelatynowych przedstawiono na Rysunku 9.

Produkcja masy zelatynowej Produkcija materialu wypelniajacego kapsutki
zelatyna surowce
woda - * - ¢ -
—>| mieszanie | | homogenlzowanle |

plastyfikator

v
odpowietrzanie |—>powietrze

pigmenty v
barwniki »  domieszkowanie | |

srodki konserwujace

—>| formowanie |<—
v

| suszenie |

v

kapsulki zelatynowe z

wypehieniem

Rysunek 9. Wytwarzanie migkkich kapsutek zelatynowych
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Ciekla masa zelatynowa rozprowadzana jest na bebnach suszacych zaopatrzonych w
poltkoliste wglebienia i formowana w dwa elastyczne pasy. Bebny suszace sa chlodzone do
okoto 20 °C (w ten sposob na ich powierzchni powstaje film zelatynowy). W utworzone
wgniecenia w pasach zelatyny dozuje si¢ substancje tworzaca wypelienie, a nastepnie
wytlacza i zamyka gotowe kapsulki. Powszechnie stosowane jest urzadzenie Rotary Dye o
wydajnoséci 10-100 tys. kapsutek na godzing. Wilgotne kapsutki sa myte i kierowane do
bebnow suszacych. W ciggu pierwszych dwéch godzin tracg okoto potowy wilgotnosci z
powloki, a ostateczng wilgotnos¢ (ok.7-8%) uzyskuje si¢ w ciagu nastepnych 3-8 godzin w
suszarni powietrznej. Gotowe kapsutki z zamknietym wewnatrz wypelnieniem, zgodnie z
zapotrzebowaniem, moga by¢ powlekane specjalng powtoka odporng na kwasy zotadkowe
lub moga by¢ na nie nanoszone nadruki. Pojemnos¢ jednej migkkiej kapsutki wynosi od 60 pl
do 3,6 ml (Babel 1999, Janicki i in. 2003).Twarde kapsutki zelatynowe stosuje si¢ zwykle do
pakowania substancji statych, np. lekow w formie proszkéw. Nadaja si¢ one réwniez do
substancji ciektych, a z uwagi na to, ze zapewniaja duzg stabilno$¢ oksydacyjna pakowanym
W nie preparatom, rozwaza si¢ mozliwos¢ wykorzystania ich do kapsutkowania olejow. Do
produkcji kapsutek twardych stosowana jest zelatyna o wyzszych °Bloom, niz do produkcji
kapsutek migkkich (220-260°Bloom). Wytrzymuja one bardziej radykalne warunki w
procesie wytwarzania niz kapsutki migkkie (Coppola i in. 2008).

Twarde kapsutki zelatynowe wytwarza si¢ zanurzajac w roztworze zelatyny o
temperaturze 45-50°C formy w postaci dwoch rzgdow polerowanych kotkoéw stalowych.
Dzigki schtodzeniu form 1 wprawieniu ich w ruch obrotowy, roztwor zeluje 1 wytwarza si¢ na
nich jednolita powierzchnia przylegajacej zelatyny. Kotki z zastygnieta zelatyng sg nastepnie
suszone powietrzem (ok. 25°C) do wilgotnosci ok. 15-16%, zdejmowane z kotkow,
odpowiednio przycinane i zamykane.

Wypehianie kapsutek nastepuje zwykle u producenta gotowego leku, za pomoca
odpowiednich maszyn i1 dopiero wtedy s3 trwale zamykane. W zaleznos$ci od potrzeby moga
by¢ takze zaopatrzone w nadruk na powierzchni (Babel 1999).

Kapsutki twarde moge tez by¢ wytwarzane z innych substancji niz zelatyna, np.
polimerow, takich jak: hydroksypropyloceluloza lub hydroksypropylometyloceluloza lub
pullulan (polisacharyd zbudowany z jednostek maltotriozy produkowany ze skrobii
pozakomorkowo przez grzyb Aureobasidium pullulans).

Substancje mogace zastapi¢ zelatyne s3 szczegOlnie wazne, np. dla wegetarian

(Nawrocki 2009).
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1.3.2. Mikrokapsulkowanie

Mikrokapsutkowanie polega na powlekaniu czgstek substancji aktywnej, stanowigcej
rdzen mikrokapsutki otoczkami, utworzonymi z jednej lub kilku substancji okrywajgcych

(Rysunek 10).

Otoczka
(zelatyna)

Rdzen
(olej)

Rysunek 10. Schemat budowy mikrokapsutki Zelatynowej z olejem

Mikrokapsutkowanie niesie za sobg szereg korzysci, m. in. maskowanie smaku i
zapachu substancji stanowigcej rdzen a takze utatwia przechowywanie i dozowanie ciektych
sktadnikéw dzigki nadaniu im wygodnej, formy proszku. Przecig¢tna wielko$¢ mikrokapsutek
wynosi 100 - 500 um; kapsutki o rozmiarach powyzej 5000 pm nazywa si¢
makrokapsutkami, a o rozmiarach ponizej 0,2 um - nanokapsutkami. Ksztatt mikrokapsutek
zalezy od metody wytwarzania i uzytych do tego celu materiatdbw. Rdzen moze stanowi¢ od
10 do 90% ogolnej masy mikrokapsutki, przy czym moze to by¢ pojedyncza substancja lub
mieszanina w postaci stalej lub cieklej. Poniewaz mikrokapsutki stosowane sg do
wzbogacania w dodatkowe sktadniki szerokiej gamy produktow zywnosciowych, takich jak
zupy instant, budynie, mieszanki mleczne dla niemowlat, kaszki dla dzieci, puree
ziemniaczane, kisiel, mleko w proszku czy kakao rozpuszczalne, wymaga to dostosowywania
ich wlasciwosci do spelniania zadanych funkcji. Mikrokapsutkowanie jest dobrg metoda
utrwalania, zwlaszcza w przypadku substancji tatwo ulegajacych degradacji i niekorzystnym
przemianom pod wplywem czynnikéw zewnetrznych (np. dostgpu $wiatta czy tlenu), np.
olejow. Rdzen mikrokapsutki stanowig mikroskopijne krople oleju, ktory oplaszczony jest
substancjami tworzacymi $cianki. Dodatkowo, dzieki mikrokapsutkowaniu ciekly olej
przeprowadzany jest w forme¢ ,sproszkowana”, co umozliwia jego zastosowanie do
wzbogacania produktow zywno$ciowych typu instant i pieczywa. Stabilno$¢ produktu zalezy
od rodzaju 1 zawartosci procentowe] mikrokapsutkowanego oleju oraz od rodzaju materiatu
tworzacego $cianki a takze od warunkow tworzenia emulsji i suszenia. Thuszcze state fatwiej
podda¢ mikrokapsutkowaniu, w celu uzyskania proszku o duzej zawartosci ttuszczu, niz oleje

(Rusli i in. 2006).
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1.3.3. Metody wytwarzania mikrokapsulek.

Istnieja r6zne metody mikrokapsutkowania. Najpopularniejsze i najczesciej stosowane
jest sporzadzenie emulsji z substancji majgcej stanowi¢ rdzen i roztworu materiatu, z ktorego
majg powsta¢ $Scianki i nastepnie suszenie powstalej mieszaniny, zazwyczaj rozpylowe lub
sublimacyjne (Hogan i in. 2003, Keogh i in. 2001, Schrooyen i in. 2001). Metoda ta moze by¢
wykorzystana do produkcji mikrokapsutek z otoczkami biatkowymi, sacharydowymi i
biatkowo-sacharydowymi (Heinzelmann i in. 2000a). Do wytworzenia mieszaniny stosuje si¢
zazwyczaj homogenizacj¢ lub ultradzwigki (Klaypradit i Huang 2008). Obie fazy nalezy
dobra¢ w taki sposob, by w niewielkim stopniu wykazywaty wzajemne powinowactwo. W
przypadku mikrokapsutkowania olejow stworzenie stabilnej emulsji typu O/W gwarantuje
dobra wydajno$¢ kapsutkowania. Formowanie mikroczastek nastepuje w trakcie usuwania
rozpuszczalnika. Problem sprawia eliminacja calosci rozpuszczalnika z powierzchni
mikrokapsutek.

Podczas suszenia rozpylowego mieszanina rdzenia i substancji tworzacej otoczke jest
podawana specjalng dysza natryskowg w strumien gazu suszacego. Powstajace czastki maja
wielkos¢ kilku mikrometrow a na ich rozmiar wptywa predkos¢ strumienia gazu, $rednica
dyszy oraz stosunek zawartosci rdzenia do otoczki. Mikrokapsutkowanie poprzez suszenie
rozpytlowe nie jest skuteczna metoda utrwalania bogatych w nienasycone kwasy tluszczowe
olejow rybnych. Wysoka temperatura panujgca w komorze suszarki podczas suszenia,
dochodzaca do 200°C (Janiszewska i in. 2010), moze sprzyja¢ oksydacji i rozpadowi PUFA, a
takze wytworzeniu szkodliwych dla zdrowia wtornych produktéw reakcji utleniania. Ponadto,
cze$¢ materiatu rdzenia moze przylega¢ do powierzchni wytwarzanych mikrokapsutek i1 tam
si¢ utlenia¢, =za$§ same kapsutki ulegaja czesto uszkodzeniom (Ashady 1993,
Janiszewska i in. 2010). Jakos¢ otrzymanych produktow mozna polepszy¢ przez dodanie
plastyfikatora umozliwiajacego powstanie otoczki o gtadszej i bardziej jednolitej powierzchni
(Chowdary i Rao 2004). Dowiedziono takze, ze juz na etapie przygotowywania emulsji,
kontakt z powietrzem inicjuje zmiany oksydacyjne w oleju, ktdre nastgpnie s3 potegowane w
procesie suszenia rozpytowego (Jacobsen 1999, Heinzelman i in. 2000a).

Suszenie sublimacyjne minimalizuje niekorzystne przemiany rdzenia, ktdére moga
wystapi¢ w wyniku dziatania wysokiej temperatury podczas suszenia rozpytowego (Anwar i
Kunz 2011). Polega na odparowaniu rozpuszczalnika ze struktury suszonego materialu na
skutek przemian fazowych. W celu odparowania rozpuszczalnika z powierzchni

mikrokapsutek nalezy najpierw zamrozi¢ emulsj¢ materialu otoczki i rdzenia. Gléwnymi
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zaletami tej metody jest niska temperatura suszenia oraz ograniczenie dost¢pu powietrza,
zapobiegajace pogorszeniu jako$ci produktu na skutek utleniania. Dlatego tez, celowe wydaje
si¢ zbadanie mozliwosci wykorzystania suszenia sublimacyjnego do wytwarzania
mikrokapsutek zawierajacych bogaty w PUFA olej z tososia. Wada metody jest
skomplikowana aparatura, stosunkowo dlugi proces suszenia i wysokie zapotrzebowanie
energetyczne. Efektywnos$¢ procesu zalezy od intensywno$ci odprowadzenia odparowanej
wilgoci z materialu, wielkosci prozni w komorze sublimacyjnej oraz ci$nienia czastkowego
pary nad produktem, a takze od jego fizykochemicznych witasciwosci. Metoda ta byta juz
wykorzystywana do mikrokapsutkowania r6znych dodatkéw do zywnosci, np. aromatéw oraz
pigmentéw. Heinzelmann i in. (2000a i b, 1999) z powodzeniem wykorzystali ja do
wytwarzania mikrokapsulek polisacharydowych zawierajacych olej z menhadena i sardeli.
Gléwnym problemem zwigzanym 2z wykorzystaniem suszenia sublimacyjnego do
mikrokapsutkowania jest porowata i nieregularna struktura powtok otrzymywanych czastek,
ktora w efekcie nie zapewnia dostatecznej bariery przed dostepem tlenu.

Oprocz rozpylowego 1 sublimacyjnego suszenia emulsji stosuje si¢ takze
mikrokapsutkowanie fluidyzacyjne, koacerwacyjne, ekstruzyjne, jak réwniez przy uzycCiu
liposoméw 1 cyklodekstryn. Metoda fluidyzacyjna pozwala roéwniez na wytwarzanie
mikrokapsutek w niskich temperaturach. Materiat stanowigcy otoczke musi charakteryzowac
si¢ odpowiednig lepkoscig 1 wykazywa¢ zdolno$¢ do tworzenia cienkiego filmu, dlatego tez
najczesciej wykorzystuje si¢ pochodne celulozy, dekstryny, gumy roslinne a takze np. woski
(Zuidam 1 Shimoni 2010). Ponadto z uwagi na specyfike samego procesu, czastki substancji
stanowigcej rdzen muszg by¢ praktycznie idealnie kuliste i o okreslonych rozmiarach, zbyt
drobne bowiem moga stwarza¢ ryzyko akumulacji na wktadach filtracyjnych i obniza¢
wydajnos¢ 1 efektywnos$¢ fluidyzacji (Zuidam i1 Shimoni 2010, Turchiuli i in. 2005).
Przyktadem substancji mikrokapsutkowanych z powodzeniem przy uzyciu tej metody sg m.in.
kwas mlekowy i1 sorbowy, witamina C, aspartam oraz wodoroweglan sodu (Gibbs i in. 1999).
Anwar i Kunz (2011) wykazali, ze mikrokapsulki zawierajgce olej rybny, utworzone metoda
fluidyzacyjng mialy wyzszg termostabilno$¢ niz te otrzymane na drodze suszenia
sublimacyjnego i rozpytowego.

Metoda koacerwacyjna wykorzystuje zjawisko rozdziatu faz pod wplywem zmiany
warunkow srodowiska reakcji (temperatura, pH, stezenie poszczegolnych polimerow, stezenie
soli), co prowadzi do powstania otoczki polimerowej zamykajacej rdzen. Koacerwacja moze
zachodzi¢ w $rodowisku wodnym lub bezwodnym, a zamykana substancja nie powinna

miesza¢ si¢ z rozpuszczalnikiem (Szymanska i Winnicka 2009). Proces moze przebiegaé z
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udziatem dwoch lub wigkszej liczby polimerow, np. chitozanu i alginianu sodu, stracanych z
roztworu pod wplywem chlorku wapnia. Mikrokapsutki utworzone na drodze koacerwacji sa
nierozpuszczalne w wodzie nawet w podwyzszonej temperaturze. Posiadajg takze dobra
zdolnos¢ do kontrolowanego uwalniania rdzenia. Szybko$¢ uwalniania zalezy od rodzaju
rdzenia, wielko$ci czastek, stopnia usieciowania otoczki i jej struktury (Dong i in. 2011).

W mikrokapsutkowaniu ekstruzyjnym mikrokapsutki formowane sa w wyniku
przeciskania (np. przez igl¢) emulsji wprost do naczynia z czynnikiem sieciujgcym.
Najczgs$ciej stosowanymi polimerami w tej metodzie s3: sacharoza, maltodekstryny i syrop
glukozowy. Ze wzgledu na tagodny przebieg reakcji (brak lotnych rozpuszczalnikow i
dzialania wysokiej temperatury), umozliwia ona zamykanie wrazliwych substancji.
Otrzymane metodg ekstruzji mikrokapsutki sg stosunkowo duzych rozmiaréw (>0,5 mm)
(Szymanska 1 Winnicka 2009). Nowa odmiang ekstruzji jest ekstruzja elektrostatyczna. W
metodzie tej wykorzystuje si¢ sity elektrostatyczne do zaktdcenia cigglosci strumienia emulsji
wyptywajacego z kapilary. Strumien zostaje podzielony na jednakowe, drobne krople. Zaleta
tej metody jest zmniejszenie rozmiaru powstajagcych mikrokapsulek, przez co ogranicza si¢
ich negatywny wplyw na tekstur¢ wzbogacanego produktu spozywczego. Wielkosé
powstajacych czastek jest funkcja sktadowa takich czynnikow jak szybkos$¢ przeptywu cieczy,
stopnia rozbicia kropel na mniejsze na wylocie kapilary i wtasciwosci polimeru (Manojlovic i
in. 2008).

Technike wytwarzania mikrokapsutek dobiera si¢ w zalezno$ci od rodzaju materialu

okrywajacego.

1.3.4. Skladniki otoczek mikrokapsulek

[lo$¢ naturalnych polimeréw jakie moga zosta¢ wykorzystane jako ich otoczki (biatka,
polisacharydy, zywice, gumy, celuloza), daje ogromng liczbe mozliwosci wytwarzania
mikrokapsutek (Korus 1 in. 1997). Kazda z wymienionych grup polimeréw posiada okreslone
wady 1 zalety determinujace wilasciwosci otrzymywanych mikrokapsulek, dlatego tez w
praktyce czesto stosuje si¢ ich mieszaniny. W wyborze materialu otaczajacego bierze si¢
zazwyczaj pod uwage wiele czynnikow, takich jak oczekiwane wlasciwosci gotowego
produktu, efektywno$¢ mikrokapsutkowania, czynniki ekonomiczne jak rowniez fakt, czy
dany sktadnik zostat zatwierdzony przez FDA (USA) lub EFSA (Europa) do uzycia w
zywnos$ci (Amrita 1 in. 1999). Wymagane jest, aby material stanowiacy otoczke chronit

wnetrze kapsutki w maksymalnym stopniu przed czynnikami zewnetrznymi, nie reagowat z
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rdzeniem mikrokapsultki ani z innymi sktadnikami zywnosci, a jednoczesnie byl wygodny w
zastosowaniu. Pozadane cechy polimeréw stosowanych do mikrokapsutkowania to przede
wszystkim mata lepko$¢ stezonych roztwordéw, ktéora umozliwia catkowite usuniecie
rozpuszczalnika w procesie suszenia, stabilno$¢ tworzonych emulsji oraz zdolno$¢ do
uwalniania rdzenia w odpowiednim stopniu i czasie (Shahidi i Han 1993). O ile uzyskanie
lepszych wiasciwosci produktéw przy wyzszym koszcie produkeji jest mozliwe do
zaakceptowania w przemysle farmaceutycznym czy kosmetycznym, o tyle w przemysle
Spozywczym nowe rozwigzania nie moga nie$¢ za sobg znacznego zwigkszenia cen, poniewaz
konsument nie bedzie zainteresowany nabywaniem wzbogaconych ta droga produktow.
Dlatego tez, nalezy zwrdci¢ uwage, ze nie wszystkie metody mikrokapsutkowania, cho¢
niewatpliwie dajace dobre efekty, moga znalez¢ zastosowanie w produkcji zywnosci, réwniez
ze wzgledu na skomplikowang i kosztowng aparature. Kluczowe znaczenie ma wigc koszt
wytwarzania otoczki, poniewaz w skrajnych przypadkach moze stanowi¢ nawet 90% ceny
kapsutki. Niezaleznie od stosowanej metody, problemem podczas mikrokapsutkowania jest
wytworzenie dostatecznie szczelnej, pozbawionej poréw otoczki, ktéra moglaby chroni¢
substancj¢ tworzacg rdzen. Gotowe mikrokapsulki z olejem moga zawiera¢ nawet 75-83%
rdzenia w stosunku do swojej catkowitej masy, jednakze im wigksza zawartos¢ oleju
stanowigca rdzen, tym ciensza jest otoczka 1 stabsza ochrona przed czynnikami
zewnetrznymi. Dodatkowo, wieksza zawarto$¢ oleju w mikrokapsuice moze skutkowac

mniejsza efektywnoscia procesu mikrokapsutkowania (Rusli i in. 2006).

1.3.5. Mikrokapsulki z otoczkami bialkowymi

Otoczki biatkowe stanowia bardzo dobrg barier¢ chronigca olej zamkniety w rdzeniu
przez wptywem czynnikow zewnetrznych. Wilasciwosci amfifilowe, duza masa czasteczkowa,
obecnos¢ roznych grup funkcyjnych 1 zdolno$¢ do wigzania si¢ z wieloma réznymi
substancjami sprawiajg, ze biatka maja doskonate wilasciwosci funkcjonalne, takie jak
lepkos$¢, zdolnos$¢ do stabilizowania emulsji oraz wiasciwosci btonotwoércze. Podczas
wytwarzania emulsji blona biatkowa tworzaca si¢ wokdt kropli oleju zapobiega flokulacji 1
koalescencji, a takze zapewnia fizyczng trwato$¢ emulsji w trakcie przetwarzania i
przechowywania produktow spozywczych.

Do mikrokapsutkowania olejéw wykorzystuje si¢ biatka serwatki, albuming jaja lub
wolowa i biatka soi (Young i in. 1993, Hogan i in. 2001, Gan i in. 2009). Biatka mleka, w tym

biatka serwatkowe znajduja zastosowanie do mikrokapsutkowania wielu substancji, m.in.
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olejéw (Domian 2011). Sa one tatwo dostgpne na rynku jako izolaty biatkowe (95-96%
biatka) lub koncentraty. Kim i Morr (1996) wykazali, ze otoczki wytworzone podczas
suszenia rozpytowego z izolatow bialek serwatkowych moga chroni¢ zawarto$¢
mikrokapsutek przed oksydacja i nadajg si¢ do mikrokapsultkowania aromatéw. Dodatek
laktozy do biatek serwatkowych zwicksza wydajno$¢ procesu mikrokapsutkowania (Singh
2011, Gharsallaoui i in. 2007). Biatka serwatkowe z dodatkiem laktozy wykorzystano m.in.
do mikrokapsutkowania tluszczu mlecznego (Keogh i O’Kennedy 1999) oraz kwasu
rumenowego (sprz¢zonego kwasu linolowego) (Jimenez i in. 2004).

Bialka soi powstaja w duzych ilosciach podczas wydzielania oleju z nasion.
Wykorzystywane sg one w wielu galeziach przemyshu spozywczego ze wzgledu na duza
warto$¢ odzywcza a takze wiasciwosci teksturotworcze 1 emulgujace. Rascon 1 in. (2011)
wykazali, ze biatka soi moga tworzy¢ stabilniejsze otoczki wokot olejow niz polisacharydy,
np. guma arabska.

Do otrzymywania mikrokapsutek wykorzystywane moga by¢ albuminy jaja, zwykle
sieciowane termicznie w potaczeniach z innym polimerem, w celu zabezpieczenia przed
wydostaniem si¢ rdzenia. Stanowia one doskonala bariere dla tlenu, dzigki czemu moga
zosta¢ z powodzeniem wykorzystane w przemysle spozywczym do ochrony substancji tatwo
ulegajacych oksydacji, np, olejow o duzej zawartoSci wielonienasyconych kwasow

thuszczowych.

1.3.5.1 Zelatyna rybna jako skladnik otoczek mikrokapsulek

Zelatyna posiada dobre zdolnosci emulgujace i blonotwércze i jest tatwo
rozpuszczalna w cieptej wodzie, jednak rzadko jest stosowana jako samodzielny polimer do
wytwarzania otoczek mikrokapsutek. Czgéciej w tym celu laczy sie zelatyne z sacharydami.
Mikrokapsutki zelatynowe stosowane sg do kontrolowanego uwalniania np. witamin czy
lekow. Wytwarzane sg poprzez suszenie rozpytowe emulsji lub mieszanin zelatyny i
substancji aktywnej. Wydajno§¢ mikrokapsutkowania w otoczkach zelatynowych zalezy
gléwnie od parametréw prowadzenia procesu, a wigc temperatury i predkosci przeptywu
medium suszacego oraz od wiasciwosci samej emulsji — stosunku zawartoéci rdzenia do
otoczki. Najistotniejszymi wyroznikami jakosci zelatyny spozywczej sa lepkos¢, sila
zelowania oraz temperatura i czas zelowania, ktore zaleza od wielu czynnikow. Witasciwosci
zelatyny w duzym stopniu zaleza od jej sktadu aminokwasowego, a to z kolei zwigzane jest z

pochodzeniem tego biatka.
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Kolagen rybny, a wigc i zelatyna zawiera mniej reszt proliny i hydroksyproliny w
poréwnaniu z zawartoscig tych aminokwasow w biatkach kolagenowych zwierzat

statocieplnych (Tabela 5).

Tabela 5. Porownanie sktadu aminokwasowego kolagenu zwierzat r6znego pochodzenia [liczba reszt/1000reszt]

Aminokwas Kolagen ze skor dorsza”  Kolagen ze skor bydlecych?
Glicyna 339 334
Alanina 109 105
Walina 17,4 -
Izoleucyna 9,3 25
Leucyna 20,9 25
Prolina 97 130
Hydroksyprolina 56 92
Fenyloalanina 10,8 13
Tyrozyna 4,2 5
Seryna 73 38
Treonina 24,5 17
Metionina 18,2 7
Lizyna 27,9 25
Hydroksylizyna 6,5 7
Histydyna 8,5 5
Arginina 53 48
Kwas asparaginowy 52 48
Kwas glutaminowy 73 72

Y Piez 1965, @ Sikorski 1994

Zelatyny zwierzat stalocieplnych zawierajg okoto 30% reszt proliny i hydroksyproliny,
ryb zyjacych w wodach cieptych 22-25%, natomiast ryb zyjacych w wodach zimnych (np.
dorsz) jedynie 17% (Muyonga i in. 2004). Mniejsza zawarto$¢ proliny 1 hydroksyproliny w
zelatynie rybnej, ktore stabilizuja usieciowang strukture zelu tworzong podczas zelowania,
skutkuje tworzeniem stabszych Zeli oraz nizszymi temperaturami zelowania i topnienia
(Avena-Bustillos 2006, Haug i in. 2004, Muyonga i in. 2004, Grossman i Bergmann 1992).
Dlatego tez zelatyna ze skor ryb bytujacych w wodach zimnych, takich jak dorsz czy
morszczuk zeluje dopiero po ochtodzeniu do 10-12°C (Kotodziejska 1 in. 2004, Norland 1990,
Arenesen i Gildberg 2007, Gomez-Guillen 2002), podczas gdy zelatyna z ryb bytujacych w

wodach cieptych, takich jak tilapia, tunczyk, amur, tworzy wytrzymale zele w zakresie 15-
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19°C (Gudmundsson 2002, Cho i in. 2005, Grossman i Bergman 1992, Jamilah i
Harvinder 2002, Zhou i in. 2006, Kasankala 2007).

Mimo, iz mikrokapsutki zelatynowe wydaja si¢ by¢ doskonatym rozwigzaniem do
wzbogacania zywnos$ci w olej rybny, ich uzycie jest ograniczone ze wzgledu na wrazliwo$é
termiczng (Cho i in. 2003) i mechaniczng (Mainardes i Silva 2004).

Aby zwigkszy¢ mozliwo$¢ wykorzystania zelatyny do wytwarzania mikrokapsutek
stosuje si¢ sieciowanie polimeru w celu zabezpieczenia przed wydostawaniem si¢ rdzenia.
Sieciowanie przeprowadzane jest z uzyciem czynnikow fizycznych (temperatura),
chemicznych (aldehyd glutarowy, genipina, siarczan (V1) sodu, chlorek wapnia) (Chowdary i
Rao 2004, Huang-Chien i in. 2003) oraz enzymatycznych (transglutaminaza)
(Prata i in. 2008).

Metoda chemiczna polega najczesciej na wkraplaniu mieszaniny polimer-rdzen do
czynnika sieciujgcego lub na odwrot. O wielkosci powstajacych mikroczastek decyduje
szybko$¢ mieszania roztworu. Maloczasteczkowe aldehydy (np. aldehyd glutarowy) sa
efektywnymi czynnikami sieciujgcymi, moga jednak powodowaé denaturacj¢ biatek i
wykazuja dziatanie toksyczne, co wyklucza ich zastosowanie do modyfikacji zelatyn
przeznaczonych do spozycia. Kolejnym sposobem chemicznej modyfikacji zelatyn rybnych
jest stosowanie dodatkéw roznych soli (Elysee-Collen i Lencki 1996). Aby jednak efekt
dziatania soli byt widoczny, musza by¢ one stosowane w do$¢ duzych stezeniach (0,1-0,5M),
a to rowniez wyklucza ich zastosowanie w przemysle spozywczym. Z tego wzgledu dazy si¢
do opracowania metod sieciowania polimerow przy uzyciu substancji nie zagrazajacych
zdrowiu konsumenta. Jedng z takich substancji jest zwigzek pochodzenia naturalnego —
genipina, ktora jest rownie efektywna w sieciowaniu jak aldehyd glutarowy (Karim i
Bhat 2009), jednak jej zasadnicza wada jest wysoka cena.

Obecnie prowadzi si¢ badania nad sieciowaniem przy uzyciu transglutaminazy.
Transglutaminaza jest transferaza, ktora wystepuje w tkankach zwierzecych i ro§linnych oraz
jest wytwarzana przez mikroorganizmy (Nielsen 1995). Transglutaminaza katalizuje reakcje
tworzenia wigzan sieciujagcych miedzy grupa y-karboksyamidowa reszty glutaminy a
pierwszorzedowymi grupami aminowymi roznych zwiazkow jak np. biatek (e-aminowe
reszty lizyny), amin, diamin lub poliamid. Wydajnos¢ procesu sieciowania zalezy od stezenia
enzymu i czasu trwania reakcji. W poréwnaniu z tymi sieciowanymi chemicznie i termicznie,
mikrokapsulki sieciowane transglutaminaza majg bardziej regularny sferyczny ksztatt i mniej

porowata powierzchni¢. Cechuje je tez mniejsza rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz podatno$¢ na
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dziatanie pepsyny (Prata i in. 2008), lepiej spetniaja swoja funkcje w stopniowym uwalnianiu

preparatu in vivo (Cho i in. 2003).

1.3.6. Mikrokapsulki z otoczkami sacharydowymi

Sacharydy, stosowane jako otoczki mikrokapsutek, to przede wszystkim sacharoza,
maltodekstryny oraz modyfikowane skrobie i chitozan.

Zaleta polisacharydéw jest ich dostepnos¢, niska cena, stosunkowo dobra
rozpuszczalno$¢ i zdolno$¢ do tworzenia emulsji (Anwar i Kunz 2011, Madene i in. 2006).
Wada jest natomiast duza porowatos¢ uzyskanych mikroczastek. Skutkiem tego sa znaczace
straty rdzenia a takze dostgpnos¢ tlenu i innych czynnikow zewngtrznych do wngtrza
mikrokapsutki. Taka nieszczelna otoczka nie stanowi dobrego zabezpieczenia olejow przed
oksydacja. Mikrokapsutki z otoczkami sacharydowymi nalezy przechowywa¢ w warunkach
niskiej wilgotnosci wzglednej, aby zapobiec zlepianiu si¢ drobinek proszku. Zlepiajac sig,
czastki ostonek uwalniajg na zewnatrz swoja zawarto$¢ (Drusch i in. 2006a, Drusch i in.
2006Db).

Chitozan, otrzymywany jest na drodze deacetylacji chityny (Rysunek 11). Jego
podstawowymi zaletami sg biodegradowalno$¢, nietoksycznos$¢ i dobra biokombatybilnosé

(Aider 2010, Sinha i in. 2004).

OH OH OH
a O 0
HO “Ho SN N
MNH- MNH NH;

Rysunek 11. Struktura chitozanu

Klaypradit i Huang (2008) wykazali, Zze sam chitozan nie jest w stanie wytworzy¢
stabilnej emulsji z olejem rybnym, co jest warunkiem niezbednym by wysuszone,
mikrokapsutki posiadaty dobre wtasciwosci ochronne. Z tego wzgledu konieczne jest taczenie
tego polimeru z innymi sktadnikami, takimi jak maltodekstryny czy izolaty bialek
serwatkowych. Wykazano, ze otoczki wytworzone z chitozanu i biatek skutecznie chronity
zamknigty w nich olej rybny przed oksydacja podczas przechowywania gotowego produktu
(Devlieghere i in. 2004, Duan i in. 2011).

Natywna skrobia wykazuje matg zdolno$¢ do formowania otoczek, dlatego tez nie

znajduje zastosowania podczas wytwarzania mikrokapsutek. Jednakze, duza podatnos¢ skrobi
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na réznego typu modyfikacje, pozwala uzyska¢ produkty o zréznicowanych wlasciwosciach
(Korus i in. 2005). Wydajno$¢ mikrokapsutkowania substancji w otoczkach skrobiowych
waha si¢ od ok. 30 do 65% 1 zalezy od zastosowanej modyfikacji polimeru (Korus i in. 2005).
Skrobi¢ przeznaczong do wytwarzania mikrokapsutek modyfikuje si¢ najczgsciej poprzez jej
estryfikowanie, np. w wyniku reakcji z bezwodnikiem kwasu bursztynowego. Modyfikowana
w ten sposob skrobia rozpuszcza si¢ w zimnej wodzie, ma dobre wlasciwosci emulgujace,
nawet st¢zone roztwory majg niskg lepko$¢ (Dluzewska 2008). Skrobie modyfikowane
uzywane sg najczesciej do mikrokapsutkowania substancji aromatycznych (Krishnan 1 in.
2005, Kshirsagar i Singhal 2008, Korus i in. 2005). Wykorzystuje si¢ w tym celu zdolnos¢
granul skrobi do tworzenia porowatych, kulistych struktur podczas suszenia rozpylowego.
Koniecznym warunkiem do powstania takich agregatéw jest niewielki dodatek substancji
wiazacych (biatek, np. zelatyny czy rozpuszczalnych w wodzie sacharydow, takich jak guma
guar, pektyny, dekstryny, pochodne celulozy, np. karboksymetyloceluloza) (Zhao i Whistler
1994). Kuliste czastki agregatow skrobi maja ok. 10-40um srednicy. Male czgsteczki lotnych
zwigzkow zapachowych, moga wnika¢ w ich pory i zosta¢ w ten sposéb w nich uwigzione.
Zdolno$¢ do zatrzymywania czasteczek zwigzkéw zapachowych w porach granul wzrasta
wraz z ich polarnoscig (Arvisenet i in. 2002). Pod wplywem oddzialtywan pomig¢dzy
polarnymi czasteczkami zwigzkow zapachowych a grupami hydroksylowymi skrobi
wytwarzane sg wigzania wodorowe, ktore stabilizuja powstalg strukture i zatrzymuja dang
substancj¢ wewnatrz agregatow skrobi. Wigksza liczba porow umozliwia wydajniejsze
zatrzymywanie substancji aktywnej. Wiele badan poswigcono opracowaniu procedur
wytwarzania nowych mikroporowatych otoczek skrobiowych, celem polepszenia ich
zdolnosci do wigzania substancji zapachowych. Wykazano, Zze poddanie granul skrobi
dziataniu o-amylazy prowadzi do wytworzenia bardziej porowatych struktur, ktora
umozliwiaja wydajniejsze wnikanie mikrokapsutkowanych substancji do ich wnetrza
(Zelleriin. 1999). Uwigzione w strukturze granul skrobi lotne substancje aromatyczne
zyskuja po wysuszeniu materiatu wygodna w uzyciu forme 1 moga zosta¢ wykorzystane m.in.
jako dodatki do nadawania zamiennikom tluszczy pozadanych wiasciwosci sensorycznych,
np. aromatu $wiezego masta czy bekonu.

Maltodekstryny powstaja w wyniku czegsciowej, kwasowej lub enzymatycznej,
hydrolizy skrobi. Stopien scukrzenia mierzy si¢ redukcyjno$cig hydrolizatu i wyraza jako tzw.
rownowaznik glukozowy (DE) — liczba wigzan glikozydowych, ktore ulegly hydrolizie w
stosunku do catkowitej liczby wigzan glikozydowych obecnych w 100g materialu

wyjsciowego. DE jest waznym parametrem opisujagcym wiasciwosci fizykochemiczne
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maltodekstryn. Nie mniej istotna jest takze $rednia masa czasteczkowa mieszaniny
maltodekstryn. Od tych parametréw zalezy wydajnos¢ mikrokapsutkowania. Wykazano
rowniez, ze DE moze mie¢ wptyw na stabilno$¢ mikrokapsutkowanej substancji. Wagner i
Warthensen (1995) wykorzystali mikrokapsutkowanie w maltodekstrynach do przedtuzenia
trwatosci soku z marchwi, przy czym lepsze wyniki uzyskali przy wyzszych wartosciach DE.
Podobng zalezno$¢ stwierdzili takze Anandaraman i Reineccius (1986) badajac wplyw
otoczek z maltodekstryn o r6znym DE na szybko$¢ utleniania olejku pomaranczowego
zamknigtego w strukturze mikrokapsutek. Maltodekstryny o wyzszym DE tworzag mniej
przepuszczalne dla tlenu otoczki, jednakze sg one bardzo higroskopijne, co utrudnia ich
wykorzystanie praktyczne. Dlatego tez podjeto probe zwigkszenia whasciwosci barierowych
wobec tlenu otoczek z maltodekstryn o niskim DE poprzez wlaczenie w ich strukture glukozy
lub innych cukréw redukujacych (Desobry i in. 1999).

Maltodekstryny charakteryzuja si¢ stodkim smakiem i matg lepkos$cig stgzonych
roztworéw. Wada maltodekstryn, jako materialu stuzacego do wytwarzania mikrokapsutek,
jest ich mata zdolno$¢ emulgujaca oraz mata zdolnos¢ do zatrzymywania substancji aktywnej
(Reineccius 1991). Z tego wzgledu czgsto stosuje si¢ ich mieszaniny z innymi polimerami,
np. gumy arabska (Krishnan 1 in. 2005) 1 biatkami serwatki a takze wykorzystuje si¢ dodatek
srodkow emulgujacych.

Cyklodekstryny sg zwigzkami cyklicznymi zbudowanymi z 6-12 reszt glukozy
potaczonych  wigzaniami  o-1,4-glikozydowymi.  Charakteryzuja  si¢  tatwoscig
kompleksowania réznych substancji chemicznych. Sg to polarne zwiazki, lecz dzigki
charakterystycznemu utozeniu grup hydroksylowych posiadajg hydrofobowe wnetrze, dlatego
moga petnié rol¢ ,,gospodarza” dla réznych, gldwnie lipofilowych czasteczek. Do tego celu
najczesciej wykorzystuje si¢ struktury majace 7 (B) lub 8 (y) reszt glukozy (Rysunek 12).
Istotna jest tutaj geometria czasteczek — czasteczki substancji aktywnej musza mie¢ mniejsze
rozmiary niz wnetrze cyklodekstryn.

Zaleta mikrokapsutkowania przy uzyciu cyklodekstryn jest tworzenie stabilnego
temodynamicznie kompleksu, dzigki czemu wytworzone mikrokapsutki wykazuja wyzsza
stabilno$¢ (nawet do 200°C) i odporno$¢ na wilgo¢ niz skrobiowe (Partanen iin. 2002).
Glowng wada jest natomiast niska zawarto$¢ substancji aktywne] w gotowych

mikrokapsutkach, wykazano, ze wydajno$¢ wynosi ok. 10%.
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Rysunek 12. Struktura a-, B-, y-, cyklodekstryn

Do wytwarzania mikrokapsutek wykorzystywana jest takze guma akacjowa (arabska).
Dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie 1 tworzy mieszaniny z wigkszo$cia hydrokoloidow;
stosowana jest jako stabilizator, zaggszczacz 1 emulgator w przemysle spozywczym,
wykazuje rowniez wlasciwosci ochronne przed utlenianiem (Ali i in. 2009). Krishnan i in.
(2005) wykazali, ze guma arabska stanowi lepszy material do wytwarzania otoczek niz
skrobie modyfikowane. Guma akacjowa jest jednakze znacznie drozsza niz np.
maltodekstryny i mniej dostgpna, co ogranicza jej szersze zastosowanie. Polimer ten laczy si¢
z innymi polimerami w celu poprawy wlasciwosci formowanych mikrokapsutek
(Prata i in. 2008, Chang i in. 2006). Uzyskiwane metodg suszenia rozpylowego mikrokapsutki
z mieszanin gumy arabskiej i maltodekstryn maja zwykle 10 — 200 um $rednicy, natomiast
wydajnos¢ procesu i zdolno$¢ do zatrzymywania rdzenia zaleza réwniez od parametréw
suszenia 1 wlasciwosci fizykochemicznych suszonego materiatu (Madene 1 in. 2006).

Dobrym materiatem na otoczki kapsutek jest trehaloza (a-D-glukopiranozylo-a-D-
glukopiranozyd). Posiada ona wlasciwosci cukru nieredukujacego o duzej stabilnosci
termicznej i odporno$ci na hydrolize w kwasnym $rodowisku. Cukier ten przeciwdziata tez
niepozadanym zmianom struktury 1 wlasciwosci sensorycznych niektorych produktow;
zapobiega retrogradacji skrobi oraz hamuje tworzenie si¢ nadtlenkow i lotnych aldehydoéw
powstajacych wskutek autooksydacji lipidow. Trehaloza cechuje si¢ unikatowa zdolnoscia do

ochrony przed oksydacja nienasyconych wigzan w konfiguracji cis w kwasach ttuszczowych.
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Jedna czasteczka cukru tworzy wigzania wodorowe z ugrupowaniami OH---IT oraz CH---O
wigzania podwodjnego w kwasie tluszczowym (Drusch i1 in. 2006b). Jest to szczegdlnie
przydatna wlasciwos¢ w przypadku olejow rybnych o wyjatkowo duzej zawartosci PUFA.
Dos¢ istotng zaletg trehalozy jest mata higroskopijnos¢ i1 formowanie nie ulegajacego
krystalizacji ,,szkliwa” (Drusch 1 in. 2006b). Wada natomiast jest dos¢ wysoka cena, ktora

ogranicza szersze wykorzystanie tego sacharydu w przemysle spozywczym.

1.3.7. Mikrokapsulki z otoczkami bialkowo-sacharydowymi

Otoczki bialkowo-sacharydowe stanowig bardzo dobrg barier¢ chronigca rdzen
mikrokapsutki przed utlenianiem. Do wytwarzania tego rodzaju otoczek najczesciej stosuje
si¢ kazeinian sodu, izolaty biatek soi i serwatki, dekstryny, glukoze, odwodniony syrop
glukozowy i celulozg (Rusli i in. 2006). W procesie mikrokapsutkowania biatka serwatkowe
petnig role emulgatora i czynnika btonotworczego. Biatka serwatkowe, dzigki swej zdolnosci
do tworzenia mostkéw disulfidowych, dodatkowo stabilizuja film formowany wokot kropli
oleju (Rusli i in. 2006, Suryanarayana i in. 2008). Young i in. (1993) wykazali, ze potaczenie
sacharydow 1 bialek serwatkowych zwigksza wydajno$§¢ mikrokapsutkowania thuszczu
mlecznego, natomiast otoczki bialkowe z dodatkiem polisacharydéw z soi chronity kwas
linolowy przed oksydacja (Young i in. 1993, Fang i in. 2003). Dodatek sacharydow do biatek
poprawia nie tylko stabilno$¢ tworzonych preparatow, lecz takze ulatwia ich suszenie
rozpytowe (Sheu 1 Rosenberg 1995). Mieszaniny bialek serwatkowych 1 polisacharydow
wykorzystano réwniez z powodzeniem do mikrokapsulkowania aromatéw. Bardzo dobre
wydajnosci mikrokapsutkowania uzyskano stosujac rowniez kazeinian sodu, np. w potaczeniu
z maltodekstrynami (Hogan i in. 2001).

Ostatnimi czasy duze zainteresowanie wzbudzaja otoczki biatkowo-sacharydowe,
zawierajace produkty reakcji Maillarda (Kato 2002). Reakcje Maillarda zachodza naturalnie
podczas obrobki termicznej zywnosci. Produkty tych reakcji charakteryzuja sig
wlasciwosciami  przeciwutleniajagcymi,  dlatego moga by¢é  wykorzystane  do
mikrokapsutkowania olejoéw bogatych w PUFA (Augustin i in. 2006, Rusli i in. 2006, Kagami
1 in. 2003). Aby zainicjowa¢ powstawanie produktow reakcji Maillarda podczas wytwarzania
mikrokapsutek, mieszaning biatek i1 sacharyddow miesza si¢ intensywnie, ogrzewa do
temperatury 100°C a nastgpnie schtadza do 60°C przed dodaniem oleju. Do wytworzenia tego
rodzaju mikrokapsutek zastosowa¢ mozna mieszaniny izolatu biatka sojowego z syropem

glukozowym (Rusli 1 in. 2006) lub ryboza (Gan i in. 2008) a takze kazeinianu sodu ze skrobig
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(Chungiin.2011). Mechanizm dziatania przeciwutleniajacego zwigzkow powstatych w
reakcji Maillarda nie zostal dotychczas w pelni wyjasniony. Produkty reakcji Maillarda
cechuje stabilno$¢ w szerokim zakresie pH, co umozliwia ich wykorzystanie w wigkszej
gamie produktéw zywnosciowych, szczegolnie do stabilizowania olejow o wysokim stopniu

nienasycenia (Rusli i in. 2006, Sheperd i in. 2000).

1.3.8. Immobilizowanie oleju w komérkach mikroorganizméw

Nowatorskim sposobem zapewniajacym olejom rybnym stabilnos¢ oksydatywna jest
ich zamykanie w komoérkach drobnoustrojow. Wykorzystywane w tym celu tzw. drozdze
oleiste Cryptococcus curvatus (nazywane rowniez Candida curvata D lub Apiotrichum
curvatum) posiadaja zdolnos$¢ syntezy olejow. Rosnac na permeacie serwatki, zawierajacym
glownie laktoze¢ 1 zwigzki mineralne, moga one przeksztatca¢ ten cukier w kwasy ttuszczowe,
przechowywane w odrebnych wewnatrzkomorkowych wakuolach tluszczowych pod postacia
TAG. Drozdze oleiste potrafia takze przyswaja¢ roznorodne tluszcze z pozywki i
akumulowa¢ je w praktycznie nie zmienionym skladzie kwasoéw tluszczowych.
Prawdopodobnie hydrolizuja one TAG obecne w pozywce, a nastgpnie prowadza rowniez
reestryfikacje. Ilos¢ lipidow zawartych w komorkach moze sigga¢ nawet 60% ich suchej
masy. Autorzy wykazali, ze C. curvatus, maja takze zdolno$¢ ochrony PUFA przed
utlenieniem. Przypuszcza si¢, ze wynika to z faktu posiadania przez C. curvatus grubej Sciany
komorkowe] ograniczajacej dostgp tlenu. Ponadto wakuole lipidowe wewnatrz komorek sg
zlokalizowane w znacznych odlegtosciach od siebie, co zapobiega kaskadowej oksydacji
(lassonova i in. 2008).

Roéwniez drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae moga by¢ zastosowane do
mikrokapsutkowania r6znych substancji (Czerniak i Jankowski 2013). Mikrokapsutkowane
substancje przenikaja na drodze biernej dyfuzji przez btony komorkowe, réwniez martwych
komorek drozdzy. W warunkach laboratoryjnych uzyskano za pomoca tej metody
mikrokapsutki drozdZzowe z olejkami eterycznymi (pomaranczowy, mig¢towy) jak réwniez z
kwasem chlorogenowym. Przypuszcza si¢, ze uzyskane w ten sposdb mikrokapsutki sg nie
tylko bezpieczne dla cztowieka, ale rowniez ze wzgledu na wysokg zawarto§¢ witaminy B
oraz selenu w komorkach drozdzy, moglyby wywiera¢ dodatkowy, korzystny wptyw na
zdrowie. Wykazano jednak, Zze przy zbyt wysokich st¢zeniach mikrokapsutkowanych

substancji komorki drozdzy moga ulega¢ uszkodzeniom i wydajno$¢ procesu jest mniejsza
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(Wojty$s 1 Jankowski 2004, Shi i in. 2007). Metoda mikrokapsutkowania w komorkach

drozdzy nie jest jeszcze wykorzystywana w przemysle.

1.3.9. Praktyczne wykorzystanie mikrokapsulek — wzbogacanie Zywnosci olejem

rybnym

Ostatnimi czasy wzrasta zainteresowanie tzw. zywnoscig funkcjonalng, ktorej poza
podstawowym zadaniem, jakim jest odzywianie, przypisuje si¢ fizjologiczny wptyw na ludzki
organizm; moze np. obniza¢ poziom cholesterolu, wzmacnia¢ uktad odporno$ciowy czy
przywraca¢ rownowage mikrobiologiczng uktadu pokarmowego. Juz w roku 1993 pojawity
si¢ pierwsze doniesienia na temat mozliwo$ci wykorzystania dodatku oleju rybnego do
zywnosci, w tym przypadku do pieczywa (Newton i Snyder 1993), a nastepnie jako sktadnik
thuszczo6w do smarowania pieczywa (Roche 1994). Bezposredni dodatek olejow pogarsza
cechy smakowo-zapachowe produktu, co ogranicza mozliwosci jego wykorzystania w tej
formie do wzbogacenia zywno$ci w PUFA. Niektorzy autorzy podaja, ze biatka mleka oraz
waph mogag W pewnym stopniu hamowaé przemiany oksydacyjne PUFA
(Jonsdottir i in. 2005, Keogh 2001). Jednakze olej ten moze by¢ dodawany jedynie w
niewielkich ilosciach, glownie do produktow o silnych wiasnych cechach smakowo-
zapachowych, takich jak np. serki czosnkowe, a nie np. do masta, poniewaz smak i zapach
oleju rybnego sa silnie wyczuwalne i obnizajg trwatos¢ tego produktu (Let i in. 2003).
Warunkiem, ktory musi by¢ spetniony, aby mozna bylo wzbogaca¢ zywno$¢ olejem rybnym,
jest dobra jako$¢ wykorzystywanego w tym celu oleju a takze nalezyte postgpowanie z
gotowym produktem. Produkty z dodatkiem oleju rybnego powinny by¢ pakowane najlepiej
w opakowania jednorazowe i przechowywane w warunkach ograniczonego dost¢pu tlenu. W
przypadku nie stosowania si¢ do powyzszych zalecen, procesy utleniania zachodzace w
produkcie, niosg za sobg nie tylko pogorszenie si¢ smaku czy zapachu, ale rowniez obnizenie
bezpieczenstwa 1 wartosci zdrowotnej produktu.

Ograniczenia w procesie wytwarzania wzbogacanych w olej rybny produktow
spozywczych sklaniaja do poszukiwania alternatywnych rozwigzan takich jak
mikrokapsutkowanie. Olej zamkniety w strukturze mikrokapsulek zostal m.in. wykorzystany
do wzbogacania w PUFA suchych produktow zywnosciowych typu instant, produktow
mlecznych: jogurtow naturalnych i smakowych, serow twarogowych i topionych oraz masta
(Let i in. 2003, Timm-Heinrich i in. 2004, Shiotaiin. 1999) a nawet stodyczy (pastylki

pudrowe). Mikrokapsutkowane preparaty oleju rybnego stosowane sa m. in. takze do chleba,
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w postaci gotowych mieszanek piekarskich (Whelan 1 Rust 2006). Dzieki
mikrokapsutkowaniu wyczuwalno$¢ rybnego zapachu oleju jest ograniczona, pod warunkiem,
ze preparat nie ulega rozpuszczeniu bezposrednio po dodaniu do zywnosci (Trautwein 2001,
Whelan i Rust 2006). Obecnos¢ substancji smakowo-zapachowych, biatek mleka i innych
thuszczow umozliwia stosowanie wigkszych dodatkow mikrokapsutkowanego oleju rybnego
bez istotnego pogorszenia jakosci sensorycznej. Jakos¢ (trwatos¢) produktéw spozywcezych z
dodatkiem mikrokapsutkowanego oleju rybnego podczas ich przechowywania nie jest jeszcze
dotychczas wystarczajgco okre$lona, o czym $wiadczy m. in. niewielka liczba prac

opublikowanych na ten temat dostepnym pismiennictwie.

1.4, PODSUMOWANIE

Znaczaca ilos¢ odpadow, pochodzacych ze wstepnej obrobki surowcow rybnych,
sktania do poszukiwania rozwigzan racjonalnego ich zagospodarowania. Dotychczas
niewielka ich czg$¢ przerabiana jest na materiaty paszowe, za$§ reszta (szczegdlnie skory)
zalega na wysypiskach §mieci. Z uwagi na cenne wlasciwos$ci zdrowotne oleju z ryb, istnieje
konieczno$¢ opracowania zachowawczej metody jego wydzielania z odpadéw, ktéra w
przeciwienstwie do obecnie stosowanych, nie prowadzitaby do niekorzystnych przemian
oksydatywnych i hydrolitycznych, a jednoczes$nie pozwalataby na wydajny odzysk produktu
przy niewielkim nakladzie kosztow. Ponadto, w dostgpnym pismiennictwie niewiele jest
informacji o mozliwosci wykorzystania zelatyn, uzyskanych ze skor ryb zyjacych w wodach
zimnych i o umiarkowanej temperaturze, do wytwarzania mikrokapsutek. Okreslenie
stabilno$ci oksydatywnej 1 zbadanie wpltywu warunkéw przechowywania na jakos$¢
wytwarzanych preparatow w postaci mikrokapsutek, ma kluczowe znaczenie w ocenie
mozliwosci ich pdzniejszego wykorzystania do wzbogacania produktéw spozywczych oraz
pomogtoby uzupeti¢ luke w tym obszarze wiedzy, o ktore §wiadczy wcigz niewielka liczba

opracowan naukowych.
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2 CEL PRACY I UZASADNIENIE

CEL

Pierwszym celem pracy bylo opracowanie procedury otrzymywania ze skor
pochodzacych z mechanicznego odskorzania tososi hodowlanych oleju o dobrej jakosci, ktory
moglby zosta¢ przeznaczony do spozycia jako zrodto NNKT z rodziny n-3. Drugi cel pracy to
opracowanie warunkéw mikrokapsutkowania otrzymanego uprzednio oleju w otoczkach z
zelatyny rybnej (pochodzacej z tych samych odpadowych skor) metoda emulsyjng z
wykorzystaniem suszenia sublimacyjnego.

Ponizej przedstawiono zalozenia, w oparciu o ktére postanowiono zrealizowaé

postawione cele pracy.

ZALOZENIE 1

Skory, pochodzace z mechanicznej obrobki ryb thustych, np. tososi, moga stanowié
doskonate Zrodto oleju bogatego w wielonienasycone kwasy tluszczowe. Podstawowym
warunkiem jest takie dobranie parametréw ekstrakcji, aby proces ten nie powodowat
niepozadanych zmian oksydacyjnych 1 hydrolitycznych, a uzyskiwany olej byl jak najlepszej

jakosci 1 miat odpowiedni sktad kwasow thuszczowych.

UZASADNIENIE

W czgéci teoretycznej pracy wykazano, ze obecnie stosowane metody otrzymywania
olejow rybnych, chociaz pozwalajg na uzyskanie duzych wydajnosci, prowadzone sg zwykle
w podwyzszonej temperaturze, a tym samym nie sg zachowawcze dla wielonienasyconych
kwasow tluszczowych, co skutkuje obnizeniem jako$ci otrzymywanego produktu. Wada
bardziej zaawansowanych metod, szczegélnie ekstrakcji rozpuszczalnikiem w stanie
nadkrytycznym, jest konieczno$¢ stosowania skomplikowanej aparatury, jak rowniez z tym
zwigzane Wysokie koszty prowadzenia procesu.

Postanowiono sprawdzi¢, czy mozliwa jest ekstrakcja oleju z mieszaniny skor z woda
prowadzona w niskich temperaturach (nawet ponizej 15°C). Gltéwna zaleta takiej metody
byloby zachowanie dobrej jakosci izolowanego oleju 1 jego cennych prozdrowotnych
wlasciwosci. Dodatkowo, pominigcie ogrzewania mieszaniny byloby korzystne, poniewaz
kazda operacja technologiczna, ktdéra wymaga zastosowania podwyzszonej temperatury
pociaga za sobg wysokie koszty. Ponadto, niska temperatura w trakcie wydobywania oleju nie

powinna spowodowac strat kolagenu w pozostatosciach skor. Dzieki temu moglyby zostac
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one wykorzystane do produkcji zelatyny. W ten sposob, w jednym procesie technologicznym,
ze skor odzyskane zostatyby obydwie substancje potrzebne do wytwarzania mikrokapsutek.
Skéry z pozostatosciami tkanki migsniowe] mogg zawiera¢ enzymy pochodzenia
endogennego 1 bakteryjnego powodujace niekorzystne przemiany lipidow. Ponadto nawet
przechowywanie w temperaturze ponizej 0°C nie gwarantuje, ze w surowcu nie beda
zachodzi¢ przemiany oksydatywne pogarszajace jego jakosc. Istotna wiec jest ocena jak dhugo
surowiec moze by¢ przechowywany w warunkach zamrazalniczych przed jego

wykorzystaniem 1 w jakiej formie, tj. w catosci czy uprzednio rozdrobniony.

ZALOZENIE 2

Stabilnos¢ oksydatywna oleju ze skor tososi mozna poprawi¢ poprzez dodawanie
naturalnych  substancji o wlasciwosciach  przeciwutleniajacych, a takze jego
mikrokapsutkowanie z wykorzystaniem zelatyny pochodzacej z tego samego surowca, co

olej.

UZASADNIENIE

Jako otoczki mikrokapsulek stosowane sg rozmaite naturalne polimery, takie jak
biatka, polisacharydy, zywice 1 gumy. W dostepnym pismiennictwie niewiele jest informacji
o mozliwosci wykorzystania zelatyn, uzyskanych ze skor ryb zyjacych w wodach zimnych i o
umiarkowanej temperaturze, do wytwarzania mikrokapsutek. Cenng i pozadang zaletg
zelatyny rybnej podczas wytwarzania mikrokapsulek jest niska lepkos¢ nawet stgzonych
roztworow. Mikrokapsutkowanie oleju w otoczkach z zZelatyny rybnej pozyskanych z tego
samego surowca co olej umozliwialoby jak najlepsze wykorzystanie odpaddéw przemystu
rybnego, a ponadto eliminowato zagrozenia zdrowotne przypisywane Zelatynie bydlece;.

Istnieja rozne metody mikrokapsutkowania. Najpopularniejsze i najczesciej stosowane
jest sporzadzenie emulsji z substancji majacej stanowi¢ rdzen i roztworu materiatu, z ktorego
maja powstac $cianki 1 nast¢pnie suszenie powstatej mieszaniny, zazwyczaj rozpytowe lub
sublimacyjne. Metoda ta moze by¢ wykorzystana do produkcji mikrokapsutek z otoczkami
biatkowymi, sacharydowymi i bialkowo-sacharydowymi. Zalozono, ze metoda ta mozna
bedzie wytworzy¢ mikrokapsutki zawierajace olej w otoczkach z zelatyny rybnej. Aby bylo to
mozliwe, nalezy opracowa¢ warunki uzyskiwania odpowiednio stabilnej emuls;i.

Najpowszechniej stosowana metoda mikrokapsutkowania, jaka jest suszenie
rozpylowe, nie jest skuteczng metoda utrwalania bogatych w PUFA olejow rybnych,

podobnie jak wytwarzanie mikrokapsutek metoda fluidalng. Dlatego tez celowe wydaje si¢
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zbadanie mozliwos$ci wykorzystania do tego celu suszenia sublimacyjnego, poniewaz proces
prowadzony jest w warunkach prézni, a sam preparat jest zamrozony i w ten sposob
chroniony przed niekorzystnym wptywem temperatury. Metoda ta byta juz wykorzystywana z
powodzeniem do mikrokapsutkowania réznych dodatkéw do zywnos$ci, np. aromatéw oraz
pigmentow.

Olej rybny, ze wzgledu na duzg zawarto$¢ wielonienasyconych kwasoéw thuszczowych
jest wyjatkowo podatny na utlenianie. Zatozono, ze dodatkowe zwigkszenie stabilnosci
oksydatywnej bedzie mozliwe poprzez wprowadzenie w struktur¢ mikrokapsutek ziot o
wlasciwosciach przeciwutleniajagcych. W dostepnym pismiennictwie jest wiele doniesien
swiadczacych o antyoksydacyjnym wplywie ekstraktow niektorych ziot, np. szalwii,
rozmarynu, oregano na oleje spozywcze. Dzigki temu procesy utleniania w
mikrokapsutkowanym oleju powinny zachodzi¢ wolniej nawet podczas jego przechowywania

w temperaturze pokojoweyj.
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3 CZESC EKSPERYMENTALNA

3.1 MATERIALY I APARATURA:

Materialy do badan:
. skory surowe po mechanicznym odskorzaniu norweskich tososi hodowlanych
udostgpnione grzecznosciowo przez firmg¢ ,Morpol” — skéry do momentu

przeprowadzenia badan przechowywano w temperaturze ok. 4°C
o skory po odskorzaniu tososi baltyckich, dziko zyjacych
o suszone ziota (zakupione w sklepie ze ,,zdrowa zywnos$cia”:
o suszony li§¢ rozmarynu, (Flos)
o oregano, (Kawon)
o li$¢ szatwii, (Kawon)
. zelatyna wieprzowa (Dr Oetker)
o suplementy diety produkowane z oleju rybnego zawierajace kwasy tluszczowe z

rodziny n-3 (osiem preparatow zakupionych w lokalnych aptekach)

Lp. Nazwa Producent Oznaczenie Data przydatnosci do
spozycia

1. GalOmega Gal A 08.2011

2.  Omega3 Naturell B 10.2009

3. Gold Omega 3 OlimpLabs C 03.2009

4. Omega 3 Forte Natur Kaps D 03.2011

5. EkoGal Gal E 05.2010

6.  Triomar Molers F 08.2011

7. Omega Cardio Aflofarm G 06.2009

8.  Nutrilite Omega 3 Complex Amway H 07.2012
Odczynniki chemiczne:
o kwas octowy, chloroform, eter dietylowy, wodorotlenek potasu, metanol (ChemPur)
° tiosiarczan sodu, fenoloftaleina, kwasny siarczan sodu, etanol, n-propanol,

izopropanol, aldehyd p-dimetyloaminobenzoesowy, odczynnik Tashiro, mieszanina
selenowa (P.O.Ch.S.A. Gliwice)
o bezwodny siarczan sodu (Sigma)

o heksan, jodek potasu, ptytki z zelem krzemionkowym (Merck)



natywna skrobia ziemniaczana ,,Superior” (P.P.Z. Trzemeszno)

kwas tiobarbiturowy, kwas trichlorooctowy (Merck)

kwas chlorowodorowy (P.P.H. ,,Stanlab’)

butylohydroksytoluen (BHT), 1,1,3,3,-tetrametoksypropan (TMP) (Merck)
cholesterol, a-tokoferol, 6-tokoferol (Sigma Aldrich),

skwalen (Supelco)

azot sprezony (Lindt)

Aparatura i oprzyrzadowanie pomocnicze:

blender nozowy, Philips

chromatograf gazowy wraz z oprogramowaniem TotalChrom, Perkin Elmer
Autosystem XL

elektroniczne wagi laboratoryjne: WPA120C, WPS510/C/R, WPS600/C/2, Radwag
homogenizator, Silentcrusher M. Heidolph

jednostka destylacyjna Kjeltec System 1002, Foss Tecator

liofilizator, Alpha 1-4 LD plus Christ

Yaznia wodna, Grant

mieszadto magnetyczne, MS11 WIGO

piec muflowy, SNOL 8.2/1100 L

ptyta grzewcza, EKP-1500,1 ECC AFK

prézniowa wyparka obrotowa, Rotavapor RE Biichi

spektrofotometr, Spectronic Genesys 2, Milton Roy

suszarki laboratoryjne, Premed

system mineralizacyjny 2006, Foss Tecator

wilk, PA-22-M Edesa

wiréwka sedymentacyjna, 6K15 Sigma

wirowka, MPW Med. Instruments
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3.2 POSTEPOWANIE DOSWIADCZALNE

3.2.1 Opracowanie procedury ekstrakcji oleju ze skor

Okreslono podstawowy sklad chemiczny surowca - skoér z odskorzania tososi
hodowlanych oraz, dla poréwnania, skor tososi battyckich.

Zbadano wydajno$¢ ekstrakcji oleju ze skor tososi za pomocg dwoch metod. W
pierwszej metodzie (I) rozdrobnione zamrozone skory mieszano z woda o temperaturze 50°C
a nastgpnie homogenizowano r¢gcznym blenderem do uzyskania jednolitej pulpy ok. 5 minut.
Pulpe ogrzewano do 95°C, mieszano a nastgpnie schtadzano do temperatury pokojowej w
atmosferze azotu. Powstala mieszaning wirowano 10 minut przy 8000rpm. Oddzielony olej
zbierano, a pozostatg faz¢ cieklta ponownie wirowano. Oddzielony olej aczono z poprzednio
otrzymanym. Ze wzgledu na konieczno$¢ prowadzenia procesu ekstrakcji w warunkach
zachowawczych dla PUFA przeprowadzono optymalizacj¢ metody II - otrzymywania oleju ze
skor tososi ,,na zimno”, z pomini¢ciem jakiegokolwiek ogrzewania. Zaobserwowano, ze juz
podczas rozdrabniania skor thuszcz sam wyciekat z tego surowca, co skutkowato jego stratami
1 sprawiato znaczne trudnosci w ocenie wydajnosci ekstrakcji. Dlatego tez, skéry najpierw
zamrazano w cato$ci, a nastepnie zamrozone ci¢to na mniejsze kawatki 1 rozdrabniano w
wilku. Poniewaz skory i znajdujacy si¢ w nich olej byly zamrozone, nie nastgpowat wyciek
oleju z surowca podczas rozdrabniania 1 wyeliminowano w ten sposob jego straty.
Rozdrobnione skoéry ponownie zamrazano. Rozdrobnione i zamrozone skéry mieszano lub
homogenizowano z wodg, tak aby temperatura nie przekraczata 15°C. Nastgpnie pulpe
wirowano i zbierano oddzielony olej. Zbadano wplyw czasu mieszania skor z wodg i czasu
wirowania (w zakresie 1-15 minut) oraz pr¢dkosci wirowania (1000 — 8000 rpm) na
efektywnos¢ odzysku oleju ze skor. W otrzymywanym oleju oznaczano stopien utlenienia

KT, zawarto$§¢ wolnych KT oraz sktad KT.

3.2.2 Okreslenie wplywu rozdrobnienia skor i czasu przechowywania na jakos¢

wydzielanego oleju

Skéry surowe razem z tuskami i pozostato$ciami migsa i1 thuszczu rozdrabniano w
wilku z siatka o $rednicy oczek 5 mm. Po doktadnym wymieszaniu materiat pakowano w
porcjach po okoto 250 g w woreczki polietylenowe i przechowywano w -20°C. Réwnolegle w

tych samych warunkach przechowywano skory nierozdrobnione. Po okreslonym okresie
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przechowywania izolowano ze skor olej (Rysunek 13) wedlug opracowanej na podstawie

wczesniejszych doswiadczen procedury ekstrakceji (punkt 3.2.1).

ZAMROZONE SKORY

l

ROZDRABNIANIE

Qoczek siatki = 5 MM

l

MIESZANIE
1 min; 15°C

l

WIROWANIE faza wodna
- >+ czastki stat
8000rpm, 20°C, 10 min czastki state

l

SUSZENIE
4°C

l

OLEJ SUROWY

Woda destylowana |
50°C, 1:1

Bezwodny siarczan sodu |

Rysunek 13. Schemat ideowy izolacji oleju ze skor

Jakos¢ wydzielonego oleju oceniono poprzez oznaczenie liczby nadtlenkowej, liczby
kwasowej, sktadu kwasow ttuszczowych oraz zawarto$ci dienow i triendw o sprzezonym

uktadzie wigzan podwdjnych.

3.2.3 Okreslenie wplywu warunkow przechowywania surowego oleju na jego jako$¢

Olej otrzymany ze §wiezej partii skor, podzielono na porcje, zamknigto pod poduszka
azotowa w pojemnikach plastikowych i przechowywano przy ograniczonym dostepie Swiatta
w temperaturze pokojowej oraz 4°C. Dobor takich temperatur przechowywania podyktowany
byt przysztym przeznaczeniem oleju jako sktadnika suplementow diety — w tych warunkach

konsumenci przechowuja zwykle zakupione preparaty farmaceutyczne.

Po okreslonym czasie przechowywania oceniono jako$¢ oleju poprzez oznaczenie

liczby nadtlenkowej, liczby kwasowej, zawartosci wtornych produktéw utlenienia, zawartosci
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barwnikéw karotenoidowych, sktadu kwasow thuszczowych oraz zawartosci diendw i trienéw

o sprzezonym ukladzie wigzan podwojnych.

3.2.4 Zbadanie mozliwoS$ci ograniczenia przemian oksydatywnych w oleju surowym

3.2.4.1 Okreslenie wplywu dodatkow suszonych ziél na jakos¢ przechowywanego oleju

Zbadano wplyw dodatku suszonych zi6t takich jak rozmaryn, oregano oraz szatwia na
stabilno$¢ oksydatywna i jakos¢ oleju ze skor tososi. Wydzielony ze skor olej wymieszano z
suszonymi ziotami (1g suszu/100g oleju) rozdrobnionymi w mozdzierzu porcelanowym,
podzielono na porcje, zamkni¢to pod poduszka azotowag w plastikowych opakowaniach i
przechowywano przy ograniczonym dostepie $wiatta w temperaturze pokojowej oraz 4°C. Po
okreslonym czasie przechowywania oceniono jako$¢ oleju poprzez oznaczenie liczby

nadtlenkowe;j i liczby kwasowej oraz stabilnosci oksydatywne;j.

3.2.4.2 OkreSlenie wplywu wysokiego ciSnienia na stabilno$¢ oksydatywna
przechowywanego oleju

Sprawdzono wptyw dzialania wysokiego cisnienia na stabilno$¢ oksydatywna
ci$nieniowanego oleju wyizolowanego ze skoér lososi. Wysokie ci$nienie wytwarzano w
Sposob opisany przez Malinowska-Panczyk 1 in. (2009). W szczelnym naczyniu wypetnionym
woda w temperaturach nizszych od zera tworzacy si¢ 16d I zwieksza swoja objetos¢ 1 wskutek
tego jest wytwarzane ciSnienie wewngtrzne. Wedlug Bridgman (1912) pod wpltywem
wysokiego ci$nienia (207,5 MPa) nastgpuje przesunigcie temperatury krzepnigcia wody do -
22 °© C. W zwiazku z tym prébka umieszczona w szczelnie zamknigtym naczyniu pod

wplywem wysokiego ci$nienia pozostaje w stanie niezamrozonym.

Tabela 6. Cisnienie wytwarzane w pojemniku ci$nieniowym w zalezno$ci od temperatury (Kalichevsky i in.

1995)

Temperatura [°C] Ci$nienie [MPa]

-5 59,8

-10 110,9
-15 156,0
-20 193,3

60



Olej wyekstrahowany ze skor lososi umieszczono w proboéwkach szklanych
zamknigtych specjalnym ruchomym korkiem i schtadzano do 0°C. Probowke z olejem
umieszczano w cylindrycznym metalowym pojemniku wypetlionym wodg destylowang i
dociskano metalowa spr¢zyng, ktorej zadaniem jest utrzymywanie proby w niezamarzajgcej
strefie pojemnika. Aparatura wykorzystywana w doswiadczeniu zostala zaprojektowana i
wykonana przez dr inz. Edwarda Dunajskiego w Katedrze Chemii, Technologii i
Biotechnologii Zywnosci (Rysunek 14).

Zamkniety pojemnik ci$nieniowy nie mogt zawiera¢ we wngtrzu pecherzykow
powietrza. Pojemnik zanurzano stopniowo od strony zamknigcia korkiem w zbiorniku
kriostatu z mieszaning niezamarzajgcg (etanol: glikol propylenowy: woda — 1:1:1) w czterech
etapach przez 40 minut (4x10 min). Powrdt prob do wyjsciowego cisnienia i temperatury
polegal na wynurzeniu pojemnika cisnieniowego ze zbiornika do potowy jego wysokosci i

ociepleniu gornej czgsci cieptym kompresem do temperatury 15°C.

czujnik temperatury

probka

«——— pojemnik ciSnieniowy

sprezyna

woda destylowana

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\&*\\

A ,\,\;57 gwint nakretki
/%WE%?
%E:J
i

s nakretka

Rysunek 14. Schemat budowy komorki cisnieniowej wraz z umieszczong w niej probka

Nastepnie pojemnik umieszczano na kilka minut w tazni wodnej o temperaturze okoto
20°C w celu catkowitego rozpuszczenia lodu. Czas powrotu prob do cisnienia wyjsciowego
(dekompresji) wynosit okoto 10 minut. Jako$¢ oleju oceniano poprzez oznaczanie liczby

nadtlenkowej oraz za pomocg testu TBA.
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3.2.5 Otrzymywanie Zelatyny rybnej

State pozostatosci po ekstrakcji oleju bytly ponownie zamrazane 1 nastepnie
wykorzystane do ekstrakcji zelatyny wg procedury przedstawionej na Rysunku 15.
Otrzymang zelatyne przechowywano w szczelnych pojemnikach w temperaturze chtodniczej

przed dalszym wykorzystaniem.

ZAMROZONE ROZDROBNIONE I
ODTLUSZCZONE SKORY

0,45 M NaCl MIESZANIE
—>
4°C, 6:1 3 min, 4°C

X2

\ 4
FILTRACJA
©»=0,5 mm, 4°C l——3 roztwor NaCl

A 4
woda PRZEMYWANIE
—>

4°C, 6:1 4°C

——3p roztwor NaCl

A 4
MIESZANIE

40 min, 45°C

A\ 4
WIROWANIE

30 min, 6000 rpm, 20°C

—— czgsci nierozpuszczalne

ZAMRAZANIE
-20°C

\ 4
LIOFILIZACJA

72 h, -58°C, 1 mbar > woda

l

ZELATYNA

Rysunek 15. Schemat ideowy ekstrakcji zelatyny (Kotodziejska i in. 2008)



3.2.6 Wytwarzanie mikrokapsulek zelatynowych zawierajacych olej z lososia

Aby opracowa¢ metod¢ wytwarzania mikrokapsutek z wykorzystaniem suszenia
sublimacyjnego sprawdzono stabilnos¢ emulsji sktadajacych si¢ z oleju 1 wodnych roztwordéw
zelatyny rybnej oraz efektywno$¢ mikrokapsutkowania w zaleznosci od skladu i sposobu
przygotowania emulsji. Do wodnego roztworu zelatyny dodawano §wiezo otrzymany olej ze
skor tososia 1 nastepnie homogenizowano ok. 2 minut przy 7500rpm w celu wytworzenia
emulsji. Przeprowadzono tez analogiczne doswiadczenie wytwarzajgc emulsj¢ w warunkach
ograniczonego dostepu tlenu — w zamknietym pojemniku, pod poduszka azotu. Otrzymang
emulsje nanoszono na szalki Petriego (w przypadku doswiadczenia z ograniczonym dostepem
tlenu w zamknigtych szalkach Petriego wytwarzano poduszke azotu), zamrazano w
temperaturze -20 °C a nastgpnie suszono sublimacyjnie (48h, -58°C, 1Mbar). Wysuszony
materiat, przeznaczony do badan przechowalniczych, podzielono na dwie czgéci — jedna z
nich rozdrobniono przy uzyciu recznej tarki w celu otrzymania proszku a druga pozostawiono
w formie nierozdrobnionej. Materiat podzielono na porcje, zamknigto pod poduszka azotowa
w pojemnikach plastikowych i przechowywano bez dostepu $wiatlta w temperaturze
pokojowej oraz 4°C.

Przechowywanie miato na celu poréwnanie szybkosci przemian oksydacyjnych
zachodzacych w niekapsutkowanym oleju oraz oleju zamknigtym w mikrokapsutkach w
formie materialu  rozdrobnionego 1 nierozdrobnionego. Po okreSlonym czasie
przechowywania oceniono jako$¢ oleju poprzez oznaczenie liczby nadtlenkowej, zawartosci

wtornych produktow utlenienia i liczby kwasowe;j.

3.2.7 Otrzymywanie peletek zelatynowych zawierajacych olej z lososia

Wytwarzanie mikrokapsutek poprzez rozdrabnianie wysuszonego na szalkach Petriego
materiatu byto ktopotliwe, a olej zawarty w mikrokapsutkach utlenial si¢ w szybkim tempie,
roéwniez pomimo ograniczania dostepu tlenu. Dlatego tez, opracowano metode wytwarzania
peletek zelatynowych, ktére mogltyby bezposrednio zosta¢ wykorzystane jako forma
dozowania suplementu diety. Peletki zelatynowe rowniez wytwarzano metoda emulsyjng w
potaczeniu z suszeniem sublimacyjnym. Do wodnego roztworu zelatyny dodawano §wiezo
otrzymany olej z tososia i nast¢gpnie homogenizowano ok. 2 minut przy 7500rpm w celu
wytworzenia emulsji. Otrzymang emulsje nanoszono w ilosci 1ml na plytki z 48

studzienkami, petnigcymi role¢ foremek. Emulsj¢ naniesiong do form zamrazano w
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temperaturze -20 °C a nastgpnie suszono sublimacyjnie (48h, -58°C, 1Mbar). Wysuszony
material, przeznaczony do badan przechowalniczych podzielono na porcje, zamknigto pod
poduszka azotowa w pojemnikach plastikowych. Cato§¢ materiatu podzielono na dwie czesci
1 przechowywano bez dostepu $wiatta — jedng z nich w temperaturze pokojowej a druga w
4°C. Jednoczesnie w tych samych warunkach przechowywano surowy olej wydzielony ze
skor tososi.

Po okreslonym czasie przechowywania peletki rozdrabniano za pomoca mtynka
laboratoryjnego i oceniano jako$¢ oleju poprzez oznaczenie liczby nadtlenkowej 1 zawartos$ci

wtornych produktow utlenienia a takze zmiany sktadu kwasow thuszczowych.

3.2.8 Badanie peletek zelatynowych z dodatkiem rozmarynu

Na podstawie wynikow wczesniejszych doswiadczen dotyczacych wzbogacania oleju
surowego dodatkami suszonych zidt i jego stabilnosci oksydatywnej jako dodatek do peletek
wybrano najskuteczniej dzialajacy rozmaryn. Peletki Zelatynowe z dodatkiem rozmarynu
wytwarzano analogicznie, jak w punkcie 3.2.7, przy czym olej uprzednio zmieszano z
suszonym rozmarynem. Dodatek rozmarynu wynoszacy 1% wybrano biorgc pod uwage
rowniez silny zapach i smak, ktore w wigekszych stezeniach moglyby nadawac¢ peletkom
niepozadane cechy sensoryczne. Dalsze postgpowanie doswiadczalne byto identyczne jak w

punkcie 3.2.7.

3.2.9 Ocena jako$ci preparatow zawierajacych kwasy tluszczowe z rodziny n-3

dost¢epnych na polskim rynku

Ocenie poddano osiem preparatow zawierajacych NNKT n-3, dostepnych na polskim
rynku jako zarejestrowane suplementy diety. Oznaczono je kolejnymi literami od A do H.
Wszystkie preparaty wyprodukowane zostaly z oleju rybnego, zamknigtego w miegkkich
kapsutkach Zelatynowych o réznej, w zalezno$ci od producenta, gramaturze. Poniewaz celem
byto zbadanie jakosci oleju zawartego w kapsulkach, w takiej formie jaka spozywa
konsument, analizy wykonywano bezposrednio po otwarciu opakowan, pobierajgc zawartos¢
z kapsutek za pomoca jatlowych igiet 1 natychmiast wykonujac oznaczenie, aby unikna¢ zbyt
dlugiej ekspozycji wydobytego oleju na czynniki zewnetrzne. Oznaczono stopien utlenienia
kwasow tluszczowych, zawartos¢ wolnych kwasow tluszczowych (KT), zidentyfikowano

obecne w preparacie klasy zwigzkow lipidowych oraz okreslono sktad KT.
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3.3 Metody analityczne

Zawartos¢ thuszezu

Zawarto$¢ tluszczu w materiale okreslono metodg ekstrakcji Folcha w ukladzie
rozpuszczalnikow chloroform-metanol, poniewaz pozwala ona na najefektywniejszy odzysk
lipidow zaréwno natywnych, jak i tych, ktore ulegly procesom oksydacji (Harrod 1998).
Oprocz tego, dla poréwnania okreslono rowniez zawarto$¢ thuszczu metoda Bligh-Dyera

(Honeycutt i in. 1995) oraz metodg ekstrakcji w aparacie Soxhleta (Manirakiza i in. 2001).

Oznaczanie klas lipidow.

Klasy zwigzkow lipidowych obecne w suplementach diety okreslono na podstawie
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) 2z wuzyciem gotowych ptytek z zZelem
krzemionkowym. Na ptytki nanoszono 10% roztwory badanych preparatow w chloroformie w
ilosci Sul oraz 1% roztwory wzorcow w chloroformie w ilosci 1ul. Plytki rozwijano w
uktadzie heksan-eter etylowy-kwas octowy [30:70:0,8], nastepnie suszono strumieniem azotu,
spryskiwano roztworem 50% kwasu siarkowego w metanolu i wywolywano na ptycie
grzejnej. Identyfikacji klas zwigzkéw obecnych w probkach dokonywano na podstawie

poréwnania otrzymanego obrazu rozdzialu z wzorcami.

Oznaczanie suchej masy i popiolu.

Zawarto$¢ wody w surowcu oznaczono metoda suszarkowg suszac materiat w 105°C
do statej masy, wg. normy PN-62/A-86783.

Popiodt oznaczano metoda wagowa spopielajac probki do statej masy w 600°C w piecu

muflowym.

Oznaczanie zawartosci bialka ogélem.
Azot ogotem oznaczono metoda Kjeldahla zgodnie z normg PN-75/A-04018.

stosowano przelicznik 6,25 azotu ogdtem na biatko.

Oznaczanie skladu KT

Sktad KT oznaczono za pomoca chromatografii gazowej (GC). Estry metylowe
otrzymano wg normy PN-EN ISO 5509:2000. Stosowano metode¢ transestryfikacji przy
uzyciu katalizatora alkalicznego. Estry metylowe kwasow tluszczowych analizowano na

chromatografie gazowym Perkin Elmer Autosystem XL, zaopatrzonym w kolumne¢ kapilarng
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typ DB-23 o wymiarach 30m x 0,25mm x 0,25um (J&W Scientific). Do analizy wybrano
program pracy kolumny w gradiencie temperatur, zapewniajacy najlepszy rozdziat
dhugotancuchowych KT. Temperatura 120°C utrzymywana byla przez 5 minut, nast¢pnie
zwigkszana do 180°C (10°C/min) i po osiggnigciu tej warto$ci utrzymywana 25 minut, po
czym zwigkszana do 210°C (10°C/min) i utrzymywana przez 30 minut. Przeplyw gazu
ustalono na 0,91ml/min, dzielnik strumienia 1:60. Calkowity czas analizy wynosit 65 minut.
Temperatura dozownika wynosita 250°C, detektora ptomieniowo jonizacyjnego (FID) -
250°C, a gazem nos$nym w kolumnie byt hel. Identyfikacji kwaséw tluszczowych dokonano

na podstawie wzorcow.

Oznaczanie zawartoS$ci diendw i trienéw o sprzezonym ukladzie wiazan podwdjnych
Zawarto$¢ diendw 1 triendow o sprzgzonym uktadzie wigzan podwojnych oznaczano
metoda spektrofotometryczng wg normy PN-EN ISO 3656. Wykonywano pomiar absorbancji
1% roztworu probki oleju w heksanie — widmo wykonywano w zakresie dhugosci fali
240-500nm. Na widmie obserwowano wyrazne piki w okolicach dlugosci fali 232 nm (dieny)
oraz 268 nm (trieny). Zawarto$¢ diendw i triendw o sprzezonym uktadzie wigzan podwojnych

wyliczono na podstawie odpowiednich wzoréw uwzgledniajac intensywnos¢ pikow.

Oznaczanie liczby nadtlenkowej(LOO) i liczby kwasowej(LK)

Stopien utlenienia kwasow tluszczowych wyrazany liczba nadtlenkowa oznaczono
zgodnie z normg PN-EN ISO 3960:2005 a zawartos¢ WKT poprzez oznaczenie liczby
kwasowej (LK) na podstawie normy PN-EN ISO 660:1998. Ze wzglgdu na operowanie
bardzo matymi ilo§ciami thuszczu wprowadzono modyfikacje sposobu wykonania oznaczenia.
W stosunku do procedury podanej w normie zmniejszono nawazke ttuszczu z 5g do 1g a do
miareczkowania zastosowano roztwor 0,01M KOH, zamiast, jak przewiduje norma, 0,1M
KOH. Stwierdzono doswiadczalnie, ze zmiana st¢zenia nie wplywata na koncowy wynik
oznaczenia. W przypadku okre§lania LOO w oleju zawartym w strukturze mikrokapsutek

uprzednio ekstrahowano go metoda Rose-Gottlieb’a (Heinzelmann i in. 2000a).

Oznaczanie zawartosci wtornych produktow utlenienia
Zawarto$¢ wtornych produktow utlenienia oznaczano za pomoca testu TBA wg Hu i
Zhonga (2010). Oznaczenie polegalo na spektrofotometrycznym pomiarze (A=543 nm)

zawarto$ci substancji dajacych dajgcych barwng reakcj¢ z kwasem 2-tiobarbiturowym.
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Okreslanie stabilnosci oksydatywnej

Stabilno$ci oksydatywng oleju okreslono za pomoca skaningowej kalorymetrii
roznicowej (DSC). Metoda polega na wyznaczaniu okresu indukcji, czyli czasu, po ktorym
nastepuje gwattowny wzrost ilosci wydzielonego ciepla, poniewaz utlenianie jest procesem
egzotermicznym. Przy$pieszenie procesu uzyskuje si¢ przez umieszczenie probki w
podwyzszonej temperaturze i atmosferze intensywnie przeptywajacego tlenu.

Okres indukcji wyznaczano metodg graficzng — poprzez wyznaczanie stycznych do
krzywych rejestrowanych przez kalorymetr ré6znicowy. Masa probki wynosita ok. 20 mg,
predkos¢ przeptywu tlenu 100ml/min, temperatura analizy wynosita 110°C. Sposob

wyznaczania dtugosci okresu indukeji przedstawia Rysunek 16:

A

-AQ [mW]

okres indukcji czas [min]

Rysunek 16. Wyznaczenie okresu indukcji metoda graficzna (Velasco 2004)

Oznaczanie zawartosci barwnikow karotenoidowych
Zawarto$¢ barwnikéw karotenoidowych oznaczano metoda spektrofotometryczng wg
Lin 1 in. (1995) przez pomiar absorbancji roztworu oleju w heksanie przy dtugosci fali A=446

nm i wyrazono w przeliczeniu na -karoten [ppm].

Oznaczanie klas lipidow we frakcji SNZ.

Klasy zwiazkéw lipidowych obecne we frakcji SNZ wydzielanego oleju okreslono na
podstawie chromatografii cienkowarstwowej (TLC) z uzyciem gotowych ptytek z zelem
krzemionkowym. Na ptytki nanoszono 10% roztwory frakcji SNZ badanych olejow w

chloroformie w ilo$ci Sul oraz 1% roztwory wzorcéw w chloroformie w ilosci 1pul. Jako uktad
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rozwijajacy zastosowano mieszaning heksan-eter etylowy-kwas octowy [30:70:0,8]. Ptytki z
naniesionymi prébami po wyjeciu z komory chromatograficznej suszono strumieniem azotu,
spryskiwano roztworem 50% kwasu siarkowego w metanolu i wywolywano na ptycie
grzejnej. Identyfikacji klas zwigzkéw obecnych w probkach dokonywano na podstawie

poréwnania czasOw retencji obecnych na chromatogramie z czasami retencji wzorcow.

Oznaczanie zawartosci kolagenu (hydroksyproliny)

Zawarto$¢ hydroksyproliny oznaczano spektrofotometrycznie metoda PN-I1SO
3496:2000. Proby hydrolizowano 6 godzin w roztworze 6M HCI. Po wywotaniu reakcji
barwnej z aldehydem p-dimetyloaminobenzoesowym mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali
A=553 nm 1 przeliczono na zawarto$¢ kolagenu w surowcu (stosowano przelicznik 14,7)

(Zelechowska i in. 2010).

Okreslenie stabilnosci emulsji

Faze wodng emulsji stanowil roztwér zelatyny rybnej lub wieprzowej o réznych
stezeniach (1-20%). Do roztworu zelatyny dodawano olej rybny, tak aby stosunek masy
rdzenia do masy substancji tworzacej otoczke wynosit od 1:0,1 do 1:1,8. Nastepnie
mieszaning homogenizowano ok. 2 minut do uzyskania jednolitej emulsji.

Po 10 ml emulsji umieszczano w cylindrach miarowych, szczelnie zamykano i
pozostawiano na 24 godziny. Emulsje wytworzone z Zelatyny wieprzowej, aby zapobiec
zzelowaniu, przechowywano w temperaturze 50 °C, natomiast z zelatyny rybnej w
temperaturze pokojowej. Nastgpnie odczytywano ilos¢ oddzielonego oleju i1 na tej podstawie

okreslono indeks stabilnosci emulsji (ESI) wg wzoru:

calkowita objetosc oddzielonego oleju
ES5I=1-—

calkowita objetosé oleju w emulsji
Warto$¢ ESI miesci si¢ w zakresie od 0 do 1, ESI=1 §wiadczy o maksymalnej stabilno$ci

emulsji.

Okreslenie efektywnosci mikrokapsulkowania

Efektywnos$¢ mikrokapsutkowania (ME), w literaturze okre§lang roéwniez jako

wydajno$¢ procesu mikrokapsutkowania, wyznaczano na podstawie wzoru:
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_(oc—ow)
B oc

gdzie: OC — calkowita zawarto$¢ oleju w mikrokapsutkach; OW — olej niezwigzany w

ME X 100%

strukturze mikrokapsutek (wolny).

Oznaczanie iloSci oleju niezwigzanego w strukturze mikrokapsulek

Oznaczanie ilo$ci niezwigzanego w strukturze mikrokapsutek oleju wykonano wedtug
zmodyfikowanej metody Heinzelmann i in (2000a). Okoto 0,5 g mikrokapsutek wstrzgsano z
2 ml heksanu przez 30 sekund. Nastepnie roztwor przesaczano do uprzednio zwazonej kolby

kulistej, odparowywano rozpuszczalnik i grawimetrycznie oznaczono ilo$¢ oleju wolnego.

Oznaczanie calkowitej zawartosci oleju w mikrokapsulkach

Catkowitg zawarto$¢ oleju w mikrokapsutkach oznaczano wedlug zmodyfikowanej
metody Rose-Gottlieb’a (Heinzelmann i in. 2000a).

Okoto 0,5 g mikrokapsutek rozpuszczano w S5Sml wody o temperaturze 45°C z
dodatkiem 1 ml 25% roztworu amoniaku. Nastepnie dodawano alkohol etylowy (5 ml) w celu
precypitacji biatek i ekstrahowano ttuszcz rownymi ilo§ciami eteru dietylowego oraz heksanu
(po 10 ml). Po rozwarstwieniu mieszaniny, gorng warstwe przesagczano do uprzednio
zwazonej kolby kulistej, odparowano rozpuszczalniki 1 grawimetrycznie oznaczono catkowita

zawarto$¢ thuszczu w badanym materiale.

Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie zamieszczone w tabelach oraz na wykresach wyniki sg $rednig z co
najmniej trzech niezaleznych oznaczen + odchylenie standardowe. W wybranych wariantach
wyniki poddano analizie statystycznej z uzyciem programu STATGRAPHICS version 2.1
(Statistical Graphics Corporation, USA). Zastosowano analiz¢ wariancji z klasyfikacja

pojedyncza.
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4 WYNIKI I DYSKUSJA

4.1 OKRESLENIE OPTYMALNYCH WARUNKOW WYDOBYWANIA OLEJU ZE
SKOR LOSOSI I OCENA JAKOSCI PRODUKTU

4.1.1 Charakterystyka surowca

Zawarto$¢ poszczegolnych sktadnikow w surowych skorach tososi hodowlanych oraz,

dla poréwnania, w skorach tososi dzikich (battyckich) przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Procentowa zawarto$¢ suchej masy, biatka, popiotu i thuszczu w skorach po mechanicznej obrobee

ososi

Eoso$ hodowlany!  ELoso$ dziki'

Sucha masa 48,120 36,2+34
Biatko ogotem Nog X 6,25 21 £1,4 229+24
Popiot 2,5+0,3 15+0,1
Thuszez 28+14 8,6+0,1

! Wyniki sa $rednig z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

W przypadku tososi hodowlanych ponad potowe masy surowca stanowi woda,
natomiast blisko 30% masy to ttuszcz. Mozna wigc stwierdzi¢, ze skory tososi hodowlanych,
jako odpady po odskérzaniu mechanicznym sg dobrym materiatem do odzysku oleju rybnego.
Ze wzgledu na specyfike mechanicznego odskorzania lososi, powstajace skory zawieraja
podskorng tkanke tluszczowa oraz stosunkowo duzo tkanki mig$niowej. Olej pochodzi
faktycznie nie z samej skory ryby, ale z tkanek do niej przylegajacych.

Skory lososi dzikich zawieraja znacznie mniej tluszczu — o ok. 70%, za$ zawarto$¢
biatka jest podobna jak w skorach tososi hodowlanych. Podobng zalezno$¢ stwierdzili
Hamilton i in. (2005) badajac odskdrzane filety z tososi — zawarto$¢ lipidow w migsie tososia
hodowlanego (16,6%) byta wigksza niz w migsie lososia dzikiego (6,4%). Poniewaz
zawarto$¢ tluszczu zwigzana jest $cisle ze stadium rozwojowym ryby, moze to by¢ glowna
przyczyna rdznic pomiedzy zawartoscig ttuszczu w tkankach tososi dzikich i hodowlanych.
Ponadto ryby hodowlane sg regularnie karmione specjalng odzywcza pasza i w zwigzku z tym
nie muszg korzysta¢ z rezerw thuszczowych, mogg natomiast odktada¢ nadmiar sktadnikow

energetycznych w postaci thuszczu. W naturalnym s$rodowisku dzikie tososie nie majg tak
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fatwego dostepu do wysokokalorycznego pozywienia a takze zuzywaja thuszcz w trakcie
wedrowki na tarto.
Analiza sktadu KT (Tabela 8) wskazuje, ze w oleju ze skor tososi nienasycone kwasy

thuszczowe stanowig okoto 80% catkowitej zawartosci KT.

Tabela 8. Sktad kwasow thuszczowych w oleju ze skor tososi hodowlanych i dzikich

Kwas thuszczowy Olej ze skor tososia

dzikiego'  hodowlanego®

C14:0 3,2+0,0 3,9+0,0
C 15:0 0,3+0,0 0,3+0,0
C 16:0 15,0+0,1 11,9+0,0
C17:0 0,1+0,0 0,5+0,0
C18:0 2,5+0,1 2,5+0,0
C 20:0 0,0+0,0 0,5+0,0
YSAFA 21,1+0,0° 18,6+0,0°
Cc14:1 0,1+0,0 0,1+0,0
c16:1 0,4+0,0 0,240,0
C 16:1n-7 4,0+0,0 4,7+0,0
c17:1 0,5+0,0 0,4+0,0
C18:1n-9 23,0+0,2 22,7+0,1
C18:1n-7 2,5+0,0 2,840,0
C20:1n-9 1,2+0,1 4,9+0,1
C22:1n-11 0,0+0,0 4,14+0,0
C22:1n-9 0,2+0,0 0,6+0,0
C24:1 1,1+0,0 0,6+0,0
YMUFA 33,0+0,0° 41,1+0,0°
C18:2n-6 4,5+0,0 6,8+0,0
C 18:3n-3 2,8+0,0 2,7+0,0
C 18:4n-3 1,8+0,0 1,4+0,0
C20:2n-6 0,9+0,0 0,7+0,0
C20:3n-6 0,1+0,0 0,2+0,0
C20:3n-3 0,4+0,0 0,3+0,0
C 20:4 n-6 0,6+0,0 0,7+0,0
C 20:4 n-3 2,0£0,0 1,4+0,0
C 20:5n-3 6,4+0,1 7,8+0,0
C22:5n-3 3,2+0,0 3,7+0,0
C22:6n-3 17,7+0,2 9,1+0,0
*PUFA 40,4+0,1° 34,8+0,0°
EPA+DHA 24,1+0,1° 16,9+0,0"

! Wyniki sg $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe



SAFA zaréwno w oleju ze skor tososi hodowlanych jak i dzikich stanowig jedynie ok.
20%. W najwigkszej ilosci wsrod SAFA wystepuje kwas palmitynowy C16:0, natomiast
wsrod MUFA - kwas oleinowy (C18:1). Zawartos¢ MUFA byla mniejsza w oleju ze skor
ososi dzikich o ok. 20%, a jednoczes$nie zawarto§¢ PUFA byla wyzsza niz w oleju ze skor
tososi hodowlanych. Gléwnymi sktadnikami frakcji PUFA byly kwasy EPA i DHA, przy
czym lipidy skor tososia hodowlanego zawieraty jedynie 17% tych kwasow thuszczowych,
podczas gdy lipidy skor tososia dzikiego - 24%.

Z drugiej strony Blanchet i in. (2005) wykazal, ze zawartos¢ EPA + DHA byla okoto
17% wyzsza W lipidach migsa tososi hodowlanych niz dzikich. Roéznice moga by¢
spowodowane tym, ze zawartos¢ ttuszczu i sktad KT ryby zalezy od pory roku, co z kolei jest
Scisle zwigzane z rozmnazaniem i tartem. Dlatego tez, jezeli w badaniach wykorzystano ryby
w roznych stadiach rozwoju, wyniki moga by¢ rézne. Blanchet i in. (2005) podkreslali
réwniez fakt, ze badane lipidy pochodzity wylacznie z tkanki mig$niowej, bez udzialu
thuszczu z tkanki podskornej 1 krezki otrzewnej, a wigc odmiennego surowca niz skory tososi.

W Tabeli 9 przedstawiono wyniki oznaczen podstawowych wyrdznikow jakosci oleju
ze skor lososi wyekstrahowanym metoda Soxhleta. Podczas gdy LOO w oleju ze skor tososi
hodowlanych byta bardzo niska, w oleju uzyskanym ze skor tososi dzikich byta kilkadziesiat
razy wigksza 1 przekraczala znacznie poziom zawartosci nadtlenkow, przy ktorym olej mozna
by uzna¢ jako zdatny do spozycia. Rowniez LK byta o ok. 6 razy wicksza w oleju ze skor
tososi dzikich. Tak wysokie wartosci LOO oraz LK mogty by¢ spowodowane tym, ze skory
tososi dzikich pochodzily przypuszczalnie z ryb przechowywanych zamrazalniczo, natomiast

tososi hodowlanych — ze $wiezego surowca.

Tabela 9. LOO i LK olejow ze skor tososi ekstrahowanych metodg Soxhleta

LOO* LK
Olej ze skor tososi [MEq O./kg] [mg KOH/g]
hodowlanych 0,88 £ 0,01 0,98 £ 0,02
dzikich 76,42 + 0,67 6,77 £ 0,11

! Wyniki sg $rednia z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe

4.1.2 Okreslenie wplywu warunkow wydobywania oleju ze skér lososi hodowlanych na

wydajnos¢ i jakos¢ produktu.

We wstepnych eksperymentach ustalono wielko$¢ reprezentatywnej probki do badan.

Stwierdzono, ze najmniejsza proba, ktora pozwala na uzyskanie powtarzalnych wynikow to
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ok. 100g doktadnie wymieszanego surowca. Przy mniejszych probach (50 i 25g)
wystepowaty duze rozrzuty wynikéw, mimo ujednolicenia surowca.

Stwierdzono, ze olej izolowany z surowca metodg ,,na gorgco” (z ogrzewaniem pulpy
zhomogenizowanej skory z wodg do 95°C) ma stosunkowo wysoka LOO i LK, natomiast jest
uzyskiwany z dobra wydajnoscig (Tabela 10). Metod¢ ,na gorgco” wybrano jako
odpowiednik procesu przemystowego, gdzie stosowane sg do$¢ wysokie temperatury podczas

wydobywania oleju.

Tabela 10. Charakterystyka oleju izolowanego ze skor ,,na gorgco”

wydajno$é LOO* LK?!
[%] [MEqO./kg] [mgKOH/g]
91,1+0,4 9,2+0,6 1,34+0,03

! Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

W nastgpnym etapie podjeto probe opracowania nowej metody ekstrakcji, ktoéra
pomijataby ogrzewanie pulpy, aby tym samym zapobiec przemianom oksydatywnym w
gotowym produkcie. Zamrozony, rozdrobniony surowiec homogenizowano (wariant A) lub
tylko mieszano z wodg (wariant B) o temperaturze 50°C (temperatura mieszaniny nie
przekraczata 15°C). Mieszaning skor i wody wirowano i po oddzieleniu czesci statych
otrzymywany supernatant ogrzewano do temperatury 50°C celem denaturacji biatek i
ponownie go wirowano, aby oddzieli¢ olej. W przypadku surowca homogenizowanego nawet
po wirowaniu nie uzyskano pelnego rozdzielenia oleju od fazy wodnej i innych sktadnikow, a
oddzielona frakcja olejowa zawierala zanieczyszczenia w postaci zdenaturowanych biatek.
Jest to spowodowane tym, ze uwolnione z blon podczas homogenizacji fosfolipidy sprzyjaja
tworzeniu emulsji i wigzg krople thuszczu, uniemozliwiajac tym samym ich oddzielenie od
reszty supernatantu. Wydajno$¢ odzyskiwania oleju z homogenizowanej proby wynosita tylko
37% (Rysunek 17). Natomiast odzysk oleju z rozdrobnionego surowca mieszanego z woda
wynosit az 84%.

Nastepnie sprawdzono, czy konieczne jest ogrzewanie supernatantu uzyskanego w

poprzednim etapie procesu (wariant C).
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Rysunek 17. Wptyw mieszania oraz homogenizacji na wydajno$¢ odzysku oleju ze skor. Wariant A (=) — skory
homogenizowane z woda, supernatant ogrzewany, wariant B (=) — skory mieszane z wodag,
supernatant ogrzewany, wariant C (m) - skory mieszane z wodg, supernatant nieogrzewany

Wiyniki sg $rednig z czterech oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Kazda operacja ogrzewania z punktu widzenia przemyslowego jest bardzo
energochtonna i ze wzgledu na koszty pozadane jest, aby uzyskiwac¢ zadowalajace wydajnosci
produktow przy jednoczesnym jak najmniejszym zuzyciu energii. Wydajnos$¢ izolacji oleju
bez ogrzewania supernatantu wynosita ok. 80%, byta wigc tylko nieznacznie mniejsza niz w
przypadku supernatantu ogrzewanego do 50°C (Rysunek 17). Stwierdzono zatem, ze ten etap
moze by¢ pominiety w procesie ekstrakcji oleju ze skor tososia. W zwigzku z tym, ze podczas
catego procesu izolacji oleju temperatura nie przekraczata 15°C, opracowang procedure
nazwano metoda odzysku ,,na zimno”. W dalszym etapie pracy dokonano optymalizacji tej
metody, aby uzyskiwac jak najlepsza wydajno$¢ i jakos¢ oleju.

Okreslono wplyw czasu mieszania surowca z wodg w proporcjach 1:1 (w/v).
Temperatura mieszaniny nie przekraczata 15°C, réwniez po 15 minutach procesu. Juz po 1
minucie mieszania wydajnos¢ ekstrakcji oleju byla bardzo duza i1 wynosita ok. 83%.
Wydhuzenie czasu mieszania do 15 minut powodowato zmniejszenie wydajnosci do 80%
(Rysunek 18). Przypuszczalnie w tych warunkach tworzyla si¢ bardziej trwata emulsja.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze nawet bardzo krotkie mieszanie, nie przekraczajace 1 minuty,

Jjest wystarczajace do otrzymywania oleju ze skor z duzg wydajnos$cia.
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Rysunek 18. Wptyw czasu mieszania surowca z woda na wydajno$¢ odzysku oleju ze skor

Wiyniki sg $rednig z czterech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

W kolejnym etapie sprawdzono wptyw czasu i predkosci wirowania mieszaniny na

wydajnos¢ odzysku tluszczu. Stwierdzono, ze juz po 2 minutach wirowania w 15°C przy

8000 obr/min lub po 10 minutach przy 6000 obr/min wydajnos¢ oleju wynosi 83-84%

(Rysunek 19 i Rysunek 20).

r?\ 100 n
i
2, 80
5
o
i T
2 60 T
2
S 40 ~
o
Q
i3 20 -
£,
]
S 0
= 1

2

czas wirowania [min]

5

10

15

Rysunek 19. Wplyw czasu wirowania mieszaniny surowca z wodg na wydajno$¢ odzysku oleju ze skor

(predkos¢ wirowania: 8000 obr/min)

Wiyniki sg §rednig z czterech oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Po wirowaniu ponizej tej predkosci odzysk oleju jest duzo mniejszy, poniewaz

pozostaje on zemulgowany w warstwie wodnej, a przy 1000 obr/min rozdziat w ogdle nie jest

mozliwy (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Wptyw predkosci wirowania mieszaniny surowca z woda na wydajnos¢ odzysku oleju ze skor.
(czas wirowania: 10 minut)

Wyniki sg $rednig z czterech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

4.1.3 OKkreslenie jakoSci i skladu kwaséw thuszczowych oleju izolowanego ze skor lososi

Sprawdzono wplyw czasu mieszania surowca z wodg oraz czasu wirowania uzyskanej
mieszaniny na zawarto$¢ pierwotnych produktow utleniania kwasoéw tluszczowych oraz
produktow hydrolizy w otrzymywanym oleju. W badanym zakresie czasu (1-15 minut) nie
wykazano znaczacych roznic w wartosci LOO oraz warto$ci LK (Tabela 11). Prowadzenie
procesu ekstrakcji oleju w niskich temperaturach i przez krotki czas, chroni lipidy przed

utlenianiem.

Tabela 11. Wartosci liczby nadtlenkowej i liczby kwasowej w zalezno$ci od warunkow wydzielania lipidow ze

skor tososi

Warunki wydzielania lipidow LOO [mEq O,/kg]* LK [mg KOH/g]*

Czas mieszania surowca z wodgw temperaturze <15°C [minuty]

1 0,75+ 0,02 1,05+ 0,02
5 0,80 + 0,05 1,06 + 0,02
10 0,75+ 0,04 1,09+ 0,01
15 0,78 £ 0,02 1,05+ 0,02
Czas wirowania mieszaniny w 20°C [minuty]

1 0,80 + 0,04 1,08 £ 0,04
5 0,75 £ 0,06 1,04 £ 0,02
10 0,75 £ 0,04 1,05+ 0,01
15 0,76 + 0,02 1,05+ 0,02
Ekstrakcja Folcha 0,80+0,1 0,43+0,01

! Wyniki sa $rednig z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.
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Poréwnano réwniez sktad kwaséw tluszczowych w oleju uzyskanym za pomoca
ekstrakcji Folcha i izolacji oleju ,,na zimno” poprzez mieszanie surowca z woda. Wyniki

umieszczono w Tabeli 12.

Tabela 12. Sktad kwasow ttuszczowych w oleju uzyskanym ze skor tososia roznymi metodami

Kwas tluszczowy Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych [%]"
Ekstrakcja chemiczna Ekstrakcja ,,na
Folcha zimno”
14:0 3,9+0,0 41402
14:1 0,1+0,0 0,1+0,0
15:0 0,3+£0,0 0,3+0,0
16:0 10,9+0,0 11,4+£0,5
16:1 0,2+0,0 0,2+0,0
16:1 n-7 4,7+£0,0 4,7+0,3
17:0 0,5+0,0 0,5+0,0
17:1 0,4+0,0 0,4+0,0
18:0 2,5+0,0 2,5+0,0
18:1n-9 22,7+0,1 23,4+£0,6
18:1n-7 2,8+0,0 2,9+0,1
18:2 n-6 6,8 +0,0 7,1£0,2
18:3 n-3 2,7+0,0 2,8+0,2
18:4 n-3 1,4+£0,0 1,4+0,0
20:0 0,5+ 0,0 0,5+ 0,0
20:1n-9 4,9+0,1 5,0+0,1
20:2 n-6 0,7+ 0,0 0,7+0,0
20:3n-6 0,2+ 0,0 0,2+0,0
20:4 n-6 0,7+ 0,0 0,6 +£0,0
20:3 n-3 0,3+0,0 0,3+0,0
20:4 n-3 1,4+0,0 1,4+0,1
20:5 n-3 (EPA) 7,8 0,0 7,3+ 0,4
22:1n-11 4,1+0,0 42+0,1
22:1n-9 0,6 +0,0 0,7+0,0
22:5n-3 3,7+ 0,0 3,4+0,5
22:6 n-3 (DHA) 9,1+0,0 8,4+0,3
24:1 0,6 +0,0 0,6 +0,0
Inne 55 5,2

Y Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych prob+ odchylenie standardowe



LOO olejow izolowanych ,na zimno” ze skoér (bez uzycia rozpuszczalnikoéw
organicznych) byla zblizona jak w oleju uzyskanym metoda ekstrakcji Folcha. Natomiast LK
byta o ok. 60% wigksza niz w oleju ekstrahowanym rozpuszczalnikami. Pomimo to, wartos$ci
LK w oleju izolowanym eksperymentalng metodg ,,na zimno” sg bardzo niskie i1 nie
przekraczaja dopuszczalnych norm.

Olej otrzymywany metoda ,,na zimno” nie wykazuje znaczacych roéznic w skladzie
kwasow tluszczowych w stosunku do oleju otrzymanego w wyniku ekstrakcji
rozpuszczalnikami organicznymi. Zawarto$¢ kwaséw EPA i DHA, ktére sg szczegdlnie
pozadane do wytwarzania preparatow farmaceutycznych (suplementow diety) jest jedynie o
ok. 10% mniejsza niz w przypadku ekstrakcji Folcha.

Uzyskane wyniki wskazuja, Ze metoda ekstrakcji ,,na zimno” nadaje si¢ do
pozyskiwania oleju rybnego o wilasciwym mu charakterystycznym sktadzie kwasow
thuszczowych, a co jest szczegélnie istotne, nie prowadzi do zmian oksydacyjnych i

hydrolitycznych.

4.1.4 Oznaczenie strat kolagenu (hydroksyproliny) w surowcu podczas ekstrakcji oleju

ze skor lososi

Pozostatosci skor po izolacji oleju moga postuzy¢ jako surowiec do otrzymywania
zelatyny rybnej, ktora nastgpnie zostataby wykorzystana do mikrokapsutkowania oleju. Jest to
sposOb na kompleksowe zagospodarowanie skor pochodzacych z mechanicznego odskorzania
lososi hodowlanych, bowiem z tego samego surowca jest najpierw odzyskiwany olej, a
nastepnie zelatyna. Sprawdzono, czy w wyniku zastosowanej procedury wydobywania oleju
moga nastgpowac straty kolagenu. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze
zawarto$¢ kolagenu w pozostatosci po izolacji oleju jest na tym samym poziomie, co W

skorach wyjsciowych (Tabela 13).

Tabela 13. Zawarto$¢ kolagenu w surowcu przed i po ekstrakcji oleju

surowiec Zawarto$¢
kolagenu
Hypx14,7

Przed ekstrakcja oleju 19,842,8

Po ekstrakcji oleju 19,6+6,4

Wiyniki sg $rednig z sze$ciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Ponadto izolacja thuszczu jednoczesnie prowadzi do wstgpnego 0czyszczenia surowca
kolagenowego. W innym przypadku surowiec, czyli skory, nalezy oczysci¢ regcznie z resztek
migsa 1 thuszczu przed przystgpieniem do ekstrakcji zelatyny. Wyniki te wskazuja, ze istnieje
potencjalna mozliwo$¢ otrzymania w jednym procesie technologicznym, z dobrg

wydajnoscia, obu pozadanych produktow: oleju rybnego i zelatyny.

4.2 WPLYW PRZECHOWYWANIA SKOR LOSOSI NA JAKOSC OTRZYMANEGO
OLEJU

Po ustgpieniu stezenia po$miertnego tkanki ryb sa doskonalym zrodtem wegla i azotu
dla mikroorganizmow. Rozwijajace si¢ drobnoustroje powoduja niekorzystne zmiany
surowca. Dlatego tez, szczegdlne znaczenie dla jakosci finalnych produktow ma temperatura
oraz czas przechowywania surowcow rybnych. Skéry ryb, jako odpad z produkcji, zazwyczaj
nie sa tak starannie chtodzone jak ryby przeznaczone na rynek zywno$ciowy, a z powodu
zastrzezen zdrowotnych ogranicza si¢ ich utrwalanie za pomoca $rodkéw chemicznych.
Najkorzystniej jest oczywiscie przetwarza¢ $wieze odpady na inne, warto§ciowe produkty
bezposrednio w zakladzie przetwdrstwa ryb, jednakze najcze¢$ciej nie jest to mozliwe. Wiele
przetworni ryb i1 surowcow pochodzenia morskiego nie zajmuje si¢ przetwarzaniem odpadow,
jedynie przekazuje je dalej do innych wyspecjalizowanych zaktadéw, np. wytwoérni maczek
paszowych. Dobrym rozwigzaniem wydaje si¢ mrozenie surowcow, jednakze nawet w
temperaturze ponizej 0°C nie mozna wykluczy¢ niekorzystnych chemicznych 1
enzymatycznych przemian ich sktadnikéw, w tym lipidow. W kolejnym etapie pracy podjeto
wiec badania nad wplywem czasu przechowywania zamrozonego surowca oraz jego
rozdrobnienia na jako$¢ otrzymywanego oleju. Celem bylo okreslenie optymalnych
warunkoéw przechowywania skor, ktére gwarantowatyby dobrg jakos$¢ otrzymywanego z nich

oleju, tak aby mogt on zosta¢ wykorzystany do celoéw spozywczych.

4.2.1 Liczba nadtlenkowa

Rysunek 21 przedstawia zmiany liczby nadtlenkowej olejow wyizolowanych ze skor
rozdrobnionych oraz ze skor nierozdrobnionych przechowywanych w warunkach
zamrazalniczych.

W obu przypadkach zaobserwowano, ze pomimo przechowywania surowca w

temperaturze -20°C, zachodzily w nim przemiany oksydacyjne, a LOO olejow po czasie
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zaleznym od formy surowca, przekroczyly dopuszczalne wartosci, czyli 15 mEQqO,/kg oleju
(wedlug Codex Alimentarius). Swiadczy to o znacznym pogorszeniu jakosci oleju; wowczas
staje si¢ on nieprzydatny do spozycia. Lipidy w mrozonych surowcach rybnych utleniajg si¢
wskutek autooksydacji jak rowniez w wyniku reakcji enzymatycznych. W oleju ze skor
przechowywanych w stanie nierozdrobnionym liczba nadtlenkowa osiggngta wartosci
powyzej 15 mEQO,/kg po 110 dniach przechowywania. Zas w oleju ze skor rozdrobnionych,
proces utleniania przebiegal szybciej, liczba nadtlenkowa przekroczyta 15 mEQO./kg po 70
dniach przechowywania.

Zwigkszenie szybko$ci utlenienia w oleju izolowanym ze skor rozdrobnionych
zwigzane jest najprawdopodobniej z lepszym dostepem tlenu niz w przypadku catych skor.
Rozdrobnienie surowca sprzyja takze wigkszej dostgpnosci do substratu enzymow
endogennych pochodzacych z migsa lub wydzielanych przez bakterie psychrofilne bytujace

na skorze ryb, a takze utatwia kontakt lipidow z metalami ci¢zkimi, ktore sg obecne w skorze

ryby.

. /
. pd //
_

10 //
0 p—u—t1

0 25 50 75 100 125 150
czas [dni]

y

LOO [mEqO,/kg ttuszczu]

Rysunek 21. Zmiany liczby nadtlenkowej olejow: wyizolowanego ze skor rozdrobnionych (m) oraz ze skor
nierozdrobnionych (e) przechowywanych w -20°C
Wyniki sg $rednig z trzech oddzielnych prob+ odchylenie standardowe

Uzyskane wyniki wskazuja, ze aby surowiec mogt zosta¢ wykorzystany do
wytwarzania wysokiej jakosci oleju (0 niskiej LOO), nalezaloby go przechowywac¢ w formie

nierozdrobnionej i nie dtuzej niz ok. 100 dni, przed przystgpieniem do odzyskiwania oleju.
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4.2.2 Liczba kwasowa

Poczatkowo, podczas zamrazalniczego przechowywania skor LK zawartego w nich
oleju ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie, niezaleznie od formy surowca, przez okres do
20 dni przechowywania (Rysunek 22) a nastgpnie zaczeta wzrasta¢. Na skutek zniszczenia
lizosomow podczas zamrazania zostaja uwolnione enzymy, ktore zwigkszaja szybkos¢
uwalniania kwasow thuszczowych. Chociaz rozdrobnienie, obok gatunku i1 biologicznego
stanu ryby, moze by¢ jednym z czynnikow wplywajacych na szybko$¢ hydrolizy w
warunkach zamrazalniczych, to jednak nie stwierdzono duzych réznic pomigdzy LK olejow
izolowanych ze skor rozdrobnionych i przechowywanych w catosci (cho¢ sa one istotne
statystycznie). Zarowno w przypadku lipidow izolowanych ze skoér rozdrobnionych, jak i
przechowywanych w catosci, warto$ci liczb kwasowych nie przekroczyty 2 mg KOH/kg
thuszczu nawet po ok. 135 dniach przechowywania — sg to bardzo mate wartosci §wiadczace o

niewielkim stopniu hydrolizy oleju.
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Rysunek 22. Zmiany liczby kwasowej olejow: wyizolowanego ze skor rozdrobnionych (m) oraz ze skor
nierozdrobnionych (e) przechowywanych w -20°C

Wiyniki sg $rednig z trzech niezaleznych oznaczen + odchylenie standardowe

4.2.3 Zawartos$¢ dienéw i trienéw o sprzezonym ukladzie wigzan podwojnych

Zaréwno w oleju ze skor catych jak i rozdrobnionych ma miejsce wzrost zawartosci
dienbw o sprz¢zonym ukladzie wigzan podwojnych w czasie zamrazalniczego
przechowywania (Tabela 14 i Tabela 15).

Kwasy o wigzaniach sprzezonych, tworzace si¢ z kwasoOw o wigzaniach izolowanych,

sg pierwszymi produktami procesu utleniania (Tynek 1 Drozdowski, 1998), ktore moga ulegac
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dalszej degradacji do aldehydow i ketonow. Powstawanie uktadow sprz¢zonych zwigzane jest
z przesunigciem podwdjnego wigzania w nastepstwie mezomerii gdy autooksydacji ulegaja
kwasy polienowe o strukturze pentadienowej. Poniewaz rodnik powstaty przy weglu
metylenowym nie jest stabilny, w wyniku przegrupowania elektronéw tworza si¢ uklady
dwoéch lub trzech sprzgzonych wigzan podwdjnych. Stwierdzono dos$¢ dobra korelacje

pomiedzy zawarto$cig dienéw a warto$cig LOO (Shahidi i in. 1994, Wanasundara i in. 1995).

Tabela 14. Zmiany w zawarto$ci diendw o sprz¢zonym uktadzie wigzan podwojnych w oleju izolowanym ze

skor nierozdrobnionych i rozdrobnionych przechowywanych w -20°C

Zawarto$é dienow w oleju izolowanym ze skor [%6]"

Czas przechowywania [dni] nierozdrobnionych rozdrobnionych
0 0,328 +0,016" 0,328 +0,011

17 0,418 0,006 0,356 +0,002%

45 0,390 £0,019 0,395 + 0,029"°

73 0,444 +0,021° 0,441 0,007

94 0,369 +£0,042°% 0,469 +£0,007°°

129 0,453 0,028 0,509 +0,0115

Y Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-d) oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)

Do okoto 94 dni przechowywania nie obserwowano wigkszych roznic pomiedzy
zawartoscig diendw w oleju ze skor rozdrobnionych jak i nierozdrobnionych. Ponadto, w
obydwu formach surowca warto$¢ ta lekko wzrastala. Po 94 dniach wyraznie widaé, ze
zawartos¢ diendbw w oleju ze skoér rozdrobnionych jest wigksza niz w oleju ze skor
przechowywanych w cato$ci. Po 129 dniach przechowywania rdznica ta wynosita ok. 12%
(Tabela 14). Wigksza zawarto$¢ diendow moze $wiadczy¢ o szybszym postepie utleniania
lipidow, co znajduje réwniez potwierdzenie w prezentowanych wczesniej wynikach
oznaczania LOO.

W oleju wyizolowanym ze skoér przechowywanych w calo$ci nie zauwazono
widocznych zmian zawarto$ci triendw o sprz¢zonym ukladzie wigzan podwojnych
(Tabela 15).

Podobnie, az do 73 dni zawarto$¢ triendw w oleju ze skor rozdrobnionych byta na
zblizonym poziomie, co w oleju ze skor przechowywanych w calosci. Po 94 dniach
przechowywania rozdrobnionych skor zawartos¢ triendw zmniejszyta si¢ do zera (Tabela 15),

prawdopodobnie wskutek ich przeksztatcenia do innych, wtérnych produktow oksydac;i.
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Tabela 15. Zmiany w zawartoéci triendow o sprzezonym uktadzie wigzan podwdjnych w oleju izolowanym ze

skor nierozdrobnionych i rozdrobnionych przechowywanych w -20°C

Zawarto$¢ trienéw w oleju izolowanym ze skér [%6]*

Czas przechowywania [dni] nierozdrobnionych rozdrobnionych
0 0,0005 +£0,0004" 0,0005 +£0,0004"
17 0,0005 +£0,0004" 0,0007 £0,0004"
45 0,0005 £0,0004"* 0,0007 £0,0004"
73 0,0009 £0,0008" 0,0007 £0,00074%®
94 0,0007 £0,0000? 0,0000 +0,0000%"
129 0,0010 +£0,0008" 0,0000 +0,00005°

Y Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych préb + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-b) oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)

Nalezy mie¢ réwniez na uwadze fakt, ze spektrofotometryczne oznaczanie zawarto$ci
dienow 1 trienéw, cho¢ jest prosta, szybka metoda wykazuje mniejsza czulo$¢ niz pomiar
LOO (Antolovich i in. 2002).

4.2.4 Sklad kwaséw tluszczowych

Na podstawie analizy chromatograficznej stwierdzono, ze w oleju ze skor
rozdrobnionych przechowywanych w -20°C sktad kwasow tluszczowych ulegat niewielkim

zmianom (Tabela 16).

Tabela 16. Sktad KT oleju wyizolowanego ze skor rozdrobnionych przechowywanych w -20°C

kwasy czas przechowywania [dni]
thuszczowe
[%6]" 0 10 24 52 80 108 136
SAFA 22,5+0,0% 21,6+0,1° 23,040,3° 22,6+0,5% 22,0+1,0® 23,0+0,0° 21,8+0,4®
MUFA 37,0+0,0° 36,1+0,6% 37,3x1,0° 38,10,5" 38,11,1° 36,8+0,0° 36,2+0,1°
PUFA 27,1+0,0° 29,6+0,9° 26,9+0,1° 27,8+1,1° 30,7+0,9° 29,7+0,0° 29,7+0,0°
n-3+n-6 14,0+0,0°% 16,9+0,5" 13,6+0,6 14,4+1,6% 17,3+0,5° 16,5+0,0° 17,4+0,5°
EPA 5,4+0,0° 6,5+0,2° 5,9+0,0° 5,8+0,4%® 6,7+0,2° 6,4+0,0° 6,6+0,1°
DHA 6,120,0° 7,3+0,2° 5,540,442 6,0+0,8° 7,5+0,2° 7,120,0° 7,240,2°

Roézne indeksy w wierszach oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)

L Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych préb + odchylenie standardowe

83



Przyktadowy chromatogram zamieszczono na Rysunku 23. Ponadto, pomimo
stwierdzonych réznic istotnych statystycznie, nie zaobserwowano regularnej prawidlowosci w

zmianach ich sktadu w trakcie przechowywania surowca.

Rysunek 23. Przyktadowy chromatogram z analizy oleju otrzymanego ze skor rozdrobnionych

Pomimo, ze sktad kwaséw tluszczowych nie odzwierciedla ich bezwzglednej
zawartoSci w surowcu, gdyz przemiany jednej grupy skutkuja zmianami udzialu
procentowego pozostatych grup w catej puli kwaséw obecnych w oleju, mozna jednakze na
podstawie analizy danych zawartych w Tabeli 16 stwierdzi¢, ze podczas przechowywania

surowca nie nastepuja straty EPA i DHA.

4.3 WPLYW WARUNKOW PRZECHOWYWANIA OLEJU NA JEGO JAKOSC

4.3.1 Liczba nadtlenkowa
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Rysunek 24. Zmiany liczby nadtlenkowej oleju przechowywanego w temperaturach pokojowej (m) i 4°C (o)

Wyniki sa $rednia z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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W przypadku oleju przechowywanego w temperaturze pokojowej liczba nadtlenkowa
rosta bardzo szybko, juz po tygodniu przekroczyta warto$¢ dopuszczalng czyli 15 mEqO./kg
thuszczu (Codex Alimentarius). W oleju przechowywanym w temperaturze 4°C proces ten
przebiegal nieco wolniej, i dopiero po okoto 2 tygodniach przechowywania olej osiggnat
wartosci LOO $wiadczace o jego zlej jakosci (Rysunek 24). Z drugiej jednak strony zmiany
oksydacyjne w przechowywanym chiodniczo oleju z tososia byly wigksze niz w oleju z

makreli przechowywanym w tej samej temperaturze (Boran 2006).

4.3.2 Liczba kwasowa

Obserwowano tylko nieznaczne zmiany LK podczas przechowywania oleju w obu
badanych temperaturach, przy czym podczas przechowywania oleju w 4°C zawartos¢
wolnych kwasow tluszczowych byla nieco mniejsza niz w temperaturze pokojowej
(Rysunek 25).
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Rysunek 25. Zmiany liczby kwasowej oleju przechowywanego w temperaturach pokojowej (m) i 4°C (o)

Wyniki sa $rednia z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Po 63 dniach przechowywania olejow nie zostaty przekroczone dopuszczalne wartosci

LK, czyli 4 mg KOH/kg tluszczu (wg Codex Alimentarius).
4.3.3 Zawarto$¢ wtornych produktéow utlenienia
Zawartos¢  wtornych  produktéw utleniania  wierniej oddaje  sensoryczng

charakterystyke oleju niz zmiany liczby nadtlenkowej. Test TBA jest czgsto uzywany do

oceny jakos$ci 1 stopnia przemian oksydatywnych zywnosci, pomimo takich ograniczen jak

85



brak specyficznosci i czutosci (Heras 1 in. 2003); wiele innych substancji moze reagowac z
kwasem tiobarbiturowym 1 przyczyniaé si¢ do przeszacowania wyniku. Pomimo tych
niedogodnosci test TBA nadaje si¢ do oceny postepu procesu utleniania, zwlaszcza na
zasadzie porownywania wynikow dla poszczegolnych prob w czasie.

W Tabeli 17 przedstawiono zmiany zawarto$ci wtornych produktéow utleniania (w
przeliczeniu na aldehyd malonowy) podczas przechowywania olejow w temperaturach:
pokojowej 1 4°C.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze juz po 7 dniach przechowywania
w temperaturze pokojowej zawartos¢ wtornych produktow utleniania wzrosta ok. 3,5 razy.
Podczas dalszego przechowywania, do 9 tygodni, zawarto$¢ wtornych produktéw oksydacji

utrzymywala si¢ na zblizonym poziomie (Tabela 17).

Tabela 17. Zawarto$¢ wtornych produktow utlenienia w oleju przechowywanym w temperaturze pokojowe;j i
4°C

MDA [mmol/kg oleju] *

temperatu ra
Czas przechowywania [dni] pokojowa 4°C
0 0,75+0,15™ 0,75+0,15™
7 2,57+0,45"° 1,0240,215®
14 2,60+0,02° 1,2440,235%®
21 2,70+0,05"° 2,01+0,008
28 2,28+0,28"° 1,890,344
35 2,77+0,39%° 1,35+0,145
63 2,77+0,42"° 1,570,348

Y Wyniki sa $rednig z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-d) oznaczaja roznice istotne statystycznie (p<0,05)

W oleju przechowywanym w temperaturze 4°C powstawanie wtornych produktow
utlenienia przebiegato wolniej (Tabela 17). Po 21 dniach zawarto$¢ wtérnych produktow
utleniania byta ponad dwukrotnie wigksza niz w oleju wyjsciowym, a nastepnie utrzymywata
si¢ w na podobnym poziomie. Po uptywie 35 dni zawarto$§¢ wtornych produktow utleniania
byta 2-krotnie mniejsza niz w oleju przechowywanym w temperaturze pokojowej i tendencja
ta utrzymywala si¢ w pozostatym okresie przechowywania prob. Warto$ci wskaznika TBA
podczas przechowywania oleju w temperaturze chtodniczej byly tez nizsze niz stwierdzone
przez Boran i in. (2006) w oleju z makreli przechowywanym w podobnych warunkach.

Wynikéw tych nie mozna jednak w tak bezposredni sposdb poréwnywac, poniewaz zawartos$é
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wtornych produktow oksydacji zalezy przede wszystkim od jako$ci wyjsciowego oleju i jego
pochodzenia.

Poniewaz test TBA posiada pewne wady opisane wczesniej, Wanasundara i Shahidi
(1995) zaproponowali uzycie bardziej kompleksowego parametru okreslajagcego postep

oksydacji -—twz. TotoxTBA (odpowiednik Totox):

TotoxTBA =2LO0O + TBA

Wskaznik ten pozwala szacunkowo oceni¢ catkowity stopien utlenienia lipidow: zaréwno
pierwotnych jak i wtornych produktow oksydacji.
W Tabeli 18 przedstawiono obliczone wartosci wskaznika TotoxTBA w trakcie

przechowywania oleju otrzymanego ze skor w temperaturze pokojowej 1 4°C.

Tabela 18. Zmiany wartos$ci wskaznika TotoxTBA oleju przechowywanego w temperaturze pokojowej i 4°C

TotoxTBA
temperatura

Czas przechowywania [dni] pokojowa® 4°C?
0 2,97 2,97
7 33,49 11,66
14 69,08 32,94
21 99,88 35,85
28 111,78 58,39
35 134,49 69,37
42 153,95 81,03
56 196,66 102,6
63 183,27 117,71

L Wyniki sa érednia z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Poniewaz wartosci LOO byty bardzo duze w poréwnaniu z wskaznikami TBA,
zawarto$¢ wtornych produktow utleniania miata niewielki wplyw na wartos¢ TotoxXTBA
(Rysunek 26 i Tabela 18). Ponadto z uwagi na specyficzny charakter TotoxTBA (m.in. brak

jednostki) nie jest mozliwe wykorzystanie analizy statystycznej wynikow do ich interpretacji.
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4.3.4 Zawartos¢ dienéw i triené6w o sprzezonym ukladzie wigzan podwojnych

Stwierdzono wzrost zawartosci diendow o sprzezonym uktadzie wigzan podwdjnych w
czasie przechowywania oleju w badanych temperaturach, jednak w oleju przechowywanym w

nizszej temperaturze byt on mniejszy (Tabela 19).

Tabela 19. Zmiany zawarto$ci dienow o sprzezonym uktadzie wigzan podwdjnych w oleju przechowywanym w

temperaturze pokojowej i 4°C

7 r . I3 1
Zawarto$¢ dienow[%0]

temperatu ra
Czas przechowywania [dni] pokojowa 4°C
0 0,514+0,005™ 0,51440,005"
7 0,608+0,027°° 0,561+0,0105%
14 0,632+0,033"° 0,585+0,019"°
21 0,714+0,007"° 0,576+0,007%°
28 0,716+0,037°° 0,706+0,0214°
35 0,751+0,0214¢ 0,694+0,0125¢
42 0,852+0,035"¢ 0,7000,0005¢
49 0,836+0,016"¢ 0,721+0,0228¢
56 0,896+0,044"¢ 0,764+0,0465°
63 0,885+0,044"¢ 0,761+0,0325¢

L Wyniki sg $rednia z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-d) oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)

Jak wynika z danych przedstawionych w Tabeli 20, zawarto$¢ triendow o sprzezonym
uktadzie wigzan podwojnych w wyizolowanym oleju byta bardzo mata 1 ponadto spadia do
zera podczas przechowywania w obu temperaturach. Moze to by¢ wynikiem rozpadu trienéw

do wtdérnych produktow utlenienia, ktore nie s3 wykrywane spektrofotometrycznie.
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Tabela 20. Zmiany zawarto$ci triendow o sprzezonym uktadzie wiazan podwdjnych w oleju przechowywanym w

temperaturze pokojowej i 4°C

Zawarto§¢ trienow [%0]"

temperatu ra
Czas przechowywania[dni] pokojowa 4°C
0 0,0009+0,0004"2 0,0009+0,0004™2
7 0,0010+0,0005"2 0,001140,0004"2
14 0,0000+0,0000"° 0,0008+0,00055
21 0,0000+0,0000"° 0,0000:£0,0000"°
28 0,0000+0,0000"° 0,0000:£0,0000"°
35 0,0000+0,0000"° 0,0000:£0,0000"°
42 0,0000+0,0000° 0,0000+0,0000”°
49 0,0000+0,0000° 0,0000+0,0000”°
56 0,0000+0,0000° 0,0000+0,0000”°
63 0,0000+0,0000° 0,0000+0,0000”°

Y Wyniki sa $rednig z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-b) oznaczajg réznice istotne statystycznie (p<0,05)

4.3.5 Zawarto$¢ barwnikéw karotenoidowych

Olej z tososia charakteryzuje si¢ intensywng pomaranczowg barwg, spowodowang
obecnoscig barwnikéw karotenoidowych. Do barwnikéw karotenoidowych migs$ni ryb
tososiowatych nalezy astaksantyna, a takze luteina, B-karoten i kantaksantyna. Temperatura,
czy produkty utlenienia nienasyconych kwasow tluszczowych, jak rowniez enzymy m.in.
lipooksygenazy, sg czynnikami katalizujgcymi rozktad barwnikow do bezbarwnych zwigzkow
karbonylowych (Sikorski 2004). Przemiany barwnikow karotenoidowych prowadza miedzy
innymi do ptowienia §wiezej barwy skory, czy migsa ryb, ktorego szybkos¢ zalezy od gatunku
ryby 1 warunkow przechowywania (Sikorski 2004, Chaijan 2005). Nawet przechowywanie
chlodnicze ryb nie zapobiega tym niekorzystnym przemianom barwnikow (Einen 2002).

Zmniejszenie zawarto$ci barwnikow karotenoidowych miato réwniez miejsce podczas
przechowywania oleju wyizolowanego ze skor tososia, przy czym proces ten zachodzit
szybciej w temperaturze pokojowej niz w temperaturze 4°C (Tabela 21). Po 63 dniach
przechowywania zawarto$¢ B-karotenu w oleju przechowywanym w temperaturze 4°C byta o

ok. 33% wigksza niz w oleju przechowywanym w temperaturze pokojowe;j.
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Tabela 21. Zawarto$¢ barwnikow karotenoidowych w oleju przechowywanym w temperaturze pokojowej i 4°C

w przeliczeniu na B-karoten

Zawarto$é B-karotenu [pg/g]’

temperatura
czas przechowywania [dni] pokojowa 4°C
0 5,35+0,05™ 5,34+0,05
7 4,16+0,29"° 5,12+0,40%
14 3,70+0,13"° 3,930,497
21 3,33+0,20" 4,11+0,285
28 3,33+0,16" 4,20+0,185°
35 3,06+0,074% 3,560,375
42 2,880,487 3,20+0,09"°
49 2,33+0,214% 3,43+0,26°5%
56 2,10+0,1149 3,520,005
63 2,55+0,36"¢ 3,33+0,13%%

! Wyniki sg $rednig z trzech oddzielnych préb + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-g) oznaczajg réznice istotne statystycznie (p<0,05)

4.3.6 Sklad kwaséw tluszczowych

Na podstawie wynikow przedstawionych w Tabelach 22 i 23 stwierdzono, ze sktad
kwasow thuszczowych ulegl jedynie nieznacznym, chociaz niekiedy istotnym statystycznie,
zmianom w trakcie przechowywania zar6wno w temperaturze chlodniczej jak i1 pokojowej, a
stosunek PUFA/SFA byt przez caty czas trwania dos§wiadczenia zblizony do 1.

Podobne wyniki otrzymali Wu i Bechtel (2008) przechowujac olej z lososia w
temperaturze 6 1 15°C. Uzyskane wyniki wskazujg, ze podczas przechowywania oleju w
badanym zakresie czasowym nie nast¢puja znaczace straty EPA 1 DHA, nawet w
temperaturze pokojowe;.

Na Rysunkach 26 i 27 zamieszczono przyktadowe chromatogramy z analiz oleju
przechowywanego w temperaturze pokojowej (Rysunek 26) i 4°C (Rysunek 27). Kolorem

czerwonym zaznaczono pik odpowiadajacy zawartosci kwasu EPA, a niebieskim — od DHA.
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Tabela 22. Sktad kwasow tluszczowych oleju przechowywanego w temperaturze pokojowej

kwasy czas przechowywania [dni]
thuszczowe
(%" 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
SAFA 27,440,5  27.4+0,9* 26,8+0.4° 272+0,5°  26,9+0,5°  26,5+0,4° 27.4+0,3%  27,1+0,1* 27,3+0,0° 27,4+04°
MUFA 30,6£0,7%  31,0£0,4%  31,3+0,3°  31,140,2°  31,0£0,1° 30,8£0,6° 30,4+0,1*  30,8+0,6° 30,9+0,0° 30,8+0,1°
PUFA 27240,4°  26,5+0,6° 27,5+£0,2° 27,240,1®  26,9+0,2® 27,1£0,0®° 26,7+0,8° 26,9+0,6° 26,3+0,0° 26,4+0,3%
PUFA/SAFA 0,99 0,97 1,04 1,01 1,00 1,02 0,98 0,99 0,96 0,96
n-3+n-6 18240,4®  17,4+0,8® 18,5+0,2° 18,140,1% 17,9+0,3® 18,240,1® 17,7+0,8® 17,8+0,6® 17,240,0° 17,3+0,4°
EPA 6,2+0,1°  6,1£0,1®  63+0,0°  62+0,0°  6,1£0,0°  62+0,0%°  6,1£02®  6,1+0,1®  6,040,0°  6,0+0,1°
DHA 9,5+0,4 8,9+0,0°  9,6+02*  94+0,0°  93+02°  95+0,1° 92405  9340,5*  89+0,0°  9,0+02°
Rézne indeksy w wierszach oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)
L Wyniki sg $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
= ‘ it } I
] T 17T [ I ] [ TT T i T T I 2|
Rysunek 26. Przyktadowy chromatogram z analizy oleju przechowywanego w temperaturze pokojowej
Tabela 23. Sktad kwasow ttuszczowych oleju przechowywanego w temperaturze 4°C
kwasy czas przechowywania [dni]
thuszczowe
961" 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
SAFA 274405 27,240,6°  26,5+0,1° 26,5403  26,4+0,4*  26,74+04*  26,8+0,6° 27,040,1* 26,7+04%  26,8+0,6°
MUFA 30,640,7°  30,9+0,3*  31,1£0,1*  30,9+0,0°  30,6+0,5*  30,740,4*  30,0+0,8 30,9+0,5° 31,040,5° 31,140,2°
PUFA 27,2404 26,8+0,3%  27,8+02° 27,4403 27,5+0,3%° 27,4+0,1% 27,9+0,4° 26,7+0,1° 26,7+0,2° 26,9+0,5°
PUFA/SAFA 0,99 0,98 1,05 1,03 1,04 1,03 1,04 0,99 1,00 1,00
n-3+n-6 182404  17,7404%  18,7+0,1®  18,4+0,3® 18,504  18,4+0,1® 19,0+0,9° 17,7+0,2® 17,7402  17,8+0,6°
EPA 6,240,1%  6,120,1*  6,3£0,0° 6303  63x0,1®  63+0,1®  64+0,2° 6,1+0,0° 6,1+0,0°  6,1+0,1®
DHA 9,5+0,4%® 9240,3  9,8+0,1®  9,6+0,2®  9.7+0,2® = 9,6+0,0°  10,1+0,8° 9,1+02%  9,1+0,2%°  9,3+04®

Roézne indeksy w wierszach oznaczaja roznice istotne statystycznie (p<0,05)

"Wyniki s $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Rysunek 27. Przyktadowy chromatogram z analizy oleju przechowywanego w temperaturze 4°C

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, Ze metoda izolacji oleju ze skor ,,na
zimno” zapewniala bardzo dobra jako$¢ wuzyskiwanego oleju. Jednakze podczas
przechowywania otrzymanego w ten sposob oleju, nawet w temperaturze 4°C, miato miejsce
szybkie powstawanie pierwotnych i wtornych produktéw oksydacji, co zwigzane jest z
wysoka zawarto$cig wielonienasyconych kwasow tluszczowych wyjatkowo podatnych na
utlenianie. Aby polepszy¢ stabilnos¢ oksydatywna, w nastepnym etapie pracy podjeto probe
wzbogacania  olejéw  dodatkami  suszonych  zi6t majacych  udokumentowane

przeciwutleniajace wlasciwosci.

4.4 WPLYW DODATKU ZIOL NA JAKOSC PRZECHOWYWANEGO OLEJU

4.4.1 Stabilnos$¢ oksydatywna

Zbadano wptyw dodatku rozmarynu, oregano oraz szatwii w zakresie stezen 0,25 —
2% na stabilno$¢ oksydatywng oleju ze skor tososi. Miarg stabilnosci byt okres indukcji
reakcji utleniania. Stwierdzono, ze juz 0,5% st¢zenie Suszonego rozmarynu w oleju wydtuza
dwukrotnie okres indukcji (do ok. 35 minut), a 0,75% ok. czterokrotnie (Rysunek 28).
Najbardziej efektywne okazato si¢ stezenie 1% rozmarynu - okres indukcji byt okoto 9 razy
dhuzszy niz w przypadku oleju bez tego dodatku. Wzrost stezenia rozmarynu do 2% nie

powodowat juz dalszego spowalniania procesu utleniania oleju.
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Rysunek 28. Krzywe termiczne utleniania oleju z dodatkiem rozmarynu: 0% (), 0,25% (m), 0,5% (A),
0,75% (m), 1% (%), 2% (o)

Suszone oregano w stezeniu 0,5% réwniez wydhluzyto okolo dwukrotnie okres
indukcji (do okoto 35 minut), jednak w wyzszych stezeniach byto mniej efektywne niz
rozmaryn (Rysunek 29). Oregano w stezeniu 1% oraz 2% wydluzyto okres indukcji
odpowiednio o okoto 5,5 (do okoto 85 minut) i 7 razy (do okoto 100 minut) w poréwnaniu do

oleju bez takiego dodatku.

3

2,5

dQ/dt [mw]

[N
I

0,5

0 50 100 150 200 250 300
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Rysunek 29. Krzywe termiczne utleniania oleju z dodatkiem oregano: 0% (), 0,25% (m), 0,5% (A), 0,75% (m),
1% (), 2% (o)
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W obecnosci suszonej szatwii w stezeniu 0,5% okres indukcji zostat wydtuzony
jedynie o okoto 35% (Rysunek 30). Najwigksza efektywnos$¢ uzyskano, gdy jej stezenie
wynosito 1% i 2% - okres indukcji wydtuzyt si¢ okoto 5-krotnie i wynosit ok. 70 minut. Taki
efekt wywierat rozmaryn juz w stezeniu 0,75%, mozna wigc stwierdzi¢, ze szatwia wykazuje
stabsze dziatanie przeciwutleniajace. Ayadi i in. (2009) badajac wptyw m.in. rozmarynu,
szatwii, 1 bazylii na stabilno$¢ oksydatywna oliwy z oliwek rowniez stwierdzili, ze sposrod

badanych zi6t najlepsze wlasciwosci przeciwutleniajace posiadal rozmaryn.

1,5 A

dQ/dt [mw]

[N
I

0 50 100 150 200 250 300

czas [min]

Rysunek 30. Krzywe termiczne utleniania oleju z dodatkiem szatwii: 0% (¢), 0,25% (m), 0,5% (A), 0,75% (m),
1% (%), 2% (o)

4.4.2 Liczba nadtlenkowa

Rysunek 31 przedstawia zmiany liczby nadtlenkowej w oleju przechowywanym z
dodatkiem rozmarynu. W temperaturze 4°C liczba nadtlenkowa utrzymywala si¢ na
zblizonym poziomie przez caly badany czas, natomiast w temperaturze pokojowej znaczaco
zwigkszyla si¢ juz po 15 dniach przechowywania (Rysunek 31), lecz w znacznie mniejszym
stopniu niz w oleju bez rozmarynu (Rysunek 32).

Po 35-dniowym przechowywaniu oleju z dodatkiem rozmarynu (w temperaturze
pokojowej i 4°C) LOO oleju byta odpowiednio ok. 6 i 13-krotnie mniejsza niz oleju bez tego
dodatku (Rysunek 32).
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Rysunek 31. Zmiany liczby nadtlenkowej oleju ze skor tososi z dodatkiem 1% suszonego rozmarynu
przechowywanego w temperaturach pokojowej (e) i 4°C (m)
Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Rysunek 32. Porownanie zmian liczby nadtlenkowej oleju ze skor tososi bez i z dodatkiem rozmarynu
przechowywanego w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C
Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe



Aktywnos¢  przeciwutleniajagca  sproszkowanego rozmarynu w  hamowaniu
autooksydacji przechowywanego oleju z ryb wykazal réwniez Tsimidou i inni (1995).
Spowolnienie oksydacji w obecnosci rozmarynu obserwowano takze w przechowywanych
olejach roslinnych réznego pochodzenia: oleju sojowym i kukurydzianym (Basaga 1997),
rzepakowym (Samotyja, Matecka 2007) oraz stonecznikowym (Hras 2000) oraz w lipidach
migsa kurczat i indykow podczas ich przechowywania w temperaturze chlodniczej i
zamrazalniczej (Szczepanik 2007).

Dodatek 1% oregano do oleju okazal si¢ nieco mniej skuteczny w ograniczaniu

proceséw oksydacyjnych niz rozmaryn o tym samym st¢zeniu.
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Rysunek 33. Zmiany liczby nadtlenkowej oleju ze skoér tososi z dodatkiem 1% suszonego oregano
przechowywanego w temperaturach pokojowej (e) i 4°C (m)

Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Jest to podobna zalezno$¢ do tej obserwowanej w przypadku stabilno$ci
oksydatywnej. Po uptywie 35 dni LOO oleju wzbogaconego o dodatek oregano,
przechowywanego w temperaturze pokojowej, osiagngta warto$¢ 17 mEQO,/kg thuszczu
(Rysunek 33). Po 5 tygodniach przechowywania prob w 4°C LOO wzrosta w stosunku do
poczatkowego poziomu, ale pomimo to byla znacznie mniejsza, niz w temperaturze
pokojowej.

Znacznie wyrazniej wida¢ przeciwutleniajacy wplyw dodatku oregano podczas
poroéwnania z olejem przechowywanym bez takiego dodatku. Zaobserwowano, ze LOO oleju
z oregano po 35 dniach przechowywania w temperaturze pokojowej byta 3,5 razy, natomiast

w temperaturze 4°C — az sze$ciokrotnie mniejsza niz w oleju surowym (Rysunek 34).
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Rysunek 34. Poréwnanie zmian liczby nadtlenkowej oleju ze skor tososi bez i z dodatkiem oregano
przechowywanego w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C

Wyniki sg $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

LOO oleju z dodatkiem szatwii poczatkowo byta podobna w obu badanych
temperaturach, jednak juz po 14 dniach przechowywania w temperaturze pokojowej byta ona
dwa razy wigksza niz w 4°C, a po 5 tygodniach ok. 3 razy i przekroczyta 20 mEqO./kg
thuszczu (Rysunek 35).

W poréwnaniu z olejem surowym, olej z dodatkiem szatwii utleniat si¢ wolniej. Po 5
tygodniach przechowywania w temperaturze chtodniczej LOO oleju z szalwig byta ok 4,5
razy mniejsza od LOO oleju bez tego dodatku. Ponadto, mimo, ze proces oksydacji zachodzit
szybciej w temperaturze pokojowej, to nawet po 35 dniach zawarto$¢ wtornych produktow
utleniania w oleju z szalwiag bytla ponad 3 razy mniejsza, niz w oleju surowym

przechowywanym w tych samych warunkach (Rysunek 36).
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Rysunek 35. Zmiany liczby nadtlenkowej oleju ze skor tososi z dodatkiem 1% suszonej szatwii
przechowywanego w temperaturach pokojowej (e) i 4°C (m)

Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Rysunek 36. Porownanie zmian liczby nadtlenkowej oleju ze skoér tososi bez i z dodatkiem szatwii
przechowywanego w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C

Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe



Sposrod badanych ziot szatwia wykazywata najstabsze dziatanie antyoksydacyjne.
Wiyniki te sg spdjne z wynikami uzyskanymi z badan stabilno$ci oksydatywnej, gdzie réwniez
szalwia w najmniejszym stopniu wydtuzata okres indukcji.

Obecnos¢ badanych ziét skutkowata znacznym obnizeniem zawartosci pierwotnych
produktéw utlenienia w oleju ze skor ryb podczas jego przechowywania. Wskazuje to, ze
substancje w nich zawarte majg zdolnos$¢ unieszkodliwiania rodnikéw nadtlenkowych, ktore
prowadza do powstawania wodoronadtlenkow. Poniewaz najlepsza efektywnos¢ w
hamowaniu proceséw utleniania wykazywal rozmaryn, wybrano go do wzbogacania i
poprawiania stabilnosci oksydatywnej mikrokapsutek wytwarzanych w dalszej czg$ci pracy.
Na podstawie otrzymanych wynikéw badan LOO wzbogacanych w ziola olejow oraz ich
stabilno$ci oksydatywnej, do dalszych badan dotyczacych mikrokapsutkowania olejow

wybrano 1% stezenie rozmarynu w oleju.
4.4.3 Liczba kwasowa
Zaobserwowano nieznaczny wzrost liczby kwasowej w trakcie przechowywania

olejow z dodatkiem rozmarynu w obu badanych temperaturach (Rysunek 37), jednakze

warto$ci LK nie przekraczajg 1,6 mg KOH/kg ttuszczu.
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Rysunek 37. Zmiany liczby kwasowej oleju ze skor tososi z dodatkiem rozmarynu przechowywanego w
temperaturach pokojowej (e) i 4°C (m)

Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rysunek 38 przedstawia poréwnanie LK olejow przechowywanych z dodatkiem i bez

dodatku rozmarynu w temperaturach: pokojowej i 4°C.
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Rysunek 38. Pordéwnanie zmian liczby kwasowej oleju ze skor tososi bez i z dodatkiem rozmarynu
przechowywanego w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C

Wyniki sg $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Olej z dodatkiem rozmarynu charakteryzowat si¢ wigeksza liczbg kwasowa niz olej bez
takiego dodatku, co najprawdopodobniej zwigzane jest z wprowadzeniem pewnej ilosci wody
wraz ze sproszkowanym rozmarynem do oleju.

W trakcie przechowywania olejéw z dodatkiem oregano w obu badanych
temperaturach LK byta do siebie zblizona (Rysunek 39). Podobnie jak w przypadku dodatku
rozmarynu, warto$ci LK nawet po 5 tygodniach nie przekraczaja 1,5 mg KOH/kg thuszczu.

Poréwnujac liczby kwasowe olejow przechowywanych z dodatkiem i bez dodatku
oregano w temperaturach: pokojowej i 4°C mozna zaobserwowac, ze oregano, podobnie jak

rozmaryn, rowniez sprzyjat procesowi hydrolizy (Rysunek 40).

100



1,6
= 14 —
1]
. |
o /
£, 1.2 /F‘><

1
0,8
0 5 10 15 20 25 30 35 40

czas [dni]

Rysunek 39. Zmiany liczby kwasowej oleju ze skor tososi z dodatkiem oregano przechowywanego w
temperaturach pokojowej (e) i 4°C (m)
Wyniki sg §rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Rysunek 40. Pordéwnanie zmian liczby kwasowej oleju ze skor tososi bez i z dodatkiem oregano
przechowywanego w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C
Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Rysunek 41. Zmiany liczby kwasowej oleju ze skor lososi z dodatkiem szatwii przechowywanego w
temperaturach pokojowej () i 4°C (m)
Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Rysunek 42. Poréwnanie zmian liczby kwasowej oleju ze skor tososi bez i z dodatkiem szatwii
przechowywanego w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C
Wyniki sa $rednig z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe
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Dodatek szatwii nie powodowal znaczacych zmian LK w trakcie przechowywania
olejéw w obu badanych temperaturach, natomiast podobnie jak rozmaryn i oregano skutkowat
wzrostem LK nawet 0 30% w stosunku do oleju surowego przechowywanego w tych samych

warunkach (Rysunek 41 i Rysunek 42).

45 WPLYW WYSOKIEGO CISNIENIA NA POWSTAWANIE PIERWOTNYCH 1
WTORNYCH PRODUKTOW UTLENIENIA W OLEJU WYDZIELONYM ZE
SKOR LOSOSI

W dostepnym piSmiennictwie mozna znalez¢ dane dotyczace wpltywu wysokiego
ci$nienia na lipidy migsa zwierzat statocieplnych, jak rowniez olejéw roslinnych, niewiele
natomiast jest wynikéw doswiadczen prowadzonych na olejach z ryb, a zwlaszcza olejach
pochodzacych z odpadéw rybnych.

Traktowanie oleju wydzielonego ze skor tososi cisnieniem 60 i 193 MPa skutkowalo
Zmianami zawarto$ci pierwotnych oraz wtérnych produktéw utleniania. Bezposrednio po
dziataniu wysokim ci$nieniem nastgpito zmniejszeniec LOO w badanym oleju (Tabela 24).
Bylo to prawdopodobnie zwigzane z rozpadem nadtlenkéw pod wplywem wysokiego
ci$nienia. Dodatkowym argumentem potwierdzajacym tg teze jest obserwowany jednoczes$nie
wzrost zawartosci wtornych produktow utleniania, ktore sg gldéwnie produktami degradacji
nadtlenkow.

Jednocze$nie warto$¢ wskaznika TBA zwigkszyla si¢ wraz ze wzrostem cisnienia — po
dzialaniu ci$nienia 193 MPa wzrosta o okoto 30% w stosunku do proby kontrolnej nie
poddanej dziataniu ci$nienia (Tabela 25).

Okoto dwukrotne zmniejszenie LOO w ci$nieniowanym oleju w stosunku do proby
kontrolnej sugerowato, ze wysokie ci$nienie moze by¢ sposobem na zmniejszenie zawartosci
pierwotnych produktéw utleniania. Zbadano wigc, jaki wptyw ma cisnieniowanie oleju na
jego stabilno$¢ oksydatywng podczas przechowywania w temperaturze 4°C w warunkach
tlenowych oraz ograniczonego dost¢pu tlenu.

Ograniczenie dostgpu tlenu (atmosfera azotu i szczelnie zamknigte pojemniki) miato
na celu sprawdzenie, czy proces utleniania jest zalezny od warunkéw przechowywania po

uprzednim dzialaniu na olej wysokim ci$nieniem.
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Tabela 24. Wptyw wysokiego ci$nienia na zawarto$¢ pierwotnych produktow utleniania w oleju ze skor tososia

w trakcie przechowywania w 4°C

LOO [MmEqO,/kg ttuszczu]"

warunki ci$nienie [MPa] .
Czas [dni]
0 14 28 42

0,1 0,7+0,0% 1,0+0,1% 12,6+05% 18.8+0,6™
tlenowe 60 04 £0,0° 81+01% 276+35% 37916
193 0,3+0,0" 13,9+0,3% 241+07%®° 42,0+1,2
0,1 0,7+0,0® 0,7+01% 12,6+0,6% 11,6+2,2"
ograniczony dostep tlenu 60 04 £0,0° 22+01% 142+33% 16,7+03%
193 03+0,0% 97+02% 233+09% 32,1415

Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-D) i kolumnach (a-c) oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)

Po 42 dniach przechowywania olejow poddanych dziataniu ci$nienia 193 MPa, w
warunkach tlenowych oraz ograniczonego dostepu tlenu, LOO byta odpowiednio ponad dwu-
1 trzykrotnie wigksza niz oleju nieci$nieniowanego przechowywanego w tych samych
warunkach. Procesy oksydacyjne zachodzity nieco wolniej w oleju poddanym dziataniu
ci$nienia 63 MPa, jednakze w porownaniu do prob kontrolnych wartosci LOO byly niemal
dwukrotnie wyzsze. Wynika z tego, ze cho¢ wysokie cisnienie poczatkowo spowodowato
zmniejszenie wartosci LOO, to jednak w trakcie przechowywania oleju przemiany
oksydacyjne zachodza znacznie szybciej w oleju ci$nieniowanym niz w surowym oleju i im
wigkszym cisnieniem podziatano na olej, tym szybciej si¢ on utleniat. Podobne wyniki
uzyskali Tanaka i in. (1991) podczas przechowywania w 5°C oleju wyekstrahowanego z
sardynek i poddanego dziataniu ci$nienia 180 MPa. LOO w oleju traktowanym ci$nieniem po
czterech dniach przechowywania wzrosta dwukrotnie w poréwnaniu do oleju surowego. Jak
mozna bylo przypuszcza, przemiany oksydacyjne zachodzity wolniej w oleju, ktory
przechowywany byl w warunkach ograniczonego dostepu tlenu (Tabela 24). Po 42 dniach
przechowywania w warunkach ograniczonego dost¢pu tlenu oleju poddanego dziataniu
cisnienia 193 MPa LOO byta o ok. 24% mniejsza niz w tym samym oleju przechowywanym
w warunkach tlenowych. W przypadku dziatania na olej cisnieniem 63 MPa réznica ta byta

jeszcze wigksza i wynosita az ok. 45% (Tabela 24).
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We wszystkich badanych probach warto§¢ wskaznika TBA rosta w miare
przechowywania, natomiast byla znacznie wigksza w przypadku olejow ci$nieniowanych
(Tabela 25). Rowniez Cheah i Ledward (1995) wykazali, ze tlhuszcz $winski poddany
dziataniu ci$nienia 800 MPa podczas przechowywania w 50°C utleniat si¢ szybciej, niz

thuszcz nieci$nieniowany.

Tabela 25. Wplyw wysokiego ci$nienia na zawarto§¢ wtornych produktéw utleniania w oleju ze skor tososia w

trakcie przechowywania w 4°C

MDA [mmol/ kg oleju]”

warunki cisnienie [MPa] Czas [dni]
0 14 28 42
0,1 12401 1,7+0,1% 2,0+0,3%* 2,1+0,1%
tlenowe 60 14+01% 23+0,1% 2,5+£01% 2,6+0,6°
193 1,6£0,0% 2,7+03% 29+0,1% 32+0,0%
0,1 12+0,0 1,6+0,0%2 1,8+01% 19+0,0™
ograniczony dostep tlenu 60 1,4+ 0,1 22+ 0,18 24400 2,6+ O,ODb
193 1,6 +0,0° 2,5+0,1% 27+0,1° 3,0+0,1™

Y Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-D) i kolumnach (a-C) oznaczajg réznice istotne statystycznie (p<0,05)

Zmiany warto$ci wskaznika TBA, w odréznieniu od LOO nie wskazuja juz tak
wyraznie na to, ze przemiany oksydacyjne zaleza od dostepu tlenu podczas przechowywania
prob (Tabela 25). Zawarto$¢ produktéw utleniania w oleju poddanym dziataniu ci$nienia 60
MPa byta podobna po 42 dniach przechowywania zarbwno w warunkach tlenowych, jak i
ograniczonego dostepu tlenu. Podobng zalezno$¢ obserwowano, gdy przechowywano préby
oleju poddanego dziataniu ci$nienia 193 MPa.

Sprawdzono réwniez zawarto$¢ skoniugowanych diendw (ktore takze moga swiadczy¢
o stopniu oksydacji thuszczu) w oleju poddanym dziataniu wysokiego cisnienia (Tabela 26).

Wykazano, ze bez wzgledu na sposéb przechowywania, zaréwno w oleju
nieci$nieniowanym jak i traktowanym wysokim ci$nieniem zawarto$§¢ diendw wzrasta wraz z

uplywem czasu, jednak przyrost ten jest niewielki.
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Tabela 26. Wplyw wysokiego ci$nienia na zawarto$¢ dienow w oleju wyekstrahowanym z lososia i

przechowywanym w 4°C

cis$nienie

Zawarto§¢ dienow[%]"

warunki [(MPa] Czas [dni]
0 7 14 21
0,1 0,456 + 0,045"* 0,535 +0,027% 0,536 + 0,064 0,576 + 0,004
tlenowe 60 0,471 +£0,011" 0,516 +0,006% 0,531 £0,008%* 0,573 +0,017°
193 0,471 0,011 0,518+ 0,0228% 0,513+ 0,067°%% 0,575+ 0,010
0,1 0,456 + 0,045" 0,462 + 0,005 0,501 = 0,014°°® 0,556 + 0,006
ograniczony
dostep tlenu 60 0,471 0,011 0,479 £0,016"% 0,533 +0,0325® 0,517 + 0,020%
193 0,471 +£0,011"*  0.480 +0,021°% 0,537 +£0,002* 0,489 + 0,001°°

Y Wyniki sa $rednia z trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-D) w kolumnach (a-b) oznaczaja réznice istotne statystycznie (p<0,05)

LOO jak i1 wyniki testu TBA o wiele wyrazniej wskazywaly na szybki proces
utleniania ci$nieniowanego oleju. Po 21 dniach przechowywania w warunkach tlenowych nie
stwierdzono zadnych réznic w zawartos$ci dienow pomiedzy olejem ci$nieniowanym a probg
kontrolng, nie poddang dzialaniu wysokiego ci$nienia. Natomiast w warunkach
ograniczonego dostgpu tlenu zaobserwowano, ze po tym czasie zawarto$¢ sprzezonych
dienéw byla mniejsza o okoto 15% w oleju poddanym dziataniu ci$nienia 193MPa niz w
oleju niecisnieniowanym (Tabela 26). Zaleznosci takiej nie stwierdzono, gdy przechowywany
olej byl uprzednio poddany dziataniu ci$nienia 60 MPa.

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen wykazano, ze wysokie ci$nienie, cho¢
bezposrednio po procesie znacznie zmniejszalo LOO oleju, to jednak podczas jego
przechowywania wystepowato przyspieszenie przemian oksydacyjnych, nawet w warunkach
beztlenowych, a utlenianie zachodzito tym szybciej, im wigkszym ci$nieniem dzialano na

olej.
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4.6 MIKROKAPSULKOWANIE OLEJU RYBNEGO Z ZASTOSOWANIEM
ZELATYNY RYBNEJ

4.6.1 OKkreslenie stabilnosci emulsji przeznaczonych do wytwarzania mikrokapsulek.

W mikrokapsutkowaniu substancji metoda emulsyjng istotnym elementem jest
wytworzenie emulsji z roztworu polimeru, ktéry ma stanowi¢ otoczki mikrokapsutek oraz
substancji stanowiacej rdzen, zazwyczaj hydrofobowej. Warunkiem koniecznym, aby otoczki
rownomiernie okalaly materiat rdzenia jest wysoka stabilno$¢ emulsji. Cho i in. (2003)
wykazali, ze o jej stabilnosci decyduje przede wszystkim pochodzenie biatka, jego stezenie
oraz ewentualne modyfikacje. Na Rysunku 43 przedstawiono poréwnanie indeksu stabilno$ci

emulsji (ESI) wytworzonych z oleju rybnego i zelatyny rybnej oraz wieprzowe;.
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O Zelatyna wieprzowa Bzelatyna rybna
Rysunek 43. Wartosci ESI emulsji oleju rybnego z zelatyna rybng lub wieprzowa; A — stosunek rdzen : otoczka,
B — stezenie zelatyny w mieszaninie;
* emulsja po zakonczeniu homogenizacji natychmiast rozwarstwiata sig.
Rozne indeksy (a-b) w obrebie tego samego rodzaju emulsji z zelatyny rybnej i wieprzowej
oznaczajg roznice istotne statystycznie (p<0,05).

Wyniki sg $rednig z sze$ciu oddzielnych préb + odchylenie standardowe.

[lo§¢ oleju uwalnianego z emulsji malata wraz ze wzrostem st¢zenia zelatyny w
mieszaninie. Dotyczy to zaro6wno zelatyny rybnej jak i wieprzowej, dla obydwu zelatyn
najwigkszg stabilno$¢ emulsji uzyskano, gdy stezenie biatka w roztworze wynosito 20% a
stosunek rdzen:otoczka byt rowny 1:1 oraz 1:8.

Przy stosunku rdzenia do otoczki wynoszacym od 1:0,06 do 1:0,14 i matych

stezeniach biatka (1-1,5%), powstajace emulsje byly stabilniejsze w obecno$ci Zelatyny
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wieprzowej niz rybnej. Przy najmniejszym stosunku 1:0,06 emulsja wytwarzana z zelatyny
wieprzowej wykazywata niewielka stabilno$¢, natomiast z Zelatyny rybnej natychmiast si¢
rozwarstwiala z catkowitym uwolnieniem oleju, ESI wynositlo 0. Natomiast, przy nieco
wyzszych stezeniach biatka w mieszaninie (2-2,5%) 1 wyzszym stosunku rdzen:otoczka
(1:0,18 — 1:0,23), stabilnos¢ emulsji z zastosowaniem zelatyny rybnej byta taka sama jak
emulsji wytworzonej z udzialem zelatyny wieprzowej, niewielkie rdznice nie byly
statystycznie istotne (Rysunek 43). W miare wzrastania st¢zenia biatka oraz przy wyzszych
stosunkach zawartosci rdzenia do otoczki, emulsje z oleju 1 zelatyny rybnej byly bardziej
stabilne niz emulsje z udziatem zelatyny wieprzowe;j.

Na podstawie powyzszych badan wykazano, ze emulsje o duzej stabilnosci (ESI>0,8)
mozna uzyskaé przez zastosowanie zelatyny rybnej juz przy 5% st¢zeniu w mieszaninie oraz
odpowiednim stosunku zawartosci rdzenia do otoczki (1:0,45). Podobne wyniki uzyskali Surh
i in. (2006) wytwarzajac emulsje z zelatyn rybnych o réznej masie czasteczkowej i oleju

kukurydzianego.

4.6.2 OKreslenie efektywnosci procesu mikrokapsutkowania.

Efektywnos¢ mikrokapsutkowania (ME) okresla nie tylko wydajno$¢ procesu, ale
takze, posrednio, ilo$¢ oleju, ktéry zostat zamknigty w strukturze mikrokapsulek i w ten
sposob moze by¢ chroniony przed niekorzystnym dziataniem czynnikoéw Srodowiska, przede
wszystkim przed dostgpem tlenu. Olej, ktory nie zostat zwigzany w polimerowych otoczkach,
a pozostaje na ich powierzchni, jest bardziej podatny na oksydacje, ze wzgledu na zwigkszong
powierzchni¢ kontaktu z powietrzem, dlatego tez, m.in., pozadane jest, aby ME byla jak
najwigksza. ME zalezy zaréwno od rodzaju materialu zastosowanego jako otoczki, jak 1
metody wytwarzania mikrokapsutek (Anwar i Kunz 2011).

Na rysunku 44 przedstawiono ME oleju rybnego z wykorzystaniem zelatyny
wieprzowej 1 rybnej, przy roéznych stezeniach biatka w mieszaninie 1 r6znych stosunkach
zawarto$ci rdzenia do otoczki. Mikrokapsutki wytwarzano poprzez sublimacyjne suszenie
przygotowanych jednorodnych emuls;ji.

Przy stosunku zawarto$ci rdzenia do otoczki réwnym 1:0,23 ME byta o ok. 18%
wicksza w przypadku uzycia zelatyny rybnej niz zelatyny wieprzowej. Natomiast przy
wyzszych stosunkach rdzen:otoczka nie zaobserwowano réznic pomig¢dzy efektywnosciag

mikrokapsutkowania z wykorzystaniem zelatyny rybnej czy wieprzowe;.
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Ozelatyna wieprzowa O zelatyna rybna
Rysunek 44. Wptyw stosunku zawarto$ci rdzenia do otoczki i stezenia biatka (zelatyna wieprzowa i zelatyna
rybna) w roztworze na ME; A — stosunek rdzen : otoczka, B — stezenie roztworu zelatyny.
Rozne indeksy (a-b) w obrebie tego samego rodzaju emulsji z zelatyny rybnej i wieprzowej
oznaczajg roznice istotne statystycznie (P<0,05).

Wyniki sg $rednig z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Najwigksza ME, ok. 100%, zardwno w przy uzyciu zelatyny rybnej jak i wieprzowej,
uzyskano przy stosunku zawartosci rdzenia do otoczki powyzej 1:0,6.

Na podstawie powyzszych wynikéw stwierdzono, ze zard6wno zelatyna rybna jak 1
wieprzowa stanowig dobry materiat na otoczki mikrokapsutek zawierajacych olej rybny i przy
odpowiednim stosunku rdzen:otoczka pozwalajg na uzyskanie wysokich wydajnosci procesu
mikrokapsutkowania. Uzyskane warto$ci ME dla pozyskiwanej ze skor tososi zelatyny byty
wyzsze niz dla innych naturalnych polimerow wykorzystywanych do wytwarzania
mikrokapsutek metoda emulsyjna w potaczeniu z suszeniem sublimacyjnym. Wydajnos¢
mikrokapsutkowania oleju z uzyciem maltodekstryn wynosita jedynie 28 — 47%, nawet przy
znacznie wyzszym niz stosowany w pracy stosunku zawarto$ci rdzenia do otoczki (1:4)
(Anwar i Kunz 2011). ME w przypadku zelatyny rybnej byta rowniez wigksza niz uzyskana
dla mieszanin kazeiny z laktoza lub maltodekstrynami (Heinzelmann 1 in. 2000).

Biorac pod uwage ME oraz ESI, wybrano jako optymalny sktad emulsji przeznaczonej
do wytwarzania mikrokapsutek poprzez suszenie sublimacyjne 20% stezenie biatka w
mieszaninie oraz stosunek rdzen:otoczka réwny 1:1. Otrzymywane z emulsji o takim sktadzie

mikrokapsutki przeznaczono do dalszych badan przechowalniczych.
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4.6.3 Wplyw przechowywania mikrokapsulkowanego oleju rybnego na zawarto$é

pierwotnych i wtérnych produktow utleniania.

Materiat uzyskany po sublimacyjnym suszeniu emulsji zelatyny i oleju rybnego miat
posta¢ twardych zwartych plytek. Czgs¢ otrzymanego materialu rozdrobniono przy pomocy
recznej tarki uzyskujac w ten sposéb drobny jasnokremowy proszek. Dla poréwnania, drugg
cze$¢ materiatu przechowywano w formie nierozdrobnionej. Miato to na celu sprawdzenie,
czy rozdrobnienie materialu otrzymanego w wyniku suszenia sublimacyjnego emulsji ma
wplyw na stabilnos$¢ oksydatywng oleju zawartego w strukturze mikrokapsutek.

Wykazano, ze tuz po wytworzeniu mikrokapsutek, LOO zamknigtego w ich strukturze
oleju rybnego wzrosta z ok. 1 do ok. 5 1 8 MEQO.kg thiszczu, odpowiednio dla
mikrokapsutek w formie materiatu nierozdrobnionego i rozdrobnionego (Rysunek 45). Jest to
najprawdopodobniej zwigzane z zastosowang metodg mikrokapsutkowania. Wg. Heinzelmann
i Franke (1999), juz na etapie wytwarzania emulsji, jeszcze przed procesem suszenia, moze
dochodzi¢ do przyspieszenia przemian oksydatywnych. Podobnie Serfert i in. (2009)
wykazali czterokrotny wzrost liczby nadtlenkowej podczas wytwarzania emulsji z
sukcynylowanej skrobi i syropu glukozowego z olejem rybnym bez dodatku jakichkolwiek
przeciwutleniaczy. PrzySpieszenie procesow oksydacyjnych podczas wytwarzania emulsji jest
wynikiem zwickszonego kontaktu warstwy olejowej z powietrzem, spowodowanego
intensywnym mieszaniem. Zjawiska tego nie mozna catkowicie unikng¢, nawet stosujac
homogenizacj¢ pod cisnieniem. Dodatkowo, podczas wytwarzania emulsji, na skutek
dziatania sit $cinajacych, wzrasta temperatura mieszaniny, co dodatkowo przyczynia si¢ do
szybszego utleniania oleju (Serfert i in. 2009).

Podczas przechowywania préb w temperaturze pokojowej wykazano ochronny efekt
mikrokapsutkowania w przypadku materialu rozdrobnionego oraz nierozdrobnionego
(Rysunek 45a). LOO oleju mikrokapsutkowanego, chociaz byta poczatkowo wigksza niz w
oleju surowym, to po 7 dniach byla mniejsza 0 ok. 40% od LOO oleju
niemikrokapsutkowanego. Stopien utlenienia oleju zamknigtego w otoczce zelatynowej po
trzech tygodniach przechowywania wzrést ponad dwukrotnie, jednak LOO byla ponad 2,5
razy mniejsza niz dla oleju niemikrokapsutkowanego. Chociaz czas przechowywania byt
stosunkowo krotki, to jednak biorgc pod uwage poziom utlenienia surowego oleju mozna

stwierdzié, ze mikrokapsutkowanie oleju znacznie polepszylo jego stabilnos¢ oksydatywna.
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Rysunek 45. Zawartos¢ pierwotnych produktéw utleniania w surowym oleju ze skor tososi oraz w oleju
zawartym w strukturze mikrokapsutek przechowywanych w formie materiatu rozdrobnionego i
nierozdrobnionego:

a) w temperaturze pokojowej

b) w4°C

Rozne indeksy (a-c) w obregbie poszczegolnych dni oznaczaja rdznice istotne statystycznie
(p<0,05).

Wiyniki sg $rednig z szeSciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Podobne wyniki uzyskat Cho i in (2003) wykazujac, ze podczas przechowywania w
podwyzszonej temperaturze, proces oksydacji surowego oleju przebiegal szybciej niz oleju

zamknigtego w otoczce biatkowej. Takze Klinkerson i in. (2005) stwierdzili, ze olej z
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tunczyka zamkniety w mikrokapsutkach chitozanowo-dekstrynowych byl mniej podatny na
utlenianie niz olej surowy.

W  poczatkowym okresie przechowywania w warunkach chtodniczych LOO
mikrokapsutkowanego oleju byla wieksza niz oleju niekapsutkowanego, co wynikalo z
wigkszej zawartosci pierwotnych produktow utleniania w wyjsciowych mikrokapsutkach
(Rysunek 45b). Natomiast po 14 dniach LOO oleju mikrokapsutkowanego byta o ok. 45%
mniejsza niz oleju nie zamknigtego w strukturze mikrokapsutek i1 nie przekraczata
10 mEgO,/kg ttuszczu. Ten ochronny efekt mikrokapsutkowania nie byl widoczny po
dhuzszym okresie przechowywania - po 21 dniach LOO oleju mikrokapsutkowanego jak i
niemikrokapsutkowanego byta podobna. Po 3 tygodniach przechowywania w temperaturze
4°C LOO mikrokapsutkowanego oleju byla jedynie o 10% nizsza niz w temperaturze
pokojowe;j.

Stopien rozdrobnienia, w przypadku przechowywania w temperaturze chtodniczej, nie
mial wigkszego wptywu na stabilnos¢ oksydatywna mikrokapsutkowanego oleju - niewielkie
roznice wystgpowaty tylko w poczatkowym okresie przechowywania, natomiast po dtuzszym
czasie warto§ci LOO byly na zblizonym poziomie. Zarowno w przypadku mikrokapsutek
przechowywanych w formie rozdrobnionej jak i nierozdrobnionej w temperaturze pokojowej i
chtodniczej, LOO zawartego w nich oleju po 21 dniach nie przekroczyta 20 mEQqO./kg
thuszczu (Rysunek 45).

Ze wzgledu na to, ze LOO okre$la jedynie zawarto$¢ pierwotnych produktow
utleniania i nie oddaje w pelni obrazu calo$ci zmian oksydacyjnych zachodzacych w
badanych mikrokapsutkowanych olejach, zbadano takze zawarto$§¢ wtornych produktow
utleniania za pomoca testu TBA.

W porownaniu z LOO, w tescie TBA wyrazniej wida¢ roznicg w szybkosci utleniania
mikrokapsutkowanego oleju pomigdzy materialem rozdrobnionym i nierozdrobnionym,
przechowywanym zar6wno w temperaturze pokojowej jak i chtodniczej (Rysunek 46).

Tuz po wytworzeniu mikrokapsutkowanego materialu zawarto$§¢ wtérnych produktow
utleniania w zawartym w nich oleju byta taka sama jak w oleju surowym (Rysunek 46). W
trakcie przechowywania prob w temperaturze pokojowej zaobserwowano, ze warto$¢
wskaznika TBA dla oleju zawartego w materiale rozdrobnionym po 21 dniach byta mniejsza
niz w oleju surowym, jednak nie jest to duza roznica. Ochronny efekt mikrokapsutkowania 1
spowolnienie procesu powstawania wtdrnych produktéw utleniania wykazano jedynie w
przypadku materiatu nierozdrobnionego. W oleju mikrokapsutkowanym w formie materiatu

nierozdrobnionego zawarto$¢ wtoérnych produktéw utleniania byla mniejsza niz w oleju
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surowym i oleju mikrokapsutkowanym w formie materiatu rozdrobnionego przez caty okres
przechowywania. Po 21 dniach rdéznica warto$ci wskaznika TBA oleju w materiale

nierozdrobnionym a oleju niekapsutkowanym wynosita ok. 35%.
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Rysunek 46. Zawarto$¢ wtornych produktow utleniania w surowym oleju ze skor tososi oraz w oleju zawartym
w strukturze mikrokapsutek przechowywanych w formie materialu rozdrobnionego i
nierozdrobnionego:

a) w temperaturze pokojowej
b) w4°C
Rozne indeksy (a-c) w obrebie poszczegodlnych dni oznaczaja roznice istotne statystycznie.

Wiyniki sg $rednig z sze$ciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Trudno jest stwierdzi¢ korelacje pomigdzy wynikami dotyczacymi oznaczenia
wtornych oraz pierwotnych produktow utlenienia. LOO oleju zawartego w materiale

rozdrobnionym 1 nierozdrobnionym byta do siebie do$¢ zblizona, podczas gdy wyraznie
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zauwazalne jest, ze proces rozpadu nadtlenkéw, a tym samym tworzenia si¢ wtdrnych
produktow oksydacji, zachodzit szybciej w oleju mikrokapsutkowanym w formie materiatu
rozdrobnionego.

Podczas przechowywania prob w temperaturze chtodniczej wykazano, ze do 14 dni
wskaznik TBA dla oleju w mikrokapsutkach w formie materiatu rozdrobnionego byt wigkszy
niz dla oleju niekapsutkowanego przechowywanego w tych samych warunkach
(Rysunek 46b). Po 21 dniach zawarto$¢ wtornych produktéw utleniania byta taka sama w
oleju mikrokapsutkowanym w formie materialu rozdrobnionego, jak 1 w oleju surowym.
Natomiast wartosci wskaznika TBA dla oleju zawartego w materiale przechowywanym w
catosci byly mniejsze niz w oleju zawartym w materiale rozdrobnionym przez caty okres
przechowywania o okoto 40%. Przez 2 tygodnie nie obserwowano zadnych roznic w
zawarto$ci wtornych produktéw utleniania pomigdzy olejem zawartym w materiale
nierozdrobnionym a niemikrokapsutkowanym olejem, jednakze juz po uptywie 21 dni
wskaznik TBA dla oleju mikrokapsutkowanego w tym materiale byt mniejszy o 35% niz w
oleju surowym. Wyniki testu TBA nie znajduja bezposredniego przetozenia na LOO, wydaje
si¢ jednak, ze rozdrobnienie przyczynito si¢ do szybszego wzrostu zawartosci wtornych
produktéw utleniania w oleju w materiale przechowywanym w 4°C (Rysunek 46).

Z uwagi na specyficzny charakter wskaznika TBA niemozliwe jest bezposrednie
poréwnywanie uzyskanych wynikow z danymi literaturowymi, bowiem zawarto$¢ wtornych
produktow oksydacji jak réwniez szybko$¢ ich powstawania, zaleza od wielu czynnikow,
m.in. wyjSciowej jakosci oleju. Wan 1 in. (2011) wykazali, ze w emulsjach z kazeiny 1 oleju
menhadena przeznaczonych do mikrokapsutkowania przyrost zawartosci wtérnych produktow
oksydacji nastgpowal wyjatkowo szybko i juz po 88 godzinach przechowywania w 20°C
warto$ci wskaznika TBA byly 2,5 razy wigksze niz po wytworzeniu emulsji. Baik 1 in. (2004)
podczas 14 dniowego przechowywania mikrokapsutkowanego oleju z menhadena w 30°C
zaobserwowali az ok. 60-krotny wzrost zawartosci wtornych produktow oksydacji —z 0,15 do
60 mmol/kg. Odmienne wyniki uzyskali Klinkerson i in. (2005) — po 14 dniach
przechowywania w 37°C mikrokapsutek wytworzonych poprzez suszenie sublimacyjne
emulsji chitozanu i oleju z tunczyka wskaznik TBA wzrost jedynie dwukrotnie osiggajac
warto$¢ ok. 2 mmol/kg.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mikrokapsutkowanie ograniczylo proces oksydacji
oleju jedynie w niewielkim stopniu. O zawartoéci pierwotnych produktow utleniania w
mikrokapsutkowanym oleju, oprocz sposobu wytwarzania emulsji, decydowa¢ mogla

morfologia otrzymanego produktu, a wigec przede wszystkim nieregularna struktura
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wytwarzanych wokot kropli oleju otoczek, ich porowato$¢, a co za tym idzie - wicksza
powierzchnia kontaktu rdzenia z powietrzem (Anwar i Kunz 2011). Mozliwe jest, ze
zastosowany sposOb rozdrabniania roéwniez wptynal negatywnie na stabilno$¢ oleju
zamykanego w rdzeniu mikrokapsutek — podczas tego procesu cze$¢ otoczek mogla ulec

zniszczeniu, co z kolei skutkowato tatwiejszym dostgpem tlenu do wngtrza mikrokapsutek.

4.6.4 Stabilno$¢ oksydatywna oleju rybnego mikrokapsulkowanego w warunkach

ograniczonego dostepu tlenu.

Ze wzgledu na to, ze wyjsciowa zawarto$¢ pierwotnych produktéw utlenienia w
mikrokapsutkowanym oleju byla stosunkowo wysoka bezposrednio po wytworzeniu
mikrokapsutek, w kolejnym etapie pracy sprawdzono czy wytwarzanie emulsji w atmosferze
gazu obojetnego pozwoli na ograniczenie przemian oksydatywnych w otrzymywanym
materiale. Jednakze, tuz po wytworzeniu mikrokapsutek mialo miejsce podobne zjawisko jak
w przypadku mikrokapsutek wytwarzanych w warunkach tlenowych — nastgpit wzrost LOO
zamknietego w ich strukturze oleju rybnego.

W przypadku materiatu rozdrobnionego zawarto$¢ pierwotnych produktéw utleniania
w mikrokapsutkowanym oleju byta okoto 6-krotnie wigksza niz w oleju surowym, natomiast
w oleju w materiale nierozdrobnionym — okoto 4 razy wigksza. Podczas przechowywania
prob w temperaturze pokojowej nie zaobserwowano zadnych réznic LOO w poréwnaniu Z
olejem z mikrokapsutek wytwarzanych w warunkach tlenowych. Dotyczy to zardbwno oleju
mikrokapsutkowanego w formie materiatu rozdrobnionego, jak 1 przechowywanego w catosci
(Rysunek 47).

Po 21 dniach przechowywania prob w temperaturze pokojowej zawartos¢ nadtlenkow
w oleju mikrokapsutkowanym w warunkach ograniczonego doste¢pu tlenu byta blisko 2,5 razy
mniejsza niz w oleju surowym (Rysunek 47a).

Podczas przechowywania w temperaturze 4°C az do 7 dni nie byto zadnych r6znic w
zawarto$ci pierwotnych produktow utleniania w mikrokapsutkowanym oleju pomigdzy
mikrokapsutkami wytwarzanymi w warunkach tlenowych i1 ograniczonego dostgpu tlenu

(Rysunek 47b).
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Rysunek 47. Zawartos¢ pierwotnych produktéow utleniania w surowym oleju ze skor tososi oraz w oleju
zawartym w strukturze mikrokapsutek wytwarzanych w warunkach ograniczonego dostgpu
tlenu, przechowywanych w formie materiatu rozdrobnionego i nierozdrobnionego:

a) w temperaturze pokojowej

b) w 4°C

MR WOT — material rozdrobniony, wytworzony w warunkach ograniczonego dostepu tlenu
MR WT — materiat rozdrobniony, wytworzony w warunkach tlenowych

MN WOT — materiat nierozdrobniony, wytworzony w warunkach ograniczonego dostepu tlenu
MN WT — materiat rozdrobniony, wytworzony w warunkach tlenowych

Wyniki sg §rednig z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Po dwéch tygodniach przechowywania zauwazy¢ mozna, ze LOO oleju zawartego w

strukturze mikrokapsutek w formie materiatu nierozdrobnionego wytwarzanych w warunkach
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ograniczonego dostepu tlenu jest mniejsza o okoto 28% niz w tych wytwarzanych w
warunkach tlenowych. Po uptywie 21 dni réznice dotycza zaréwno mikrokapsutek
wytwarzanych w formie materialu rozdrobnionego jak 1 przechowywanego w catosci.
Zawarto$¢ pierwotnych produktow utleniania w oleju w materiale rozdrobnionym i
nierozdrobnionym byla nizsza odpowiednio o ok. 22% 1 40% niz w ich odpowiednikach
wytwarzanych w warunkach tlenowych. LOO oleju zawartego w strukturze mikrokapsutek
wytwarzanych w warunkach ograniczonego dost¢pu tlenu byla znacznie nizsza niz w oleju
surowym przechowywanym w  warunkach chtodniczych. W  przypadku oleju
mikrokapsutkowanego w formie materiatu nierozdrobnionego r6znica ta wynosita okoto 45%.

Podczas przechowywania w temperaturze pokojowej materialu rozdrobnionego i
nierozdrobnionego stwierdzono, ze tuz po wytworzeniu zawartos¢ wtérnych produktow
oksydacji w mikrokapsutkowanym oleju w przypadku mikrokapsutek wytwarzanych w
warunkach ograniczonego dostepu tlenu i tlenowych byta zblizona (Rysunek 48a). Nastepnie,
zarowno w oleju zawartym w materiale rozdrobnionym jak i przechowywanym w calosci az
do 7 dnia warto$ci wskaznika TBA byly mniejsze niz w ich odpowiednikach wytwarzanych
bez ograniczenia dostepu tlenu. Natomiast od 14 dni az do konca przechowywania nie byto
zadnych roéznic w zawarto$ci wtoérnych produktéw utleniania pomiedzy olejem w
mikrokapsutkach wytwarzanych w warunkach ograniczonego dostepu tlenu i1 tlenowych —
dotyczy to zarowno materiatu rozdrobnionego jak i przechowywanego w catosci. Ponadto, na
podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze wartos¢ wskaznika TBA jest mniejsza w
oleju w materiale nierozdrobnionym wytwarzanym w warunkach ograniczonego dostepu
tlenu niz w surowym oleju podczas catego okresu przechowywania w temperaturze
pokojowej — po 21 dniach rdéznica ta wynosita ok. 36%. Natomiast w przypadku oleju
zawartego w strukturze materialu rozdrobnionego wartosci te nie roznity si¢ znaczaco od tych
wyznaczonych dla oleju surowego.

Podczas przechowywania prob w temperaturze chtodnicze] zawartos¢ wtornych
produktow utleniania w oleju w mikrokapsutkach wytwarzanych w warunkach ograniczonego
dostgpu tlenu byta taka sama jak w oleju w mikrokapsutkach wytwarzanych w warunkach
tlenowych (Rysunek 48b). Zalezno$¢ ta dotyczyta zar6wno mikrokapsutek przechowywanych

w formie materiatu rozdrobnionego jak i nierozdrobnionego.
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Rysunek 48. Zawarto$¢ wtornych produktow utleniania w surowym oleju ze skor tososi oraz w oleju zawartym
w strukturze mikrokapsutek wytwarzanych w warunkach ograniczonego dostepu tlenu,
przechowywanych w formie materiatu rozdrobnionego i nierozdrobnionego:

a) w temperaturze pokojowej

b) w4°C

MR WOT — materiat rozdrobniony, wytworzony w warunkach ograniczonego dostepu tlenu
MR WT — materiat rozdrobniony, wytworzony w warunkach tlenowych

MN WOT — materiat nierozdrobniony, wytworzony w warunkach ograniczonego dostepu tlenu
MN WT — materiat rozdrobniony, wytworzony w warunkach tlenowych

Wyniki sg §rednig z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.
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Stwierdzono, ze ograniczajac dostgpu tlenu podczas wytwarzania emulsji nie
uzyskano wystarczajacego zabezpieczenia mikrokapsutkowanego oleju rybnego przed
postepujagcym utlenianiem. Prawdopodobnie wiec, przyczyng szybkiej oksydacji oleju
rybnego zawartego w strukturze mikrokapsutek byl nie sposob i warunki wytwarzania
emulsji, ale sposob suszenia.

Przypuszczalnie duza powierzchnia suszenia w formie ptytek a nastgpnie ich rgczne
rozdrabnianie mialy wplyw na stosunkowo malg stabilnos¢ oksydatywng zamknig¢tego w nich
oleju 1 mogly przyczyni¢ si¢ do stopniowego pogarszania jego jakosci w trakcie
przechowywania gotowych mikrokapsutek. Dlatego tez, w kolejnym etapie prac, aby unikna¢
suszenia emulsji w formie ptytek o duzej powierzchni wykorzystano mozliwo$¢ wytwarzania

peletek zelatynowych, ktore nie wymagatyby rozdrobnienia.

4.6.5 Mikrokapsulkowanie oleju rybnego w peletkach zelatynowych

Peletki sa jedna z wygodniejszych form dawkowania leku 1 preparatow
farmaceutycznych. Tradycyjne tabletki drazowane produkuje si¢ wykorzystujac prasy i
sciskajac pod odpowiednim cisnieniem substancje¢ czynng oraz substancje pomocnicze, np.
laktoze. Peletki natomiast nadajg si¢ do mikrokapsutkowania substancji oleistych, poniewaz
wytwarzane sg poprzez suszenie sublimacyjne emulsji substancji czynnej i nos$nika (w postaci
wodnego roztworu) naniesionej do odpowiednich form. Czastki substancji czynnej otaczane
s nosnikiem 1 w ten sposob powstajag mikrokapsutki. Peletki mozna rozdrobni¢ w celu
uzyskania proszku lub tez moga by¢ powlekane dodatkowa warstwg ochronng, podobnie jak
tabletki. Wyjatkowy charakter peletek pozwala takze na wprowadzenie w ich strukturg
dodatkowych skladnikéw, np. o charakterze przeciwutleniajgcym. Obecnie na rynkach
zagranicznych sa juz dostepne peletki zawierajace olej rybny. Peletki te nie tylko chronig olej
przed oksydacja, ale rowniez nie powodujg nieprzyjemnych problemow gastrycznych, ktére
majg niektorzy pacjenci po zazyciu tradycyjnych migkkich kapsutek zelatynowych z olejem.

Na Rysunku 49 przedstawiono zmiany liczby nadtlenkowej w trakcie przechowywania
peletek zelatynowych zawierajacych olej z tososia oraz surowego oleju w temperaturze
pokojowej 1 chtodnicze;j.

Tuz po wytworzeniu peletek zawarto$¢ pierwotnych produktow utlenienia w oleju
byta dwukrotnie mniejsza niz w oleju surowym i blisko 3-krotnie nizsza niz w oleju zawartym
w strukturze materialu suszonego w formie ptytek w catosci oraz 5-krotnie nizsza niz w oleju

w materiale rozdrobnionym (Rysunek 45 i 49).
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Rysunek 49. Wplyw przechowywania w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C na zawarto$¢ pierwotnych
produktow utleniania w oleju surowym i oleju zawartym w strukturze peletek

Wyniki sg §rednig z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.

Wiyniki te potwierdzaja hipoteze, ze kluczowe znaczenie dla stabilnos$ci oksydatywne;j
mikrokapsutkowanych preparatéw ma sposob suszenia sublimacyjnego emulsji, a $cisle] —
forma mikrokapsutkowanego materiatu. Mniejsza powierzchnia kontaktu z powietrzem (w
porownaniu do suszonych sublimacyjnie plytek) ograniczyta proces oksydacji tuz po
wytworzeniu materiatu. Po 28 dniach przechowywania w temperaturze pokojowej LOO oleju
w peletkach nie przekroczyta 18 mMEQO,/kg tluszczu i byla trzykrotnie nizsza niz w oleju
niemikrokapsutkowanym przechowywanym w tych samych warunkach (Rysunek 49a).
Réwniez w trakcie przechowywania prob w temperaturze chtodnicze; wykazano ochronny
wplyw mikrokapsutkowania oleju w postaci peletek na jego stabilno$¢ oksydatywna. Po
czterech tygodniach przechowywania LOO oleju w peletkach wzrosta tylko z 1,5 do
3,13 mEqO,/kg thuszczu i byta 3,5 razy mniejsza niz w oleju surowym (Rysunek 49Db).

Wartosci  wskaznika TBA byly nieco mniejsze podczas calego okresu

przechowywania oleju w peletkach niz w oleju surowym, zar6wno w temperaturze pokojowej
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jak i 4°C, nie sg to jednak duze roznice (Tabela 27). Mniejsza zawarto$¢ wtornych produktow
utleniania jest zwigzana z cz¢§ciowym zahamowaniem procesu powstawania nadtlenkéw w
mikrokapsutkowanym oleju. Dzieki mikrokapsutkowaniu w formie peletek zwigkszyta si¢
stabilno$¢ oksydatywna oleju rybnego, co potwierdzajg zarbwno wyniki dotyczace zawartosci

pierwotnych jak i wtornych produktéw utlenienia.

Tabela 27. Wptyw przechowywania w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C na zawarto$¢ wtornych produktow

utleniania w oleju surowym i oleju zawartym w strukturze peletek

MDA [mmol/kg oleju]*

olej zawarty w

Czas przechowywania [dni] olej surowy peletkach
0 0,316+0,005" 0,240+0,003%
7 0,346+0,003"° 0,277+0,0025°
14 0,445+0,008"° 0,399+0,003%¢
21 0,579+0,003"° 0,509+0,003%¢
28 0,698+0,002"¢ 0,622+0,003%¢

b)

MDA [mmol/kg oleju]*

olej surowy

olej zawarty w

Czas przechowywania [dni] peletkach
0 0,316+0,005" 0,240+0,003B*
7 0,327+0,001"° 0,246+0,0025°
14 0,428+0,002"° 0,359+0,0045¢
21 0,543+0,002"¢ 0,455+0,005%¢
28 0,644+0,002"¢ 0,541+0,002%°

YWyniki sg érednig z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-e) 0znaczajg roznice istotne statystycznie (p<0,05)

4.6.6 Mikrokapsulkowanie oleju rybnego w peletkach zelatynowych z dodatkiem

rozmarynu

Aby jeszcze efektywniej chroni¢ olej przed oksydacja, réwniez w temperaturze
pokojowej, w nastepnym etapie postanowiono wykorzysta¢ dodatek rozmarynu, ktory jest
naturalnym zrodtem substancji o charakterze antyoksydacyjnym. Jest to istotne z tego

wzgledu, ze wielu konsumentéw przechowuje zakupione preparaty farmaceutyczne w
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temperaturze pokojowej. Dziatanie przeciwutleniajgce rozmarynu na olej ze skor tososi
potwierdzono we wczesniejszych etapach pracy (punkt 2.5).

Zaobserwowano, ze 1% dodatek rozmarynu znacznie poprawil jako$é
mikrokapsutkowanego oleju w porownaniu do oleju w peletkach bez takiego dodatku i
surowego oleju. Nawet w temperaturze pokojowej po 28 dniach przechowywania LOO oleju
w peletkach z rozmarynem nie przekroczyta 10 mEQqOy/kg thuszczu, podczas gdy w peletkach
bez takiego dodatku warto$¢ ta byta dwukrotnie wigksza (Rysunek 50a).

a)
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Rysunek 50. Wplyw przechowywania w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C na zawarto$¢ pierwotnych
produktéw utleniania w oleju surowym i oleju zawartym w strukturze peletek z dodatkiem
rozmarynu
Rozne indeksy (a-c) w obrebie poszczegdlnych dni oznaczaja réznice istotne statystycznie
(p<0,05)

Wiyniki s3 §rednia z szesciu oddzielnych prob + odchylenie standardowe.
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Zawarto$¢ pierwotnych produktow utlenienia w oleju w peletkach z dodatkiem
rozmarynu po czterech tygodniach przechowywania byta o ok. 50% mniejsza niz w oleju w
peletkach bez takiego dodatku (Rysunek 50a). Nalezy zauwazy¢, ze przechowywany w tych
samych warunkach surowy olej ze skor tososi praktycznie juz po 14 dniach nie nadawat si¢ w
ogole do spozycia. Zawartos¢ pierwotnych produktéw utleniania w  oleju
mikrokapsutkowanym w peletkach z dodatkiem rozmarynu byla sze$ciokrotnie mniejsza niz
w oleju niekapsutkowanym przechowywanym w temperaturze pokojowe;j.

Podczas przechowywania prob w temperaturze chtodniczej do 7 dni LOO oleju byta
taka sama w peletkach bez i z dodatkiem rozmarynu, natomiast po 14 dniach zaobserwowano,
ze w oleju w peletkach z dodatkiem rozmarynu zawarto$¢ pierwotnych produktéw oksydacji
byta mniejsza. Zalezno$¢ ta utrzymywala si¢ podczas dalszego przechowywania prob. Po
4 tygodniach LOO wzrosta z ok. 1,6 do ok. jedynie 2 mEqO,/kg ttuszczu, co $wiadczy o tym,
ze przyrost zawartosci nadtlenkéw byt powolny, a wzbogacony w rozmaryn olej wykazywat
bardzo dobrg stabilnos¢ oksydatywna (Rysunek 50b). Po tym czasie zawarto$¢ pierwotnych
produktéw oksydacji w oleju zawartym w strukturze peletek z dodatkiem rozmarynu byta
ponad 6-krotnie mniejsza niz w surowym oleju.

Serfert 1 in. (2009) wykazali przeciwutleniajacy wptyw ekstraktu rozmarynu juz na
etapie przygotowania emulsji. Przechowywane w ciemnosci przez 2 dni emulsje wytworzone
z oleju rybnego, modyfikowanej skrobi i syropu glukozowego z dodatkiem ekstraktu
rozmarynu zawieraly nawet 7-krotnie mniej pierwotnych produktéw utleniania w poréwnaniu
z emulsjami bez takiego dodatku. Réwniez w przypadku mikrokapsutek z dodatkiem
rozmarynu, przechowywanych w temperaturze 20°C, nawet po 60 dniach LOO nie
przekroczyla 20 mEQOy/kg (Sefert 1 in. 2009). Podobne wyniki dotyczace
mikrokapsutkowania olejow z dodatkiem przeciwutleniaczy uzyskali m.in. Baik i in. (2004),
ktérzy stwierdzili, ze dodatek o-tokoferolu w stezeniu powyzej 0,02% znacznie polepszat
stabilno$§¢ oksydatywng oleju rybnego zamykanego w mikrokapsutkach z dekstryn i
kazeinianu sodu.

Juz po wytworzeniu peletek z dodatkiem rozmarynu zawarto$¢ wtdrnych produktéw
utleniania byta o polow¢ mniejsza niz w peletkach bez takiego dodatku oraz blisko trzykrotnie
mniejsza niz w oleju surowym (Tabela 28). Podczas przechowywania prob w temperaturze
pokojowej zaobserwowano, ze w peletkach z dodatkiem rozmarynu po 28 dniach warto$¢
wskaznika TBA byta mniejsza o ok. 20% niz w peletkach bez takiego dodatku (Tabela 28a).
Rowniez w pordwnaniu z olejem surowym warto§¢ ta byla nizsza przez caly okres

przechowywania o ok. 25%.
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Zahamowanie powstawania wtornych produktow oksydacji w oleju zawartym w
strukturze peletek z dodatkiem rozmarynu stwierdzono réwniez podczas przechowywania
prob w temperaturze 4°C. Po 4 tygodniach zawarto§¢ MDA byta o ok. 23% mniejsza w oleju
w peletkach wzbogaconych rozmarynem niz w oleju w peletkach bez takiego dodatku.
Ponadto, po 28 dniach przechowywania, w pordwnaniu z olejem surowym warto$¢ wskaznika

TBA byla mniejsza w oleju zawartym w peletkach z dodatkiem rozmarynu o blisko 35%.

Tabela 28. Wptyw przechowywania w temperaturze a) pokojowej i b) 4°C na zawarto$¢ wtérnych produktéw

utleniania w oleju surowym i oleju zawartym w strukturze peletek z dodatkiem rozmarynu

a)

MDA [mmol/kg oleju]*

olej zawarty w peletkach

Czas przechowywania [dni]

olej surowy z dodatkiem
bez dodatku
rozmarynu
0 0,316+0,005™ 0,240+0,003% 0,124+0,011<®
7 0,346+0,003"° 0,277+0,002%° 0,210+0,008°
14 0,445+0,008"° 0,399+0,003%¢ 0,299+0,006%°
21 0,579+0,003"¢ 0,509:0,003%¢ 0,409+0,013°
28 0,698+0,002"¢ 0,622+0,003%¢ 0,522+0,002%°
b)
MDA [mmol/kg oleju]*
Czas przechowywania [dni] olej zawarty w peletkach
olej surowy z dodatkiem
bez dodatku
rozmarynu
0 0,316+0,005™ 0,240+0,003% 0,124+0,002%°
7 0,327+0,001"° 0,246+0,0025° 0,132+0,015%°
14 0,428+0,002"¢ 0,359+0,0045¢ 0,239+0,007<°
21 0,543+0,002"¢ 0,455+0,0055¢ 0,354+0,001¢°
28 0,644+0,002"° 0,541+0,0025¢ 0,417+0,003

YWyniki sg érednig z oznaczen dla trzech oddzielnych prob + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (A-B) i kolumnach (a-e) 0znaczaja roznice istotne statystycznie (p<0,05)

Rowniez Jonsdottir i in. (2005) stwierdzili, ze dodatek przeciwutleniacza do emulsji
kazeinianu, laktozy i oleju rybnego moze ograniczy¢ powstawanie wtornych produktow
utleniania podczas przechowywania produktu. Natomiast Klinkerson i in. (2005) wykazali, ze

podczas przechowywania w 55°C przez 14 dni mikrokapsulek wytworzonych poprzez
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suszenie sublimacyjne emulsji chitozanu, lecytyny i oleju z tunczyka dodatek tokoferolu
ograniczyt zawarto$¢ wtornych produktéw oksydacji prawie dwukrotnie.

Sktad kwasow tluszczowych oleju zawartego w peletkach zarowno w tych z, jak 1 bez
rozmarynu, nie ulegal praktycznie zadnym zmianom podczas ich przechowywania w
temperaturze pokojowej i 4°C (Tabela 30). Przez caly okres przechowywania wytworzonych

preparatéw stosunek PUFA/SFA zblizony byt do jednosci.

Tabela 30. Sktad kwasow ttuszczowych oleju zawartego w strukturze peletek z i bez dodatku rozmarynu
przechowywanych w temperaturze: a) pokojowej i b) 4°C

a)
kwasy czas przechowywania [dni]
tHuszczowe Olej zawarty w peletkach Olej zawarty w peletkach z dodatkiem rozmarynu
[%]* 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
SAFA 26,4+0,7%  27,4+1,0°  26,5+0,1° 26,5+0,6*° 26,4+0,8 | 265+0,4* 26,7+1,0° 26,5+0,1° 26,740,2°  26,3+0,6°
MUFA 31,040,4°  30,9+0,9°  30,4+£0,8  30,9+0,1°  30,7£0,2 | 30,7£0,2*  30,0£1,1° 31,115 31,2+0,7* 31,1+1,3"
PUFA 26,940,4°  26,7+0,5°  27,1+0,2*  27,1+0,3®  26,5+1,3° = 27,5+0,1® 27,8+0,4% 27,7+0,9° 27,0+1,2° 27,0+0,5®
PUFA/SAFA 0,98 1,02 0,99 1,00 1,00 1,03 1,02 0,99 1,00 1,00
EPA 6,3+0,1%  6,2+0,1®  6,3+0,0°  6,3+03®  6,3+0,1® | 6,3+0,1®*  64+02° 65+0,0° 6,140,0°  6,5+0,1®
DHA 94+04®  9,3+0,2°  9,8+0,6®  9,2+02®  99+1,2® | 9,6+04®  9,8+0.8° 9,140,742  9,1+1,2® = 9,1+04®
b)
kwasy czas przechowywania [dni]
tuszczowe Olej zawarty w peletkach Olej zawarty w peletkach z dodatkiem rozmarynu
[%]* 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
SAFA 26,4+0,7%  27,3+1,0° 27,5+1,1° 26,6+15° 27,0+0,8* i 265+0,4* 26,7+1,0° 26,5+0,1° 26,740,2°  26,3+0,6%
MUFA 31,040,4*  30,6+1,0° 29,9+1,4*  30,0£0,5°  31,1£1,2 | 30,7£0,2*  30,0£1,1° 31,115 31,2+0,7* 31,1+1,3"
PUFA 26,940,4° 275+15° 26,8+0,2* 27,0+0,3® 27,0+£1,3° = 275+0,1° 27,8+0,4% 27,740,9° 27,0+1,2° 27,0+0,5®
PUFA/SAFA 0,98 1,00 0,98 1,00 1,00 1,03 1,02 0,99 1,00 1,00
EPA 6,3+0,1%  6,2+0,1®  6,2+0,0°  6,3+02®  6,2+0,1® | 6,3+0,1®*  6,2+04°  6,4+0,2°  6,1+0,1*  6,3+0,1®
DHA 9,4+0,4®  9,7+0,6°  94+06®  93+03®  93+0,6® | 9,6+04®  96+0,0° 92+04° 9,1+0,6°  9,5+04®

YWhyniki s $rednia z oznaczen dla trzech oddzielnych préb + odchylenie standardowe

Rozne indeksy w wierszach (a-b) oznaczajg roznice istotne statystycznie (p<0,05)
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Podsumowujac, dzigki mikrokapsutkowaniu oleju rybnego w formie peletek
zwigkszyla si¢ znaczaco jego stabilno$¢ oksydatywna, co potwierdzaja zaro6wno wyniki
dotyczace zawartosci pierwotnych jak i wtornych produktow utlenienia. Ponadto, rozmaryn
wprowadzany do struktury peletek dodatkowo zwigkszat stabilno$§¢ mikrokapsutkowanego
oleju w badanym zakresie czasu 1 moglby zosta¢ wykorzystany do przedtuzania trwatosci i

polepszania jakosci mikrokapsutkowanych preparatow oleju rybnego.

4.7 CHARAKTERYSTYKA HANDLOWYCH PREPARATOW
KAPSULKOWANEGO OLEJU RYBNEGO DOSTEPNYCH NA POLSKIM
RYNKU.

Oprocz  badania  jakosci  wytwarzanych  podczas  prac ~ badawczych
mikrokapsutkowanych preparatow zawierajacych olej ze skor tososi, ocenie poddano rowniez
8 preparatow zawierajacych olej rybny zakupionych w lokalnych aptekach. Niestety, na
polskim rynku nie jest dostepny zaden preparat, ktory zawieralby olej w postaci
mikrokapsutek. Wszystkie preparaty zakupione w aptekach mialy wiec posta¢ kapsutek
zelatynowych wypelnionych olejem 1 w momencie przeprowadzenia badan miaty jeszcze co
najmniej szesciomiesigczny okres waznosci. Doswiadczenie takie miato na celu sprawdzenie
jakosci zarejestrowanych preparatdéw farmaceutycznych dostgpnych na polskim rynku
(poniewaz w przypadku suplementow diety producent nie ma obowigzku wykonywania badan
trwalo$ci) oraz przynajmniej przyblizone porownanie wartosci LOO 1 sktadu KT w stosunku
do oleju zamknigtego w strukturze peletek zelatynowych otrzymywanych opracowang w

pracy metoda.

Okreslenie jakosci oleju
Na podstawie oznaczen LOO, stwierdzono, ze zawarto$¢ pierwotnych produktéw
utleniania byta najwyzsza w preparatach A i C, wynosita odpowiednio ok. 13 1 11 mEqO./kg

oleju (Rysunek 51).
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Rysunek 51. Wartosci liczby nadtlenkowej badanych suplementow diety

Natomiast wedtug Codex Alimentarius do spozycia dopuszcza si¢ olej rybny o LOO
do 10 mEqO,/kg. Preparaty te zawieraja zbyt duzo nadtlenkoéw, by mogly by¢ bezpiecznie
stosowane w celach terapeutycznych. Stwierdzono réwniez, ze miaty one nieprzyjemny, jetki
zapach co moze $wiadczy¢ o duzym stezeniu wtoérnych produktow utlenienia thuszczu, takich
jak np. heksanal i nonanal. W pozostatych szeSciu preparatach zawartos¢ LOO nie
przekraczala dopuszczalnych norm. Olej z nich pochodzacy miat jednorodng barwe i1 swoisty
zapach.

Analiza probek wykazata, ze badane preparaty charakteryzowaty si¢ do$¢ matg

zawartoscia WKT (Rysunek 52).
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Rysunek 52. Wartosci liczby kwasowej badanych suplementow diety

Przyjete w skali miedzynarodowej normy i zalecenia zawarte w Codex Alimentarius
dopuszczaja do spozycia oleje rybne o LK rownej nawet 4 mg KOH/g thuszczu. Mata warto$é
LK w badanych probkach §wiadczy o niewielkim stopniu hydrolizy triacylogliceroli (TAG)
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obecnych w olejach. Mozna wigc stwierdzi¢, ze migkkie kapsutki zelatynowe cho¢ chronig
zamknigty w nich olej przed procesem hydrolizy, nie sa dostateczng bariera dla tlenu i nie

ograniczajg catkowicie procesu utleniania oleju.

Oznaczenie klas zwigzkow lipidowych.

Stosujac analiz¢ TLC stwierdzono, ze w preparacie C wszystkie KT wystepuja w
formie estrow etylowych (Rysunek 53). Takie preparaty sg wytwarzane, aby zwiekszy¢
zawartos¢ konkretnych KT w produkcie, zwtaszcza dtugotancuchowych n-3 PUFA. Wedlug
Lawsona i Hughes (1988) spozywane kwasy EPA i DHA efektywniej przedostaja si¢ do
krwiobiegu wbudowane w strukture acylogliceroli niz w postaci estrow etylowych. Tezg¢ ta
potwierdzaja rowniez wyniki badan Maki i in (2003). Producent preparatu C jednak nie
zamiescit odpowiedniej adnotacji na opakowaniu, opisujac swoj produkt jedynie jako preparat
oleju rybnego. W badanych probkach mozna zaobserwowac obecnos$¢ skwalenu, szczegodlnie
duzo zawierajg go preparaty E, F i H oraz steroli (rysunek 53). We wszystkich preparatach,
oprocz C, obecne sg rozne ilosci TAG oraz produktéw ich hydrolizy — WKT, mono i
diacylogliceroli. Charakterystyczny jest sktad preparatu E, wyprodukowanego z oleju z
rekina, w ktorym stwierdzono obecno$¢ eterowych analogow TAG - alkilogliceroli.
Alkiloglicerole sa naturalnym sktadnikiem oleju rekina, czym wyrdznia si¢ on wsrdd innych
olejow rybnych. Udowodniono, ze mogg one hamowaé wzrost guzéow i redukowac

uszkodzenia popromienne (Pugliese 1998).
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Rysunek 53. Obecnos¢ roznych klas zwigzkéw w badanych suplementach diety
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Oznaczenie skladu kwasow tluszczowych.
Wiyniki analizy sktadu KT przy wykorzystaniu chromatografii gazowej przedstawiono
w Tabeli 29. Zastosowano podzial na SFA, MUFA i PUFA uwzgledniajac przynaleznos¢ tych

ostatnich do rodzin n-3 i n-6.

Tabela 29. Zawarto$¢ SFA, MUFA, PUFA, PUFA n-3 i PUFA n-6 w badanych suplementach diety

Suplementy diety
Kwasy thuszczowe A B C D E F G H

Zawartos¢ kwasow tluszczowych [%]

2SFA 31,1 30,2 1,3 26,9 20,3 15,9 27,7 25,4
2MUFA 24,3 24,2 11,0 24,4 52,9 19,0 21,8 28,1
>PUFA 38,1 35,5 69,0 39,1 14,2 55,0 39,7 34,7

>PUFAN-3 35,9 34,1 58,9 35,9 13,7 52,0 37,0 33,3
> PUFA n-6 2,2 1,4 10,1 2,2 0,5 3,0 2,7 1,4

Zauwazy¢ mozna, ze pie¢ preparatow: A, B, D, G i H charakteryzuje si¢ bardzo
podobnymi zawartosciami poszczeg6dlnych rodzajow kwasow ttuszczowych, typowymi dla
oleju rybnego. PUFA z rodziny n-3 stanowig od 33 do 37% ogolnej zawarto$ci KT w oleju.
Natomiast znaczace roznice sktadu dotycza preparatu C, gdzie PUFA stanowig blisko 70%
ogoblnej zawartosci KT, w tym ok. 60% to kwasy z rodziny n-3. Tak duza koncentracja tych
kwasow byta mozliwa do uzyskania poprzez przeprowadzenie ich w forme estrow etylowych.
Preparat E, wyprodukowany z oleju z rekina, zawiera znacznie mniej PUFA z rodziny n-3 niz
pozostate suplementy, natomiast charakterystyczna jest dla niego duza zawartos¢ MUFA.
Preparat F wyroznia si¢ duza zawartoscia PUFA, a mniejsza od innych SFA, ale w
przeciwienstwie do C, nie zawiera estrow etylowych KT, a wylacznie TAG.

Dokonano poréwnania wyznaczonej eksperymentalnie zawartosci kwasow EPA i
DHA z warto$ciami deklarowanymi przez producenta na opakowaniu. Wyniki przedstawiono
w tabeli 30.
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Tabela 30. Poréwnanie wyznaczonej do§wiadczalnie i deklarowanej przez producenta zawartosci EPA i DHA w

badanych suplementach diety

Suplementy diety

Kwasy thuszczowe A B C D E F G H
Zawarto$¢ kwasow thuszczowych [%]
EPA:
doswiadczalne wartosci  17,6+0,1 17,3+0,0 31,3+0,0 18,2+0,2 7,5+0,1 21,4+0,0 17,5+0,2 17,6+0,0
deklarowane wartosci bd" 18 30 18 bd" ba" 18 ba"
DHA:
doswiadczalne wartosci  12,1+0,2 10,4+0,2 21,8+0,0 11,5+0,1 3,8+0,0 23,6+0,0 12,8+0,1 9,0+0,0
deklarowane wartosci b 12 20 12 bd" bd 12 bd

Y'bd - brak danych

Producent suplementu diety, wedle obowigzujacych przepisow, wprowadzajac swoj
preparat do obrotu powinien jedynie powiadomi¢ o tym fakcie Glownego Inspektora
Sanitarnego i przedstawi¢ projekt etykiety, nie ma natomiast obowigzku umieszczaé na niej
wszystkich danych (Dz. U. nr 196 poz. 1425 z dnia 24 pazdziernika 2007r.). Nie obowigzuje
niezalezna kontrola jako$ciowa suplementu ani badania trwato$ci. O dlugosci okresu
przydatnosci do spozycia decyduje producent na podstawie witasnych analiz. Dlatego tez na
opakowaniach niektorych preparatow (A, E, F) nie znaleziono informacji dotyczacych
zawarto$ci EPA 1 DHA - producent nie jest zobowigzany do ich zamieszczania. Stwierdzono,
ze pig¢ badanych preparatow (A, B, D, G i H) ma bardzo podobng zawartos¢ EPA - od 17,3
do 18,2% oraz DHA - od 9 do 12,8%. Wystepuja niewielkie rdéznice pomigdzy
deklarowanymi zawartosciami a stwierdzonymi do$wiadczalnie. Preparat C zawiera
wyjatkowo duze ilosci EPA oraz DHA - 31,3 1 21,8%, co, jak juz wczesniej wspomniano, jest
efektem wydzielenia ich z oleju rybnego w formie estrow etylowych. Preparat F, chociaz nie
jest koncentratem estrow etylowych, zawiera znaczace, w poréwnaniu z innymi
suplementami, zawartosci EPA oraz DHA. Mozliwe jest, ze efekt taki uzyskano stosujac
frakcjonowanie oleju. Wyjatkowo mate ilosci EPA 1 DHA stwierdzono w preparacie E; jest to

charakterystyczne dla oleju z rekina.
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WNIOSKI KONCOWE

Opracowana metoda ekstrakcji oleju ze skor tososi ,na zimno”, pozwala na
otrzymywanie oleju rybnego przy niewielkim naktadzie energii z duzg wydajnoscia
(powyzej 80%) oraz, dzigki utrzymywaniu podczas procesu temperatury ponizej 15°C -
nie powoduje przemian oksydatywnych i hydrolitycznych. W trakcie wydobywania oleju
nie nastgpujg straty surowca kolagenowego, ktoéry moze zostaé wykorzystany do
otrzymywania zelatyny.

Olej zawarty w surowcu utlenia si¢, nawet pomimo przechowywania go w warunkach
zamrazalniczych. Okres przechowywania zamrazalniczego surowca nie powinien
przekracza¢ ok. 100 dni, aby olej otrzymywany ze skor byt dobrej jako$ci 1 mogt zostaé
przeznaczony na cele farmaceutyczne i spozywcze. Korzystniej jest przechowywac skory
w cato$ci, gdyz rozdrobnienie surowca przyspiesza przemiany oksydatywne.

Dodatek suszonych 1 sproszkowanych zi6l zawierajacych naturalne zawiazki
przeciwutleniajace, spowalnia proces oksydacji lipidow w temperaturze pokojowej i w
duzym stopniu hamuje go podczas przechowywania produktu w warunkach
chtodniczych. Sposrod badanych zidt najbardziej efektywny jest rozmaryn (1% stezenie
wydtuza okres indukcji reakcji utleniania okoto 9-krotnie).

Uwzgledniajagc  indeks  stabilnoSci  emulsji  oraz  efektywno$¢  procesu
mikrokapsutkowania, optymalny sktad emulsji przeznaczonej do wywarzania
mikrokapsutek z olejem rybnym stanowi 20% st¢zenie biatka w mieszaninie oraz
stosunek rdzen:otoczka rowny 1:1.

Forma mikrokapsutkowanego materialu ma kluczowe znaczenie dla stabilnosci
oksydatywnej zawartego w nim oleju. Rozdrobnienie mikrokapsutkowanego materiatu
zwigksza szybkos$¢ tworzenia si¢ wtornych produktow oksydacji w oleju, niezaleznie od
temperatury przechowywania mikrokapsutek.

Najlepiej chroniony przed utlenianiem jest olej mikrokapsutkowany w postaci peletek.
Wiaczenie w strukture peletek rozmarynu w stezeniu 1% dodatkowo zwigksza stabilno$¢
oksydatywna zamkni¢tego w nich oleju — po 4 tygodniach przechowywania w
temperaturze pokojowej i 4°C LOO byla okoto 6-krotnie mniejsza niz w oleju surowym,

podczas gdy w peletkach bez rozmarynu — 3-krotnie mniejsza.

131



6 PISMIENNICTWO

Achremowicz K., Szary-Sworst K. 2005. Wielonienasycone kwasy tluszczowe czynnikiem poprawy stanu
zdrowia czlowieka. Zywno$é. Nauka. Technologia. Jako$¢ 3, 23-35

Adams P.B., Lawson S., Sanigorski A., Sinclair A.J. 1996. Arachidonic acid to eicosapentaenoic acid ratio in
blood correlates positively with clinical symptoms of depression. Lipids 31, 157-161

Aider M. 2010. Chitosan application for active bio-based films production and potential in the food industry:
Review. LWT — Food Science and Technology 43, 837-842

Aidos I., Masbernat-Martinez S., Luten J.B., Boom R.M., van der Padt A. 2002. Composition and stability of
herring oil recovered from sorted byproducts as compared to oil from mixed byproducts. Journal of
Agriculture and Food Chemistry 50, 2818-2824

Aidos I., van der Padt A., Boom R.M., Luten J.B. 2001. Upgrading of maatjes herring byproducts: production of
crude fish oil. Journal of Agriculture and Food Chemistry 49, 3697-3704

Akoh C.C., Min D.B. 2008. Food Lipids. Chemistry, Nutrition and Biotechnology. Wyd CRC Press, USA, 2008

Ali B.H., Ziada A., Blunden G. 2009. Biological effects of gum arabic: A review of some recent research. Food
and Chemical Toxicology 47, 1-8

Amrita K., Dabur R.S., Kapoor C.M. 1999. Application of microencapsulation technology in dairy industry.
Indian Food Industry 18, 57-64

Anandaraman S, Reineccius G.A. 1986. Stability of encapsulated orange peel oil. Food Technology 40, 88-93

Antolovich M., Prenzler P.D., Patsalides E., McDonnald S., Robards K. 2002. Methods for testing antioxidant
activity. Critical Review. The Analyst 127, 183-198

Anwar S.H., Kunz B. 2011. The influence of drying methods on the stabilization of fish oil microcapsules:
comparison of spray granulation, spray drying and freeze drying, Journal of Food Engineering 105, 367-378

Arnesen J.A., Gildberg A. 2007. Extraction and characterisation of gelatine from Atlantic salmon (Salmo salar)
skin. Bioresource Technology 98, 53-57

Arvisenet G., Voilley A., Cayot N. 2002. Retention of aroma compounds in starch matrices: competitions
between aroma compounds toward amylose and amylopectin. Journal of Agricultural and Food Chemistry
50, 7345-7349

Ashady R. 1993. Microcapsules for food. Journal of Microencapsulation 10, 413-435

Augustin M. A., Sanguansri L., Bode O. 2006. Maillard reaction products as encapsulants for fish oil powders.
Journal of Food Science 71, 25-32

Avena-Bustillos R.J., Olsen C.W., Chiou B., Yee E., Bechtel P.J., McHugh T.H. 2006. Water vapor permeability
of mammalian and fish gelatin films. Journal of Ford Science 71, 202-207.

Ayadi M. A., Grati-Kamoun N., Attia H. 2009. Physico-chemical change and heat stability of extra virgin olive
oils flavoured by selected Tunisian aromatic plants. Food and Chemical Toxicology 47, 2613-2619

Babel W.: Zastosowanie zelatyny w farmacji. W: Zelatyna. Wiasciwosci — Technologia — Uzytkowanie. Polska
Izba Dodatkow do Zywnosci 1999, 69-74

Baik M.-Y., Suhendro E.L., Nawar W.W., McClements D.J., Decker E.A., Chinachoti P. 2004. Effects of
antioxidants and humidity on the oxidative stability of microencapsulated fish oil. Journal of the American
Oil Chemist’s Society 81, 355-360

Barrier P., Rousseau J. 2001. Method and plant for extracting fish oil and resulting products. US Patent 6214396

132


javascript:popupOBO('CHEBI:22586','B009171P')

Basaga H., Acikel F., Tekkaya C. 1997. Antioxidative and free radical scavenging properties of rosemary
extract. Lebensmittel Wissenschaft und Technologie 30, 105-108

Bimbo A.P. 1998. Guidelines for characterizing food —grade fish oil. INFORM, 9, 473-383

Blanchet C., Lucas M., Julien P., Levesque B., Dewailly E. 2005. Fatty acids composition of wild and farmed
Atlantic salmon (Salmo salar) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Lipids 40, 529-531

Bligh E.G., Dyer W.J. 1959. A rapid method of total lipid extraction and purification. Canadian Journal of
Biochemistry and Physiology 37, 911-917

Boran G., Karacam H., Boran M. 2006. Changes in the quality of fish oils due to storage temperature and time.
Food Chemistry 98, 693-698

Bridgman P.W. 1912. Water, in the liquid and five solid forms, under pressure. Proceedings of the American
Academy of Arts and Sciences 47, 441-558

Bryl P., Laplante S., Souchet N. 2009. Comparison of low- temperature processes for oil and coenzyme Q10
extraction from mackerel and herring. European Journal of Lipid Science and Technology 111, 135-141

Bykowski J. 2007. Z ryba zdrowiej. Wiadomosci Rybackie 5-6, 19-21

Carter C.G., Hauler R.C. 2000. Fish meal replacement by plant meals in extruded feeds for Atlantic salmon,
Salmo salar L. Aquaculture 185, 299-311

Chaijan M., Benjakul S., Visessanguan W., Faustman C. 2005. Changes of pigments and color in sardine
(Sardinella gibbosa) and mackerel (Rastrelliger kanagurta) muscle during iced storage. Food Chemistry
93, 607-617

Chang C.P., Leung T.K., Lin S.M., Hsu C.C. 2006. Release properties on gelatin-gum arabic microcapsules
containing camphor oil with added polystyrene. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 50, 136-140

Chang S.S., Bao Y., Pelura. 1989. Purification of fish oil. US Patent No. 189198

Chantachum S., Benjakul S., Sriwirat N. 2000. Separation and quality of fish oil from precooked and non —
precooked tuna heads. Food Chemistry 69, 289-294

Cheah P.B., Ledward D.A. 1995. High-pressure effects on lipid oxidation. Journal of the American Oil Chemists'
Society 72, 1059-1063

Chen T-Ch, Ju Y-H. 2000. Enrichment of eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid in saponified
menhaden oil. Journal of the American Oil Chemists' Society 77, 425-428

Cho S.M., Gu Y.S,, Kim S.B. 2005. Extraction optimization and physical properties of yellowfish tuna (Thunnus
albacares) skin gelatin compared to mammalian gelatins. Food Hydrocolloids 19, 221-229

Cho Y.H., Shim H.K., Park J. 2003. Encapsulation of fish oil by an enzymatic gelation process using
transglutaminase cross-linked proteins. Journal of Food Science 68, 2717-2723

Chowdary K.P.R., Rao Y.S. 2004. Mucadhesive microspheres for controlled drug delivery. Biological and
Pharmaceutical Bulletin 27, 1717-1742

Chung C., Sanguansri L., Augustin M. A. 2011. In vitro lipolysis of fish oil microcapsules containing protein
and resistant starch. Food Chemistry 124, 1480-1489

Codex Alimentarius: Codex standard for edible fats and ols not covered by individual standards., Codex Stan 19-
1981

Coppola M., Djabourov M., Ferrand M. 2008. Phase Diagram of gelatin plasticized by water and glycerol.
Macromolecular Symposia 273, 56-65

133



Crowther J.B., Booth B.H., Blackwell D.S. 2001. Process for producing edible quality refined fish oil. Patent
W0/2001/041582

Czerniak A., Jankowski T. 2013. Mikrokapsutkowanie a-tokoferolu wewnatrz komorek drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. Zywnosé. Nauka. Technologia. Jako$¢ 91, 151-164

Desobry S., Netto F.M., Labuza T.P. 1999 Influence of maltodextrin systems at an equivalent 25DE on
encapsulated p-carotene loss during storage. Journal of Food Processing and Preservation 23, 39-55

Devlieghere F., Vermeulen A., Debevere J. 2004. Chitosan:antimicrobial activity, interactions with food
components and applicability as a coating on fruit and vegetables. Food Microbiology 21, 703-714

Dhuzewska E. 2008. Mikrokapsutkowanie dodatkéw do zywnosci. Przemyst Spozywcezy 62, 30-35

Domian E. 2011. Charakterystyka suszonych rozpytowo emulsji stabilizowanych biatkami mleka. Zywnos¢.
Nauka. Technologia. Jakos¢ 79, 5-23

Dong Z., Ma Y., Hakat K., Jia C., Xia S., Hang X. 2011. Morphology and release profile of microcapsules
encapsulating peppermint oil by complex coacervation. Journal of Food Engineering 104, 455-460

Drusch S., Gross N., Schwarz K. 2008. Efficient stabilization of bulk fish oil rich in long-chain polyunsaturated
fatty acids. European Journal of Lipid Science and Technology 110, 351-359

Drusch S., Serfert Y., Schwarz K. 2006a. Microencapsulation of fish oil with n-octenylsuccinate-derivatised
starch: Flow properties and oxidative stability. European Journal of Lipid Science and Technology 108,
501-512

Drusch S., Serfert Y., Van Den Heuvel A., Schwarz K. 2006b. Physicochemical characterization and oxidative
stability of fish oil encapsulated in an amorphous matrix containing trehalose. Food Research International
39, 807-815

Duan J., Jiang Y, Zhao Y. 2011. Chitosan—whey protein isolate composite films for encapsulation and
stabilization of fish oil containing ultra pure omega-3 fatty acids. Journal of Food Science 76, C133-C141

Dumay J., Donnay-Moreno C., Barnathan G., Jaouen P., Bergé J.P. 2006. Improvement of lipid and phosholipid
recoveries from sardine (Sardina pilchardus) viscera using industrial proteases. Process Biochemistry 41,
2237-2332

Dunford N.T., Goto M., Temelli F. 1998. Modeling of extraction with supercritical CO2 from Atlantic mackerel
(Scomber scombrus) at different moisture contents. Journal of Supercritical Fluids 13, 303-309

Dybkowska E., Swiderski F., Waszkiewicz-Robak B. 2007. The intake of n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids
in the polish diet in relation to the intake in other countries. Polish Journal of Nature Sciences 22, 722-732

Einen O., Guerin T., Fjaera S.O., Skjervold P.O. 2002. Freezing of pre-rigor Atlantic salmon. Aquaculture 212,
129-140

Elysée-Collen B., Lencki R.W. 1996. Effect of ethanol, ammonium sulfate, and temperature on the phase
behaviour of type B gelatin. Journal of Agricultural and Food Chemistry 44, 1651-1657

Erkan N., Ayranci G., Ayranci E. 2008. Antioxidant activities of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) extract,
blackseed (Nigella sativa L.) essential oil, carnosic acid, rosmarinic acid and sesamol. Food Chemistry,
110, 76-82

Esquivel M., Bandarra M., Fontan 1., Bernardo-Gil M.G., Batista I., Nunes M.L., Empis J.A. 1997. Supercritical
Carbon Dioxide Extraction of sardine (Sardina pilchardus) oil. LWT — Food Science and Technology 30,
715-720

134



Fang X., Watanabe Y., Adachi S., Matsumura Y., Mori T., Maeda H., Nakamura A., Matsuno R. 2003.
Microencapsulation of linoleic acid with low- and high-molecular weight components of soluble soybean
polysaccharide and its oxidation process. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 67, 1864-1869

Feeley R.M., Criner P.E., Watt B.K. 1972. Cholesterol content in foods. Journal of American Dietetic
Association, 61, 134-149

Folch J., Lees M., Stanley G.H.S. 1957. A simple method for the isolation and purification of total lipides from
animal tissues. Journal of Biological Chemistry 226, 497-509

Fournier V., Destaillats F., Juaneda P., Dionisi F., Lambelet P., Sebedio J.L., Berdeaux O. 2006a. Thermal
degradation of long-chain polyunsaturated fatty acids during deodorization of fish oil. European Journal of
Lipid Science and Technology 108, 33-42.

Fournier V., Juaneda P., Destaillats F., Dionisi F., Lambelet P., Sebedio J.L., Berdeaux O. 2006b. Analysis of
eicosapentaenoic and docosahexaenoic acid geometrical isomers formed during fish oil deodorization.
Journal of Chromatography A 1129, 21-28

Frankel E.N., Huang S-W., Prior E., Aeschback R. 1996. Evaluation of antioxidant activity of rosemary extracts,
carnosol and carnosic acid in bulk vegetable oils and fish oil and their emulsions. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 72, 201-208

Gan C-Y., Cheng L-H., Easa A.M. 2008. Physicochemical properties and microstructures of soy protein isolate
gels produced using combined cross-linking treatments of microbial transglutaminase and Maillard cross-
linking. Food Research International 41, 600-605

Gan C-Y., Cheng L-H., Phuah E-T., Chin P-N., Alkarkhi A.F.M., Easa A.M. 2009. Combined cross-linking
treatments of bovine serum albumin gel beadlets for controlled-delivery of caffeine. Food Hydrocolloids 23,
1398-1405

Ghogouri G.A., Linder M., Fanni J., Parmentier M. 2006. Anallysis of lipids extracted from salmon (Salmo
salar) heads by commercial proteollytic enzymes. European Journal of Lipid Science and Technology 108,
766-775

Gharsallaoui A., Roudaut G., Chambin O., Voilley A., Saurel R. 2007. Applications of spray-drying in
microencapsulation of food ingredients: An overview. Food Research International 40, 1107-1121

Gibbs B.F., Kermasha S., Alli 1., Mulligan C.N. 1999. Encapsulation in the food industry. International Journal
of Food Science and Nutrition 50, 213-224

Goémez-Guillen M.C., Turnay J., Fernandez-Diaz M.D., UImo N., Lizarbe M.A., Montero P. 2002.Structural and
physical properties of gelatin extracted from different marine species: a comparative study. Food
Hydrocolloids 16, 25-34

Grossman S., Bergman M. 1992. Process for the production of gelatin from fish skins. US Patent 5093474

Grzybowska-Brzeziniska M., Pilarski S. 2005. Styl zycia a konsumpcja zywnos$ci. Stowarzyszenie ekonomistow
rolnictwa i agrobiznesu. Roczniki naukowe, zeszyt 3

Gudmundsson M. 2002. Rheological properties of fish gelatin. Journal of Food Science 67, 2172-2176

Hamilton M.C., Hites R.A., Schwager S.J., Foran J.A., Knuth B.A., Carpenter D.O. 2005. Lipid composition and
contaminants in farmed and wild salmon. Enviromental Science and Technology 39, 8622-8629

Haraldsson G.G., Kristinsson B., Sigurdardottir R., Gudmundsson G.G., Breivik H. 1997. The preparation of
concentrates of eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid by lipase-catalyzed transesterification of
fish oil with ethanol. Journal of the American Oil Chemists' Society 74, 1419-1424

135



Harris W.S. 1989. Fish oils and plasma lipid and lipoprotein metabolism in humans: a critical review. Journal of
Lipid Research 30, 785

Harris W.S. 2004. Fish oil supplementation: Evidence for health benefits. Clinic Journal of Medicine 71, 208-
220

Harrod M., Lingnert H., Undeland I. 1998. Comparison between methods using low- toxity solwents for the
extraction of lipids from herring (Clupea harengus). Food Chemistry 61, 355-365

Haug 1.J., Draget K.I., Smidsred O. 2004. Physical and rheological properies of fish gelatin compared to
mammalian gelatin. Food Hydrocolloids 18, 203-213

Heinzelmann K., Franke K. 1999. Using freezing and drying techniques of emulsions for the microencapsulation
of fish oil to improve oxidation stability. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 12, 223-229

Heinzelmann K., Franke K., Valesco J., Marquez — Ruiz G. 2000a. Microencapsulation of fish oil by freeze-
drying techniques and influence of process parameters on oxidative stability during storage. European Food
Research and Technology 211, 234-239

Heinzelmann K., Franke K., Jensen B., Haahr A. 2000b. Protection of fish oil from oxidation by
microencapsulation using freeze-drying techniques. European Journal of Lipid Science and Technology 102,
114-121

Heras A., Schoch A., Gibis M., Fisher A. 2003. Comparison of methods for determining malondialdehyde in dry
sausage by HPLC and the classic TBA test. European Food Research and Technology 217, 180-184

Hogan S.A., McNamee B.F., O’Riordan E.D., O’Sullivan M. 2001. Microencapsulating properties of whey
protein concentrate. Journal of Food Science 66, 675-680

Hogan S.A., O’Riordan E.D., O’Sullivan M. 2003. Microencapsulation and oxidative stability of spray-dried fish
oil emulsions. Journal of Microencapsulation 20, 675-688

Honeycutt M.E., McFarland V.A., McCant D.D. 1995. Comparison of three lipid extraction methods for fish.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 55, 469-472

Horn A.F., Nielsen N.S., Jacobsen C. 2009. Additions of caffeic acid, ascorbyl palmitate or y-tocopherol to fish
oil-enriched energy bars affect lipid oxidation differently. Food Chemistry 112, 412-420

Horrocks L.A., Young K.Y. 1999. Health benefits of docosahexaenoic acid (DHA). Pharmacological Research
40, 211-225

Hras A.R., Hadolin M., Knez Z., Bauman D. 2000. Comparison of antioxidative and synergistic effects of
rosemary extract with a-tocopherol, ascorbyl palmitate and citric acid in sunflower oil. Food Chemistry 71,
229-233

Hsieh Ch., Ko W. ,Chang Ch. 2005. Supercritical CO2 extraction and concentration of n-3 polyunsaturated fatty
acid ethyl esters from tuna cooking juice. Fisheries Science 71, 441-447

Hu Z., Zhong Q. 2010. Determination of thiobarbituric acid reactive substances in microencapsulated products.
Food Chemistry 5, 1-6

Huang-Chien L., Wen-Hsiang C., Ko-Jung L., Hsing-Wen S. 2003. Genipin-crosslinked gelatin microspheres as
a drug carrier for intramuscular administration: in vitro and in vivo studies. Journal of Biomedical Materials
Research 65, 271-282

lassonova D.R., Hammond E.G., Beattie S.E. 2008. Oxidative stability of polyunsaturated triacylglycerols

encapsulated in oleaginous yeast. Journal of the American Oil Chemists' Society 85, 711-716

136



Izquierdo M.S., Montero D., Robaina L., Caballero M.J., Rosenlund G., Gines R. 2005. Alternations in fillet acid
profile and flesh quality in gilthead seabream (Sparus aurata) fed vegetable oils for a long term period.
Recovery of fatty acid profiles by fish feeding. Aquaculture 250, 431-444
Jackowska W. 2008. Pijcie rybi tran! Moze chroni¢ przed chorobg Alzheimera. 21 wiek 5, 67
Jacobsen C. 1999. Sensory impact of lipid oxidation in complex food systems. Lipids 101, 484 — 492
Jamilah B., Harvinder K.G. 2002. Properties of gelatins from skin of fish-black tilapia (Oreochromis
mossambicus) and red tilapia (Oreochromis nilotica). Food Chemistry 77, 81-84

Janicki S., Fiebig A., Szmitowska M. (red.) 2003. Farmakologia stosowana. Wydawnictwo Lekarskie PZWL,
Warszawa, 215-233

Janiszewska E., Sliwifiska D., Witrowa-Rajchert D. 2010. Wplyw zawarto$ci aromatu cytrynowego na wybrane
wilasciwosci fizyczne mikrokapsutek. Acta Agrophysica 16, 59-68

Jedrzejkiewicz K., Krygier K. 2008. Zastosowanie gazow inertnych do poprawy stabilnosci oksydatywnej oleju
rybnego, rzepakowego i ich mieszaniny. Zywnos¢. Nauka. Technologia. Jako$é 60, 248-256
Jimenez M., Garcia H.S., Beristain C.I. 2004. Spray-drying microencapsulation and oxidative stability of
conjugated linoleic acid. European Food Research and Technology 219, 588-592
Johnston I.A., Xuejun L., Vera L.A., Nickell D., Dingwall A., Alderson R., Campbell P., Bicherdike R. 2006.
Muscle and flesh quality traits in wild and farmed Atlantic salmon. Aquaculture 256, 323-336

Jonsdottir R., Bragadottir M., Arnarson G.O. 2005. Oxidatively derived volatile compounds in
microencapsulated fish oil monitored by solid-phase microextraction (SPME). Journal of Food Science 70,
433-440

Kagami Y., Sugimura S., Fujishima N., Matsuda K., Kometani T., Matsumura Y. 2003. Oxidative stability,
structure, and physical characteristics of microcapsules formed by spray drying of fish oil with protein and
dextrin wall materials. Journal of Food Science 68, 2248-2255
Kalichevsky M., Knorr D., Lillford P.J. 1995. Potential food applications of high-pressure effects on ice-water
transitions. Trends in Food Science and Technology 6, 253-258
Kamal-Eldin A., Yanishliewa N. 2002. N-3 fatty acids for human nutrition: stability considerations. European
Journal of Lipid Science and Technology 104, 825-836

Karim A.A., Bhat R. 2009. Fish gelatin: properties, challenges, and prospects as an alternative to mammalian
gelatins. Food Hydrocolloids 23, 563-576

Kasankala L.M., Xue Y., Weilong Y., Hong S.D., He Q. 2007. Optimization of gelatin extraction from grass
carp (Catenopharyngodon idella) fish skin by response surface methodology. Bioresource Technology 98,
3338-3343

Kato A. 2002. Industrial application of Maillard-type protein-polysaccharide conjugates. Food Science and
Technology Research 8, 193-199

Keogh M., O'Kennedy B., Kelly J. 1999. Stability to oxidation spray-dried fish oil powder microencapsulated
using milk ingredients. Journal of Food Science 66, 217224

Keogh M.K., O’Kenedy B.T., Kelly P.M. 2001. Stability to oxidation of spray-dried fish oil powder

microencapsulated using milk ingredients. Journal of Food Science 66, 217-224
Kim Y.D., Morr C.V., Schenz, T.W. 1996. Microencapsulation properties of gum arabic and several food

proteins: liquid orange oil emulsion particles. Journal of Agricultural and Food Chemistry 44, 1308-1313

137



Klaypradit W., Huang Y-W. 2008. Fish oil encapsulation with chitosan using ultrasonic atomizer. Learning With
Technologies 41, 1133-1139

Klinkerson U., Sophanodora P., Chinachoti P., McClements D.J., Decker E.A. 2005. Stability of spray-dried
tuna oil emulsions encapsulated with two-layered interfacial membranes. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 53, 8365-8371

Kolanowski W. 2000. Olej rybny - wptyw na zdrowie i wzbogacanie zywno$ci. Magazyn Przemystu Rybnego 6,
54-56

Kotodziejska 1., Kaczorowski K., Piotrowska B., Sadowska M. 2004. Modification of the properties of gelatin
from skins of Baltic cod (Gadus morhua) with transglutaminase. Food Chemistry 86, 203-209

Kotodziejska I., Skierka E., Sadowska M., Kotodziejski W. , Niecikowska C. 2008. Effect of extracting time and
temperature on yield of gelatin from different fish offal. Food Chemistry 107, 700-706

Korus J., Archemowicz B., Sikora M. 1997. Mikrokapsutkowanie substancji spozywczych. Zywno$é. Nauka.
Technologia. Jakos¢ 37, 30-40

Korus J., Gibifnski M., Archemowicz B. 2005. Zastosowanie natywnej i modyfikowanej skrobi ledzwianu
siewnego (Lathyrus dativus |.) do mikrokapsutkowania aromatéow. Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$¢
45, 74-80

Kremer J.M., Lawrence D.A., Jubiz W. 1990. Dietary fish oil and olive oil in supplementation in patients with
rheumatoid arthritis. Arthritis and Rheumatism 33, 810

Kris-Etherton P.M., Harris W.S., Lawrence J. 2003. Fish consumption, fish oil, omega-3 fatty acids and
cardiovascular disease. American Heart Association Inc. 23, 20-30

Krishnan S., Kshirsagar A.C., Singhal R.S. 2005. The use of gum arabic and modified starch in the
microencapsulation of a food falvoring agent. Carbohydrate Polymers 62, 309-315

Kritchevski D., Tepper S.A., DiTullo N.W., Holmes W.L. 1967. The sterols of seafood. Journal of Food
Science 32, 64-66

Kshirsagar A.C., Singhal R.S. 2008. Preparation of hydroxypropyl corn and amaranth starch hydrolyzate and its
evaluation as wall material in microencapsulation. Food Chemistry 108, 958-964

Kulas E., Ackman R. G. 2001a. Properties of a-, y-, and 3-tocopherol in purified fish oil triacylglycerols. Journal
of the American Oil Chemists' Society 78, 361 — 367

Kulas E., Ackman R. G. 2001b.Protection of a-tocopherol in nonpurified and purified fish oil. Journal of the
American Oil Chemists' Society 78, 197-203

Kulas E., Olsen E., Ackman R. G. 2002. Effect of a-, y-, and &-tocopherol on the distribution of volatile
secondary oxidation products in fish oil. European Journal of Lipid Science and Technology 104, 520-529

Kulikowski T. 2000. Zdrowotne aspekty spozywania ryb. Magazyn Przemystu Rybnego 5, 50-52

Kyle D.J. 1999. Low serum docosahexaenoic acid is a significant risk factor alzheimer’s dementia. Lipids 34,
245

Larsen M. 2009. Salmon Farming Industry Handbook. Marine Harvest.

Lawson L.D., Hughes B.G. 1988. Human absorption of fish oil fatty acids as triacylglycerols, free acids, or ethyl
esters. Biochemical and Biophysical Research Communications 152, 328

Lebiedzinska A. 2006. Lososie wedzone cennym zrddlem sktadnikow odzywczych. Magazyn Przemystu

Rybnego 2, 33-36

138



Let M.B., Jacobsen C., Meyer A.S. 2003. Effects of fish oil type, lipid antioxidants and presence of rapeseed oil
on oxidative flavour stability of fish oil enriched milk. European Journal of Lipid Science and Technology
106, 170-182

Létisse M., Rozieres M., Hiol A., Serget M., Comeau L. 2006. Enrichment of EPA and DHA from sardine by
supercritical fluid extraction without organic modifier. 1. Optimization of extraction conditions. Journal of
Supercritical Fluids 38, 27-36

Lin SW., Sue T.T., Ai T.Y. 1995. Carotene content. W: Methods of test for palm oil and palm oil products.
Palm Oil Research Institute of Malaysia, 43-44

Madene A., Jacquot M., Scher J., Desorby S. 2006. Flavour encapsulation and controlled release — A review.

International Journal of Food Science and Technology 41, 1-21

Maes J.; De Meulenaer B.; Van Heerswynghels P.; De Greyt W.; Eppe G.; De Pauw E.; Huyghebaert A. 2005.
Removal of dioxins and PCB from fish oil by activated carbon and its influence on the nutritional quality of
the oil. Journal of the American Oil Chemists' Society 82, 593-597

Mahmoud K., Linder M., Fanni J., Parmentier M. 2008. Characterisation of the lipid fractions obtained by
proteolityc and chemical extractions from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) roe. Process Biochemistry
43, 376-383

Mainardes R.M., Silva L.P. 2004. Drug delivery systems: past, present and future. Current Drug Targets 5, 449-

455
Maki K.C., Davidson M.H., Dicklin M.R., Elliot J.G., Ingram K.A. 2003. Bioavailability of eicosapentaenoic
and docosahexaenoic n-3 polyunsaturated fatty acids in salmon patties compared with capsules. Journal of
Food Science 68, 761-764
Malinowska-Paniczyk E., Kotodziejska 1. 2009. Effect of lysozyme or nisin on survival of some bacteria treated
with high pressure at subzero temperature. Brazilian Journal of Microbiology 40, 767-777

Manirakiza P., Covaci A., Schepens P. 2001. Comparative study on total lipid determination using Soxhlet,
Roese—Gottlieb, Bligh and Dyer, and modified Bligh and Dyer extraction methods. Journal of Food
Composition and Analysis 14, 93-100

Manojlovic V., Rajic N., Djonlagic J., Obradovic B., Nedovic V., Bugarski B. 2008. application of electrostatic
extrusion — flavour encapsulation and controlled release. Sensors 8, 1488-1496

Mozaffarian D., Prineas R.J., Stein P.K., Siscovick D.S. 2006. Dietary fish and n-3 fatty acid intake and cardiac

electrocardiographic parameters in humans. Journal of the American College of Cardiology 48, 578-483

Muyonga J.H., Cole C.G.B., Duodu K.G. 2004. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopic study of acid
soluble collage and gelatin from skins and bones of young and adult Nile perch (Lates niloticus). Food
Chemistry 86, 325-332

Nawrocki T. 2009. Kapsutki w recepturze aptecznej. Aptekarz Polski 31, czasopismo online

Newton 1., Snyder D. 1993. Nutritional aspects of long-chain omega-3 fatty acids and their use in bread
enrichment. Cereal Foods World 3, 126-131

Newton I.S. 1996. Food enrichment with long — chain n-3 PUFA. INFORM 7, 169-177

Nielsen P.M. 1995. Reactions and potential industrial applications of transglutaminase. Review of literature and

patents. Food Biotechnology 9, 119-156
Niewiadomski H. 1993. Technologia Ttuszczow Jadalnych WNT, Warszawa, 131-149

139



Norland R. E. 1990. Fish gelatin. In: Advances in Fisheries Technology and Biotechnology for Increased
Profitability. M.N. Voight, J.K. Botta (Eds.), Technomic Publishing Co., Lancaster PA, 325-333
Ochang S.N. 2011. Effect of replacing cod liver oil with soybean oil as dietary lipid on carcass composition,
haematology and sensory properties of the Nile tilapia Oreochromis niloticus. International Aquatic
Research 3, 71-77
Partanen R., Ahro M., Hakala M., Kallio H., Forssell P. 2002. Microencapsulation of caraway extract in B-
cyclodextrin and modified starches. European Food Research and Technology 214, 242-247
Petot G.J., Friedland R.P. 2004. Lipids, diet and Alzheimer disease: an extended summary. Journal of the
Neurological Sciences 226, 31-33
Piez K.A. 1965. Characterization of a collagen from codfish skin containing three chromatographically different
o chains. Biochemistry 49, 2590-2596
PN-62/A-86783. Ryby i przetwory rybne. Oznaczanie zawarto$ci wody.
PN-75/A-04018. Produkty rolno-zywnosciowe. Oznaczanie azotu metoda Kjeldahla i przeliczanie na biatko.
PN-EN ISO 3656. Oleje i thuszcze roslinne oraz zwierzgce — Oznaczanie absorbancji w nadfiolecie wyrazonej
jako ekstynkcja wlasciwa w §wietle UV.
PN-EN ISO 3960:2005. Oleje i tluszcze roslinne oraz zwierzgce. Oznaczanie liczby nadtlenkowe;.
PN-EN ISO 5509:2000. Oleje i tluszcze roslinne oraz zwierzece. Przygotowanie estrow metylowych kwasow
thuszczowych.
PN-EN ISO 660:1998. Oleje i thuszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczenie liczby kwasowej i kwasowosci
PN-ISO 3496:2000. Migso i przetwory migsne. Oznaczanie zawartosci hydroksyproliny
Prata A.S., Zanin M.H.A., Re M.l., Grosso C.R.F. 2008. Release properties of chemical and enzymatic
crosslinked gelatin-gum arabic microcapsules containing a fluorescent probe plus vetiver essential oil.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 67, 171-178
Pugliese P.T., Jordan K., Cederberg H., Brohult J. 1998. Some biological actions of alkylglycerols from shark
liver oil. Journal of Alternative and Complementary Medicine 4, 87-99
Rao C.V., Newmark H.L., Reddy B.S. 1998. Chemopreventive effect of squalene on colon cancer.
Carcinogenesis 19, 703-706
Rascon M.P., Beristein C. 1., Garcia H.S., Salgado M.A. 2011. Carotenoid retention and storage stability of
spray-dried encapsulated paprika oleoresin using gum Arabic and Soy protein isolate as wall materials.
LWT — Food Science and Technology 44, 549-557
Reineccius G.A. 1991. Carbohydrates for flavor encapsulation. Food Technology 45, 144-147
Rice K. E., Watkins J., Hill C. G. 1999. Hydrolysis of menhaden oil by a Candida cylindracea lipase
immobilized in a hollow-fiber reactor. Biotechnology and Bioengineering 63, 33-45.
Riha V., Brunner G. 2000. Separation of fish oil ethyl esters with supercritical carbon dioxide. Journal of
Supercritical Fluids 17, 55-64
Roche H., Gibney M.J. 1994. The effect of consumption of fish oil-enriched spreadable fats on platelet
phospholipids fatty acids consumption in human volunteers. International Journal for Vitamin and Nutrition
Research 64, 237-242
Rusli J.K., Sanguansri L., Augustin M. A. 2006. Stabilization of oils by microencapsulation with heated protein-

glucose syrup mixtures. Journal of the American Oil Chemists' Society 83, 965-972.

140



Samotyja U., Matecka M. 2007. Effects of blackcurrant seeds and rosemary extracts on oxidative stability of
bulk and emulsified lipid substances. Food Chemistry 104, 317-323

Samotyja U., Urbanowicz. A., 2005. Przeciwutleniajagce wlasciwosci handlowych ekstraktéw 2z rozmarynu.
Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jakos¢ 2, 184 — 192

Schrooyen P.M.M., Van der Meer R., De Kruif C.G. 2001. Microencapsulation; its application in nutrition.
Proceedings of the Nutrition Society 60, 475-479

Serfert Y., Drusch S., Schwarz K. 2009. Chemical stabilisation of oils rich in long-chain polyunsaturated fatty
acids during homogenisation, microencapsulation and storage. Food Chemistry 113, 1106-1112

Severini C., Romani S., Dall'Aglio G., Provere P., Conte L., Lerici C.R. 1999. High pressure effects on lipid
oxidation of extra virgin olive oils and seed oils. The Journal of Food Technology in Africa 4, 65-68

Shahidi F., Han X.Q. 1993. Encapsulation of food ingredients. Critical Reviews in Food Science and Nutrition
33, 501-547

Shahidi F., Wanasundara U., Brunet N. 1994. Oxidative stability of oil from blubber of harp seal (Phoca
groenlandica) as assessed by NMR and standard procedures. Food Research International 27, 555-562

Shepherd R., Robertson A., Ofman D. 2000. Dairy glycoconjugate emulsifiers: casein-maltodextrins. Food
Hydrocolloids 14, 281-286

Sheu T.Y., Rosenberg M. 1995. Microencapsulation by spray drying ethyl caprylate in whey protein and
carbohydrate wall systems. Journal of Food Science 60, 98-103

Shi G., Rao L., YuR., Xiang H., Pen H., Long S., Yang C. 2007. Yeast-cell-based microencapsulation of
chlorogenic acid as a water-soluble antioxidant. Journal of Food Engineering 80, 1060-1067

Shiota M., Konisi H., Tatsumi K. 1999. Oxidative stability of fish oil blended with butter. Journal of Dairy
Science 82, 1877-1881

Shukla V.K.S., Perkins E.G. 1998. Rancidity in encapsulated health-food oils. INFORM 9, 955-962

Sikorski Z.E. 1994. Biatka — budowa i wiasciwosci. W: Chemiczne i funkcjonalne wilasciwosci sktadnikow
zywnosci. Sikorski Z.E. (red), WNT, Warszawa 1994

Sikorski Z.E. 1973. Zarys budowy migsni ryb i bezkrggowcow morskich. W: Technologia chtodniczego
utrwalania morskich surowcow zywnosciowych. Rusak E. (red), Gdansk, Wydawnictwo Morskie, 21-87

Sikorski Z.E. Morskie surowce zywnosciowe. WNT, Warszawa 1992, 60-62, 73,79

Sikorski Z.E. Ryby i bezkregowce morskie. WNT, Warszawa 2004

Sikorski Z.E. Technologia zywnosci pochodzenia morskiego. WNT, Warszawa 1980, 78, 539

Singer P., Wirth M., Berger I. 1990. A possible contribution of decrease in free acids to low serum triglyceride
levels after diets supplemented with n-6 and n-3 polysaturated fatty acids. Atherosclerosis 83, 167

Singh H. 2011. Aspects of milk-protein-stabilised emulsions. Food Hydrocolloids 25, 1938-1944

Sinha V.R., Singla A.K., Wadhawan S., Kaushik R., Kumria R., Bansal K., Dhawan S. 2004. Chitosan
microspheres as a potential carrier for drugs. International Journal of Pharmaceutics 274, 1-33

Skara T., Sivertsvik M., Birkeland S. 2004. Production of salomon oil from filling byproducts — effect of storage
conditions on lipid oxidation and content of w-polyansaturated fatty acids. Journal of Food Science 69,
E417-E421

Sliiyte R., Dauksas E., Falch E., Storre 1., Rustad T. 2005. Yield and compositions of different fractions
obtained after enzymatic hydrolysis of cod (Gadus morhua) by products. Process Biochemistry 40, 1415-
1424

141



Surh J., Decker A., McClements D. 2006. Properties and stability of oil-in-water emulsions stabilized by fish
gelatin. Food Hydrocolloids 20, 596-606
Suryanarayana C., Chowdoji Rao K., Kumar D.2008. Preparation and characterization of microcapsules
containing linseed oil and its use in self-healing coatings. Progress in Organic Coatings 63, 72-78
Szczepanik G. 2007. Wptyw ekstraktow kopru, podbiatu, rozmarynu, skrzypu, szalwii i tymianku na hamowanie
utleniania lipidéw wyekstrahowanych z tkanki mig$niowej kurczat i indykéow. Zywnos¢. Nauka.
Technologia. Jakos¢ 4, 89-98
Szymanska E., Winnicka K. 2009. Mikrosfery — nowoczesna posta¢ leku do oczu o kontrolowanym uwalnianiu.
Farmacja Polska 65, 378-386
Tanaka M., Xueyi Z.Y., Nagashima Y., Taguchi T. 1991. Effect of high pressure on the lipid oxidation in sardine
meat. Nippon Suisan Gakkaishi 57, 957-963
Timm-Heinrich M., Xu X., Nielsen N.S., Jacobsen C. 2004. Oxidative stability of mayonnaise and milk drink
produced with structures lipids based on fish oil and caprylic acid. European Food Research and Technology
219, 32-41
Trautwein E.A. 2001. N-3 fatty acids — physiological and technical aspects for their use in food. European
Journal of Lipid Science and Technology 103, 45-55
Tsimidou M., Papavergou E., Boskou D. 1995. Evaluation of oregano antioxidant activity in mackerel oil. Food
Research International 28, 431-433
Turchiuli C., Fuchs M., Bohin M., Cuvelier M.E., Ordonnaud C., Peyrat-Maillars M.N. 2005. Qil encapsulation
by spray drying and fluidised bed agglomeration. Innovative Food Science and Emerging Technologies 6,
29-35
Tynek M., Drozdowski B. 1998. Monitorowanie oksydatywnotermicznych przemian tluszczéw metodg
spektrofotometryczng. Zywnoséé. Nauka. Technologia. Jako$¢ 17, 27-38
Velasco J., Andersen M.L., Skibsted L.H. 2004. Evaluation of oxidative stability of vegetable oils by monitoring
the tendency to radical formation. A comparison of electron spin resonance spectroscopy with the Rancimat
and differential scanning calorimetry. Food Chemistry 85, 623-632
Wagner L.A., Warthensen J.J. 1995 Stability of spray-dried encapsulated carrot carotenes. Journal of Food
Science 60, 1048-1053
Wan Y., Bankston J.D., Bechtel P.J., Sathivel S. 2011. Microencapsulation of menhaden fish oil containing
soluble rice bran fiber using spray drying technology. Journal of Food Science 76, E348-E356
Wanasundara U.N., Shahidi F. 1995. Storage stability of microencapsulated seal blubber oil. Journal of Food
Lipids 2, 73-86
Whelan J., Rust C. 2006. Innovative dietary sources of n-3 fatty acids. Annual Review of Nutrition 26, 75-103
Wojtys A., Jankowski T. 2004. Wptyw temperatury na szybkos¢ przenikania wybranych olejkow eterycznych do
komoérek drozdzy piekarskich. Zywno$é. Nauka. Technologia. Jakos¢ 40, 77-86
Wu T.H., Bechtel P.J. 2008. Salmon by-product storage and oil extraction. Food Chemistry 111, 868-871
Young S.L., Sarda X., Rosenberg M. 1993. Microencapsulating properties of whey proteins 1.
Microencapsulation of anhydrous milk fat. Journal of Dairy Science 76, 2868-2877
Zelechowska E., Sadowska M., Turk M. 2010. Isolation and some properties of collagen from the backbone of
Baltic cod (Gadus morhua). Food Hydrocolloids 24, 325-329

142



Zeller B.L., Saleeb F.Z., Ludescher R.D. 1999. Trends in development of porous carbohydrate food ingredients
for use on flavor encapsulation. Trends in Food Science and Technology 9, 389-394

Zhao J., Whistler R.L. 1994. Spherical aggregates of starch granules as flavor carrier. Food Technology 48, 104—
105

Zhou P., Mulvaney S.J., Regenstein J.M. 2006. Properties of Alaska pollock skin gelatin: a comparsion with
Tilapia and pork skin gelatins. Journal of Food Science 69, 393-398

Zuidam N.J., Shimoni E. 2010. Overview of microencapsulates for use in food products or processes and
methods to make them. W: Encapsulation technologies for active food ingredients and food processing.
Red. Zuidam N.J., Nedovic V. Springer-Verlag New York, 3-29

143



7 DOROBEK NAUKOWY

Publikacje:

1.

Glowacz A., Tynek M., Kolodziejska 1. 2010. Ocena jakos$ci dostgpnych na rynku suplementéw diety
zawierajacych kwasy tluszczowe z rodziny n-3. Jako$¢ i bezpieczenstwo zywnosci wyzwaniem XXI
wieku, s. 50-57.

Glowacz A., Kolodziejska 1. 2011. Determination of optimal conditions for the isolation of oil from the
fishing industry offal. W: 14th International Symposium of Students and Young Mechanical Engineers:
"Advances in Chemical and Mechanical Engineering, Vol. 1/2, Gdansk, 5th-7th May 2011 / ed. C.
Fijato. Faculty Mechanical Engineering, Chemical Faculty Gdansk University of Technology, Gdansk,
2011, 5.182-185.

Glowacz A., Kotodziejska 1., Malinowska-Panczyk E., Tynek M., Martysiak-Zurowska D., Pawlowicz
R. 2013. Salmon (Salmo salar) processing byproducts as a source of oil and long-chain polyunsaturated
fatty acids: “cold” extraction of the oil — a comparison with other extraction methods. LWT — Food
Science and Technology (w recenzji)

Jedrkiewicz R., Kupska M., Glowacz A., Gromadzka J., Namie$nik J. 2013. 3-MCPD: A worldwide
problem of food chemistry. Critical Reviews in Food Science and Nutrition (przyjeto do druku
24.07.2013)

Doniesienia przedstawione na konferencjach naukowych:

1.

Glowacz A., Tynek M. 21-22.05.2009. Badanie jakosci dostepnych na rynku preparatow
farmaceutycznych zawierajacych kwasy tluszczowe z rodziny n-3. XIV Ogolnopolska Sesja Sekcji
Mtodej Kadry Naukowej PTTZ , Jako$¢ i bezpieczefistwo zywnosci - wyzwanie XXI wieku”,Gdynia
Glowacz A., Gottfried K., Staroszczyk H., Kotodziejska 1. 29.X1.2009. Kompleksowe
zagospodarowanie wybranych odpadéw przemystu rybnego. VII Konferencja Krajowa Dla Miasta i
Srodowiska. Problemy unieszkodliwiania odpadow, Warszawa

Glowacz A., Kotodziejska 1. 5-7.05.2011. Determination of the optimal conditions for the isolation of
oil from the fishing industry offal. 14th International Symposium of Students and Young Mechanical
Engineers, Gdansk

Glowacz A., Kotodziejska 1. 9-13.05.2011. Okreslenie wptywu warunkoéw przechowywania skor tososi
oraz surowego oleju na ich jako$¢. VII Ogodlnopolskie Studenckie Seminarium Naukowo-
Technologiczne BIOMEDITECH - badania i innowacje, Sopot

Malinowska-Panczyk E., Glowacz A., Kolodziejska 1. 29.06.-01.07.2011. Wptyw wysokiego ci$nienia
na stopien utlenienia lipidow migsa ryb i zwierzat statocieplnych. XL Sesja Komitetu Nauk o Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk - Tradycja i nowoczesno$¢ w zywnosci i zywieniu, Warszawa

Glowacz A., Wielesik B., Kotodziejska 1. 6-8.07.2011. The influence of powdered rosemary on the
quality of fish oil during storage. XVI Conference EuroFoodChem. Translate food chemistry into health
benefits, Gdansk

144



7. Glowacz A. 18-19.11.2011. Wielowymiarowe korzysci i potencjal zastosowania w gospodarce nowego
sposobu otrzymywania wartoSciowego oleju z odpadéw przemystu rybnego. Seminarium naukowo-
biznesowe ,,Budowa gospodarki opartej na wiedzy — wynalazczo$¢ studencka”, Kielce

8. Glowacz A., Kotodziejska 1. 16-19.05.2012. Microencapsulation of fish oil using freeze drying
technique. 15th International Symposium of Students and Young Mechanical Engineers, Gdansk

9. Glowacz A. Prezentacja zgloszenia patentowego: Sposdb otrzymywania oleju rybiego z odpaddéw ryb
thustych, zwlaszcza tososi. Krajowa Gielda Wynalazczos$ci Studenckiej, Kielce 18-19.10.2012

10. Glowacz A., Gromadzka J. 27-30.10.201. Estimation of 3-MCPD in dietary supplements: fish liver oils
and capsulated fish oil from Polish market. 11" Euro Fed Lipid Congress and 30" ISF lecture series
"Qils, Fats and Lipids: New Strategies for a High Quality Future", Antalya

11. Gromadzka J., Glowacz A., Jedrkiewicz R., Kupska M. 27-30.10.2013. 3-MCPD in food lipids. 11"
Euro Fed Lipid Congress and 30" ISF lecture series "Oils, Fats and Lipids: New Strategies for a High
Quality Future”, Antalya

Patent

Tynek M., Kolodziejska 1., Pawtowicz R., Glowacz A., Martysiak-Zurowska D., Malinowska-Paficzyk E.,
Kasprzak J., Malek J. Sposob otrzymywania oleju rybnego z odpadow ryb tustych, zwlaszcza tososi. Zgtoszenie
patentowe nr P392002 z dn. 26.07.2010, patent przyznano 23.08.2012. Zgtaszajacy: Politechnika Gdanska; MK
AQUA sp. z 0.0. Szczecin

Uczestnictwo w projektach badawczych
Udziat w projekcie badawczym pt: "Susceptibility of rape varieties to flavour reversion™ (2010) realizowanym w
ramach wieloletniego porozumienia o wspolpracy naukowo-dydaktycznej pomiedzy Wydziatem Chemicznym

Politechniki Gdanskiej a Centrum Badan i Rozwoju Ttuszczow Biinge Europe.

Nagrody

Wyréznienie w I Ogdlnopolskim Konkursie Student-Wynalazca pod patronatem Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego oraz Urzedu Patentowego RP dla wspoélautora zgloszenia patentowego P392002 ,,Sposdb
otrzymywania oleju rybnego z odpadéw ryb tlustych, zwlaszcza lososi” (pozostali autorzy: M. Tynek,
Kolodziejska I., Pawlowicz R., Martysiak D., Malinowska-Panczyk E., Kasprzak J., Malek J.)

Laureatka programu stypendialnego ,,InnoDoktorant — stypendia dla doktorantow, IV edycja” organizowanego

przez Urzad Marszatkowski Wojewodztwa Pomorskiego w Gdansku

Stypendium za osiggnigcia naukowe w roku akademickim 2010/2011 z dotacji podmiotowej na dofinansowanie

zadan projakosciowych.

145



ABSTRACT

A large amount of offal and by-products generated in the fishing industry, including the processing of
farm salmon, induces the search for a new rational management method. Skins from the process of mechanical
skinning of salmon contain about 15 % collagen and 25 % fat, and therefore they could be used for recovery of
these substances.

The first aim of this work was to develop the new method of oil extraction from the skins. It was
investigated that there is a possibility to recover oil from the raw material at a temperature below 15°C. It was
found that after one minute of mixing minced skins with water and then centrifugation of obtained mixture, the
oil extraction yield was very high (about 83%). At the same time the quality of extracted oil was examined by
determining the content of the primary (PV) and secondary (TBARS) oxidation products and the free fatty acids
content and fatty acid composition (with particular attention to the content of EPA and DHA). The "cold
extraction” method allowed to receive fish oil with a good yield and low energy input, and what is very
important, does not lead to unfavorable oxidative and hydrolytic changes. Furthermore, during the oil extraction
the collagen from the skins was not lost and it was then used for the preparation of gelatin. The effect of frozen
storage time on the quality of obtained oil was examined. Oxidative changes took place in the raw material even
at -20°C. The oil oxidation processes took place about two times faster during storage at room temperature than
in cold storage, although the composition of fatty acids changed only slightly. The suitability of the dried herbs
with antioxidant properties to improve the oxidative stability of the oil was investigated. The addition of
rosemary to oil, already at a concentration of 1% prolonged induction period of the oxidation reaction of about 9
times with comparison to the control sample. Other herbs: oregano and sage, did not show such a strong
antioxidant effect as rosemary.

Another main aim of the work was to develop optimal conditions for the microencapsulation of oil
obtained by applying the freeze-drying of emulsions. The gelatin, produced from the same raw material as an oil,
was used as the material for the shells of the microcapsules. It was found that the optimal composition of the
emulsion intended for the microencapsulation consisted of 20 % protein concentration in the mixture and the
ratio of core:shell was 1:1. Microcapsules were prepared by freeze-drying of the emulsion in the form of plates,
which were then grinded. Immediately after drying, the oxidation of the microencapsulated oil occurred.
Limitation of oxygen access during the preparation of the emulsion did not improve the oxidative stability of
microcapsules. Therefore the another oil encapsulation method was investigated - drying the emulsion in the
form of pellets. This resulted in a significant improvement of oxidative stability of the microencapsulated oil
during storage. In addition, the inclusion in the structure of rosemary pellets reduced the rate of formation of
primary and secondary oxidation products . The LOO of the oil in pellets with the addition of rosemary, even
when they were stored at room temperature after 4 weeks was almost 6 times lower than in the crude oil. The
microcapsules in the form of pellets, obtained by using the developed method, could be used as a dietary

supplement.
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