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1. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

Urodzitem si¢ 7 pazdziernika 1965 r. we Wroctawiu. W roku 1980 ukonczylem szkote
podstawowa, a nastgpnie nauke kontynuowatem w Liceum Ogolnoksztatcacym nr XII we
Wroctawiu, w klasie o profilu biologiczno-chemicznym.

Po ukonczeniu szkoty $redniej i uzyskaniu $wiadectwa dojrzatosci, w latach 1986-1991
studiowatem na Wydziale Zootechnicznym Akademii Rolniczej we Wroctawiu /obecnie
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu/, w trakcie ktérych ukonczytem Migdzywydziatowe
Studium Pedagogiczne.

Prace magisterska pt. ’Ocena ekonomicznej efektywnosci w fermie lisow w Pietrzykowicach”,
ktérej promotorem byt dr hab. Janusz Kuzniewicz, wykonatem w Katedrze Hodowli Owiec
i Zwierzat Futerkowych i obronitem 22 lipca 1991 r. uzyskujac dyplom mgr inz. zootechniki.

W dniu 21.12.1998 r. na podstawie przedstawionej dysertacji pt. Proba modyfikacji sktadu
kwasow tlhuszczowych tluszczu jagnigt poprzez dodatek do diety chronionych nasion roslin
oleistych (rzepak, stonecznik)”, ktorej promotorem byla dr hab. Bozena Patkowska-Sokota,
Rada Wydziatu Biologii 1 Hodowli Zwierzat Akademii Rolniczej we Wroctawiu jednomys$lnie
nadata mi stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie zootechniki, wyrdzniajac na
whniosek recenzentow pracg doktorskg oraz obrone.

W trakcie swojej dotychczasowej pracy ukonczytem kilka kursow m.in. z zakresu
»Funkcjonowania rynkéw hurtowych i gield towarowych”, ,,Zarzadzania gospodarstwem rolnym
w pierwszych latach po integracji z Unig Europejska”, ,,Dostosowania gospodarstw rolnych
do standardow obowiazujacych w UE” i ,,Upowszechniania przepisow unijnych”. Uczestniczytem
réwniez w zorganizowanym przez Stowarzyszenie Naukowo-Techniczne Inzynieréw i Technikow
Rolnictwa semestralnym kursie z zakresu towaroznawstwa skor garbarskich i futrzarskich
uzyskujac dyplom kwalifikatora w zakresie oceny skor garbarskich i futerkowych oraz okrywy
wlosowej, a takze zdobytem uprawnienia rzeczoznawcy SITR — jako doradca w zakresie produkcji
rolniczej.

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Z dniem 17 lutego 1992 roku zostatem zatrudniony na stanowisku asystenta w Katedrze
Hodowli Owiec i Zwierzat Futerkowych. 1 lutego 1999 r. otrzymalem mianowanie na stanowisko
adiunkta, na ktérym zatrudniony jest do chwili obecnej w Instytucie Hodowli Zwierzat, Zaktadzie
Hodowli Owiec 1 Zwierzat Futerkowych, Wydzialu Biologii i Hodowli Zwierzat, Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Moj dorobek naukowy obejmuje 214 prac (tacznie z pracami stanowigcymi szczegolne
osiggni¢cie naukowe), w tym 93 oryginalne prace tworcze (21 w bazie Journal Citation Reports),
23 prace w materiatach z konferencji i sympozjow, 3 rodziaty w monografiach, 77 doniesien
konferencyjnych o zasiegu mig¢dzynarodowym 1 krajowym, 11 artykutow popularnonaukowych
oraz 3 patenty i 2 zgloszenia patentowe. Sumaryczny Impact Factor wszystkich opublikowanych
prac w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports wynosi 12,921, a suma
punktow wg listy MNISW - 672. Catkowita liczba cytowan w bazie Web of Science - 22, indeks
Hirscha - 3.



3. Prace stanowiace szczegolne osiagniecie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.), pod wspdélnym tytutem: 1zomeryzowane
oleje roslinne - dodatki paszowe redukujace otluszczenie i zawarto$¢ thuszczu w miesie
jagniat oraz zwi¢kszajace udzial CLA w tkankach thuszczowych

3.1 Bodkowski R., Patkowska-Sokota B. 2009. Senkung des Fettgehalts im Fleisch von
Limmern - Fettreduzierung bei Ldmmern durch den Einsatz von isomerisiertem

Sonnenblumendl, angereichert mit konjugierten Linolsduren (CLA). Fleischwirtschaft, 8,
90-93.

3.2 Bodkowski R., Patkowska-Sokota B. 2009. Einfluss der Ernndahrung auf des Fettsdurenprofil
von Limmern — Effect von isomerisiertem, mit konjugierten Linolsduren angereichertem

Sonnenblumendl auf die Fettzusammensetzung unterschiedlicher Gewebe bei Lammern.
Fleischwirtschaft, 9, 119-122.

3.3 Bodkowski R., Patkowska-Sokota B. 2013. Modification of fatty acids composition of
lambs’ fat by supplementation isomerised grapeseed oil (part I). Animal Science Papers and
Reports, vol. 31, no. 2, 147-158.

3.4 Bodkowski R., Patkowska-Sokota B. 2013. Reduction of body fatness and meat fat content
in lambs by supplementation of isomerised grapeseed oil (part I1). Animal Science Papers
and Reports, vol. 31, no. 3, 219-238.

4. Opis szczegolnych osiagni¢e¢ naukowych pod tytulem: Izomeryzowane oleje roslinne -
dodatki paszowe redukujace otluszczenie i zawarto$¢ tluszczu w miesie jagniat oraz
zwigkszajace udzial CLA w tkankach tluszczowych

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zapadalnosci na choroby ,.cywilizacyjne”.
Najwickszy wplyw na to maja: tryb zycia, stres oraz dieta. Szczegolnie niebezpieczne jest
wysokie spozycie kwasoéw tluszczowych nasyconych, ktorych gldéwnym zrodlem w diecie
cztowieka sa thuszcze pochodzenia zwierzgcego. Kwasy te powoduja wzrost poziomu
trojglicerydow oraz cholesterolu i1 jego frakcji LDL w krwi, co prowadzi do zmian
miazdzycowych w naczyniach krwiono$nych 1 sprzyja chorobom uktadu krazenia
(Siri-Tarino i wsp. 2010). Wysokie spozycie kwasow nasyconych skorelowane jest rowniez ze
zwigkszonym ryzykiem wystapienia niektorych nowotworéw (Rose 1997) oraz otytosci
(Bray i wsp. 2002). W $wietle tych badan nalezy ograniczy¢ spozycie thuszczow zwierzgcych.

Z drugiej strony zywno$¢ przestaje by¢ postrzegana jedynie jako zrodto sktadnikéw
odzywczych, stuzacych pokryciu potrzeb pokarmowych cztowieka, ale coraz czesciej zwraca sig
uwage na jej wlasciwosci funkcjonalne. W badaniach nad skladem produktéw Zywnosciowych
poszukuje si¢ zwiazkéw wykazujacych pozytywne oddzialywanie na organizm cztowieka,
starajac si¢ zwigkszy¢ ich poziom. Szacuje si¢, ze w ciggu najblizszych 20-30 lat Zywnos¢
funkcjonalna stanowi¢ moze nawet 30% catej produkowanej zywnosci.

Sprz¢zone dieny kwasu linolowego znane sg od dawna, jednakze do potowy lat 80-tych
niewiele byto wiadomo na temat ich wtasciwosci chemicznych oraz dziatania. Dopiero badania
przeprowadzone przez Parize¢ i wsp. (1983) doprowadzily do odkrycia w ekstraktach
thuszczowych surowego i smazonego migsa wotowego zwigzkéw hamujacych mutageneze
u bakterii, co potwierdzity pdzniejsze badania in vivo na myszach i szczurach
(Pariza i Hargraves 1985).

Okazato sig, ze zwigzkami tymi byly sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA). Od tego
czasu poznano wielu nowych biologicznych oraz fizjologicznych ich funkcji.



Sprzezony kwas linolowy (CLA)1 jest terminem okre$lajgcym mieszaning pozycyjnych
(8110, 91 11, 10 i 12 lub 11 i 13) oraz geometrycznych (cis i trans) izomerow kwasu
oktadekadienowego, w ktorych w odroznieniu od kwasu linolowego cis-9,cis-12 C18:2 wigzania
podwojne izolowane sg tylko jednym wigzaniem pojedynczym (Eulitz i wsp. 1999).
W produktach naturalnych dominujg izomery o konfiguracji cis-9,trans-11 oraz trans-10,cis-12,
ktoérym przypisuje si¢ szczegdlng aktywnosc¢ biologiczng (Pariza i wsp. 2001).

Podstawowym mechanizmem powstawania CLA jest bakteryjna biohydrogenacja, gtéwnie
kwasu linolowego oraz linolenowego, zachodzaca w zwaczu zwierzat przezuwajacych
(Harfoot i Hazelewood 1988). lzomery te syntetyzowane sg takze w tkankach tluszczowych
i gruczole mlekowym ssakow z kwasu trans wakcenowego t11 C18:1, przy udziale
enzymu A° desaturazy (Corl i wsp. 2001). Moga one réwniez powstawaé w trakcie termicznego
przetwarzania zywnosci (Pariza i wsp. 1979) oraz katalitycznego wodorowania olejow
roslinnych (Reaney i wsp. 1999).

W diecie cztowieka podstawowym zrodlem CLA s3 produkty pochodzace od zwierzat
przezuwajacych (migso i mleko), w ktorych zawartos¢ ich wynosi od 0.3 do 1.4%
(Patkowska-Sokota i wsp. 2002, 2004). Izomery te nie wystepuja w tluszczach pochodzenia
roslinnego.

W organizmie czltowieka sprzezone dieny kwasu linolowego ulegaja przeksztalceniu
w formy furanowe o silnych wlasciwosciach antyoksydacyjnych, a takze inkorporowane sg
w struktury bton komoérkowych wptywajac modyfikujaco na ich wiasciwosci (ptynnosé,
przepuszczalnosc).

Dotychczas najwigcej badan poswigcono antykancerogennemu dziataniu CLA. Zwigzki te,
a zwlaszcza izomer cis-9,trans-11, opdzniajg albo zmniejszajg rozwdj nowotworow skory, sutka,
okreznicy i zotadka (Lipkowski i wsp. 2003; Corl i wsp. 2003; Palomobo i wsp. 2002).
Ich korzystne dziatanie nie ogranicza si¢ tylko do hamowania mutagenezy i kancerogenezy, ale
jest szersze i bardziej wielokierunkowe m.in.: antymiazdzycowe (Kritchevsky i wsp. 2002),
hamujace rozwdj osteoporozy (Brownbill i wsp. 2005), opdzniajagce rozwoj cukrzycy
(Hauseknecht i wsp. 1998).

W ostatnim latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania sprz¢zonymi dienami kwasu
linolowego w zwigzku z ich korzysthym wptywem na metabolizm lipidéow i mozliwo$cig
redukowania tkanki ttuszczowe;.

Nie do konca poznany zostal mechanizm dziatania sprz¢zonego kwasu linolowego jako
czynnika redukujgcego otluszczenie. Niektore badania sugerujg, ze CLA zwigksza
zapotrzebowanie na energi¢ poprzez zwigkszenie zuzycia tlenu (Choi i wsp. 2004) lub w wyniku
zwickszenia ekspresji bialek (Ealey 1 wsp. 2002). Mechanizm ten moze rowniez polega¢ na
redukcji masy komorek tluszczowych i/lub ich liczby w wyniku hamowania lipazy
lipoproteinowej w komorkach tluszczowych (Lin i wsp. 2001), hamowania aktywnosci
desaturazy stearoylo-CoA (Ntambi i wsp. 1999), zwickszenia apoptozy preadipocytow
i adipocytow (Tsuboyama-Kasaoka i wsp. 2000) lub modulowania adipokin i cytokin
(Akahoshi i wsp. 2002). Zjawisko to thumaczone jest rowniez zwigkszong f-oksydacja kwasow
tluszczowych w migéniach szkieletowych (Pariza i wsp 2001). Nie ma zatem jednoznacznego
wyjasniania w jaki sposob CLA lub ich metabolity redukujg zawarto$¢ ttuszczu w masie ciata,
a przedstawiane wyniki sugeruja jedynie ewentualny przebieg tych procesow.

Wiadomo natomiast, ze za zmniejszenie otluszczenia odpowiedzialny jest izomer
o0 konfiguracji trans-10,cis-12 poniewaz wptywa na preadipocyty zmniejszajac W nich zawartosc¢
trojglicerydow, a takze hamuje synteze¢ de novo kwasow tlhuszczowych 1 estryfikacje

1 W autoreferacie jako synoniméw uzywano okrelef: sprzezony kwas linolowy, sprzezone dieny kwasu
linolowego, sprz¢zone izomery kwasu linolowego, CLA, izomery CLA, dieny CLA.



trojglicerydow  przyczyniajagc  si¢  do  zmniejszenia  objetosci  tkanki  tluszczowej
(Brown i wsp. 2001; Rodriquez i wsp. 2002).

Wigkszo$¢ prac na temat wptywu CLA na stopien otluszczenia stanowig badania na
zwierzetach laboratoryjnych (Akahoshi 1 wsp. 2002; Delany i wsp. 1999) oraz
monogastrycznych (Ostrowska i wsp. 2003). Znacznie mniej jest badan na zwierzetach
przezuwajacych 1 dotycza one przede wszystkim stosowania CLA w formie chronionej
(Gassman i wsp. 2000; Gillis i wsp. 2004) lub ich wptywu na zawartos¢ thuszczu w mleku
(Baumgard i wsp. 2001; Lock i wsp. 2006). Niewiele prac poswigconych jest rowniez wpltywowi
CLA na skitad kwasow tlhuszczowych tkanek tluszczowych zwierzat przezuwajacych
I w wigkszosci dotyczg one ich stosowania w formie chronionej (Wynn i wsp. 2006).

Niewielka liczba prac na temat mozliwo$ci stosowania izomeréow CLA w zywieniu
przezuwaczy, korzystne wlasciwosci izomeru trans-10,cis-12 C18:2, a takze zalecenia lekarzy
i dietetykoéw stanowity gldwng przestanke do zainteresowania si¢ problematyka badawczg oraz
realizacji badan stanowigcych szczegdlne osiggnigcie naukowe.

Celem przeprowadzonych badan bylo zsyntetyzowanie z olejéw roslinnych sprzezonych
dienow kwasu linolowego oraz ich zastosowanie w zywieniu jagniat i ocena ich wpltywu na
stopien otluszczenia, zawartos$¢ tluszczu w miesie oraz sklad kwasow tluszczowych tkanek
thuszczowych, w tym zawartos¢ aktywnych biologicznie kwasow tluszczowych.

I. Synteza izomerow CLA oraz opracowanie kompozycji dodatku paszowego

W ramach pierwszego etapu badan, w oparciu 0 zmodyfikowang metodyke
i zoptymalizowane warunki, z olejéw roslinnych zsyntetyzowano sprzg¢zone dieny kwasu
linolowego oraz opracowano kompozycje dodatku paszowego, ulatwiajacego stosowanie
uzyskanych preparatéw olejowych w zywieniu jagniat.

Na ilo$¢ syntetyzowanych w drodze izomeryzacji sprzezonych dienow kwasu linolowego
(CLA) istotny wplyw ma profil kwasow tluszczowych substratu wyjsciowego. O jego
przydatnosci decyduje przede wszystkim wysoka zawarto$¢ kwasu linolowego ¢9,c12 C18:2,
ktory jest gldéwnym substratem w procesie Syntezy tych izomerd6w oraz niska kwasow
thuszczowych nasyconych.

Stosowane w badaniach oleje roslinne (stonecznikowy, z pestek z winogron), podobnie jak
wiekszo$¢ nieprzetworzonych olejow pochodzenia roslinnego, nie zawieraty w swoim sktadzie
sprzezonych dienow kwasu linolowego. Charakteryzowaly si¢ natomiast korzystnym, z punktu
widzenia mozliwos$ci ich syntezy, profilem kwasoéw tluszczowych tzn. zawieralty znaczng ilos¢
kwasu linolowego ok. 59.5% (olej stonecznikowy) i 69% (olej winogronowy)? oraz mato
kwasow tluszczowych nasyconych, odpowiednio: ok. 9.5 i 13%.

W eksperymencie | jako substrat do syntezy CLA uzyto olej stonecznikowy, ktory poddano
procesowi alkalicznej izomeryzacji w srodowisku NaOH (prace: 3.1, 3.2).

W wyniku tego procesu w kwasie linolowym cis-9,cis-12 C18:2 nastgpita zmiana
rozmieszczenia wigzan podwojnych (potozeniowa) oraz ustawienia rodnikow w stosunku do osi
wigzania podwodjnego (geometryczna), co doprowadzilo do powstania nie wystepujacych
naturalnie w oleju stonecznikowym izomeréw 0 konfiguracji cis-9,trans-11 i trans-10,cis-12
C18:2 w ilosci odpowiednio: 25.2 i 27.8%. Oprécz 53% CLA, w skiad preparatu (10S)?
wchodzity réwniez kwasy thuszczowe nasycone (0k. 11%) oraz kwasy tluszczowe nienasycone:
oleinowy, linolowy i linolenowy w ilosciach odpowiednio: 28.7, 4.8 i 1.5%.

W eksperymencie Il (prace: 3.3, 3.4) do syntezy sprzgzonych dienow kwasu linolowego
uzyto olej z pestek z winogron, ktory poddano procesowi alkalicznej izomeryzacji w srodowisku
KOH oraz kompleksowania z mocznika.

2 W autoreferatu zamiennie stosowano okre$lenia olej z pestek z winogron i olej winogronowy.
% 10S - izomeryzowany olej stonecznikowy.



W wyniku alkalicznej izomeryzacji, w nieznacznie zmienionych w stosunku do
eksperymentu | warunkach, z oleju winogronowego zsyntetyzowano 3 izomery CLA
o konfiguracji cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 i cis-11,trans-13 w ilo$ciach odpowiednio: 32.9,
30.8 i 3.2%. Z kolei w wyniku zastosowania procesu kompleksowania z mocznika, w niskiej
temperaturze w postaci statego adduktu z mocznikiem wykrystalizowata wigkszos¢ nasyconych
kwasow thuszczowych, ktore usunigto W procesie filtracji, uzyskujac w ten sposob wzrost
koncentracji CLA. W wyniku tych proceséw uzyskano preparat (IOW)* zawierajacy sprzezone
dieny kwasu linolowego w ilosci: 38.3% (cis-9,trans-11), 35.6% (trans-10,cis-12) i 3.7%
(cis-11,trans-13). Oprocz 77.6% CLA w sktad preparatu wchodzity rowniez kwasy thuszczowe
nasycone (0,4%) oraz nienasycone: oleinowy, linolowy i linolenowy w ilosciach odpowiednio:
20.5,1.610.1%.

W celu latwiejszego skarmiania opracowanych preparatow olejowych (I0S, IOW)
w zywieniu jagnigt napylano je na preparat mineralny w ilosci 20% oleju na 1 kg nosnika
I w takiej formie stosowano w badaniach aplikacyjnych na zwierzetach (prace: 3.1, 3.2, 3.3,
3.4). W niniejszych badaniach jako nosnik uzyto preparat humusowo-mineralny
,Humokarbowit”, charakteryzujacy si¢ wysoka zdolno$cig sorpcyjng oraz wiasciwos$ciami
przeciwutleniajacymi. W sktad tego preparatu wchodza naturalne surowce: kwasy huminowe
I ich sole, bituminy, hemiceluloza, lignina, wosk, zywica, fitohormony, fitoenzymy, biatka
i aminokwasy, wielocukry oraz bogaty zestaw makro- i mikroelementow. Ze wzgledu na
wlasciwosci  biostymulujace 1 profilaktyczne (stabilizujace flore bakteryjng przewodu
pokarmowego) preparat ten stosowny jest w zywieniu drobiu, trzody chlewnej, bydta i owiec.

Il. Badania aplikacyjne na zwierzetach

W drugiej czgsci badan oceniono wptyw suplementacji dawki pokarmowej jagnigt
izomeryzowanymi olejami roslinnymi (2 eksperymenty z r6znymi poziomami dodatku) na
stopien otluszczenia, zawarto$¢ tluszczu w migsie oraz profil kwasow tluszczowych,
w szczegblnosci zawartos¢ aktywnych biologicznie kwasow thuszczowych.

W obu eksperymentach zwierzgcy materiat doswiadczalny stanowily tryczki rasy merynos
polski 0 masie ciata ok. 20-22 kg, ktore podzielono na 2 rownoliczne grupy po 20 szt. kazda -
kontrolng i doswiadczalng. Wszystkie zwierzeta zywiono systemem alkierzowym w oparciu o:
w eksperymencie | (prace: 3.1, 3.2) - TMR (stosowany w zywieniu krow) oraz siano lgkowe,
w eksperymencie Il (prace: 3.3, 3.4) - mieszank¢ (Oparta o komponenty zbozowe,
poekstrakcyjng $rute rzepakowa i susz z zielonek) oraz siano tgkowe. Dodatkowo jagnieta z grup
doswiadczalnych otrzymywaty codziennie dodatki zawierajace izomeryzowane oleje roslinne
w ilosci: 50g/szt./dzien (eksperyment I) i 100 g/szt./dzien (eksperyment Il), natomiast z grup
kontrolnych sam preparat mineralny (Humokarbowit) w analogicznej ilosci. W eksperymencie |
(prace: 3.1, 3.2) jako preparat doswiadczalny zastosowano izomeryzowany olej stonecznikowy
(10S), w ilosci ok. 3g/szt./dzien w przeliczeniu na izomer trans-10,cis-12 C18:2, natomiast
w eksperymencie Il (prace: 3.3, 3.4) izomeryzowany olej winogronowy (IOW) w ilosci
ok. 6.5g/szt. dziennej dawki izomeru trans-10,cis-12. Po 6 tygodniach i przy masie ciala
ok. 32-35 kg wszystkie jagnigta poddano ubojowi oraz wykonano nastgpujace pomiary
I 0znaczenia:

- grubo$¢ thuszezu podskornego nad okiem poledwicy (mm);

- 1lo$¢ thuszczu okotonerkowego z okolicy krezki nerkowej (g);

- ilo$¢ thuszczu podskornego i miedzymigsniowego w udzcu (g) oraz sklad ich kwasow
thuszczowych (%);

- zawarto$¢ thuszczu wewnatrzmig$niowego w miesniu najdluzszym grzbietu (musculus
longissimus dorsi) i m. potsciggnistym (musculus semitendinosus) oraz sktad ich kwasow
thuszczowych (%).

* IOW - izomeryzowany olej winogronowy.



Dodatkowo w eksperymencie 1l (dodatek IOW) okreslono dobowe przyrosty masy ciata oraz
przeprowadzono pomiary w zakresie cech uzytkowosci migsne;.

Wplyw izomeryzowanych olejow roslinnych na stopien otluszczenia, Zawartosé ttuszczu
w migsie oraz cechy uzytkowosci migsnej

Ograniczenie spozycia tluszczow pochodzenia zwierzgcego jest o tyle wazne, ze to wlasnie
one postrzegane sg jako jeden z gldwnych czynnikéw sprzyjajacych wystapieniu i rozwojowi
wielu chorob np. miazdzycy, uktadu krazenia, nowotwordéw oraz otytosci.

W wyniku suplementacji dawki pokarmowej jagnigt izomeryzowanym olejem
stonecznikowym (10S) (praca 3.1) oraz winogronowym (IOW) (praca 3.4) zmniejszeniu ulegta
grubo$¢ thuszczu podskornego nad okiem poledwicy 0 odpowiednio: 15.1% (P<0.05) oraz 24.5%
(P<0.01). Dodatki izomeryzowanych olejow ro$linnych spowodowaty takze obnizenie ilo$ci
thuszczu podskornego oraz miedzymigsniowego w udzcu 0 odpowiednio: 15.8% (P<0.05)
I 27.4% (P<0.01) (dodatek 10S) oraz 19.2% (P<0.05) i 23.5% (P<0.01) (dodatek I10W).
W wyniku wzbogacenia dawki pokarmowej jagnigt opracowanymi preparatami obnizeniu ulegta
rowniez zawarto$¢ tluszczu w tkance migsniowej. W migéniu najdtuzszym grzbietu
(m. longissimus dorsi) zawarto$é thuszczu wewnatrzmie$niowego spadta o 17.2 pp® (10S)
I 222 pp (IOW) (réznice istotne na poziomie P<0.01), natomiast w potsciggnistym
(m. semitendinosus) o odpowiednio: 13.2 i 17.1 pp (roznice istotne na poziomie P<0.05)
(praca: 3.1, 3.4).

Dodatek izomeryzowanego oleju roslinnego nie wptynat natomiast na wielko$¢ przyrostow
dobowych masy ciata oraz mase tuszki i mase, szeroko$¢ i wysoko$¢ mig$nia najdtuzszego
grzbietu (praca 3.4).

Reasumujac, w wyniku suplementacji dawki pokarmowej jagniat izomeryzowanymi olejami
roslinnymi nastgpita redukcja ich ottuszczenia oraz spadek zawartosci tluszczu w migsie,
co prawdopodobnie zwigzane jest z obecnoscia w opracowanych preparatach sprzezonych
dienow kwasu linolowego, w tym izomeru t10,c12, ktory odpowiedzialny jest za metabolizm
lipidow. Szczegdlnie istotny byt spadek zawartosci thuszczu wewngtrzmig$niowego tzw.
»ukrytego”, ktorego nie mozna usung¢ podczas obrobki kulinarnej migsa, a w zwigzku z tym
spozywany jest w calosci. Ponadto stwierdzono, ze zastosowanie wyzszego poziomu izomeru
trans-10,cis-12 w dawce pokarmowej jagniat (dodatek IOW) wptyngto na wigksza redukcje ich
otluszczenia i zmniejszenie udziatu thuszczu w migsie.

Wplyw izomeryzowanych olejow roslinnych na sktad kwasow ttuszczowych tluszczu,
W tym zawartos¢ aktywnych biologicznie kwasow tuszczowych

Wigkszo§¢ thuszczow pochodzenia zwierzecego charakteryzuje si¢ niekorzystnym,
z prozdrowotnego punktu widzenia, profilem kwaséw tlhuszczowych (dominujg kwasy
nasycone). Problem ten dotyczy réowniez thuszczu owczego, w ktorym wysoki udziat kwasu
palmitynowego (C16:0) najprawdopodobniej odpowiedzialny jest za specyficzny jego zapach,
ktory przez wigkszos¢ konsumentoéw oceniany jest negatywnie ograniczajac popyt na ten
gatunek miegsa. Chociaz tluszcze przezuwaczy w szczegélnosci owczy, charakteryzujg sig
wyzszg niz innych zwierzat zawarto$cia sprz¢zonych dienéw kwasu linolowego, ich poziom jest
zbyt niski aby zwiazki te wykazaty korzystne biologiczne wtasciwosci.

W oparciu o wykonane analizy chromatograficzne stwierdzono, korzystny wptyw
suplementacji dawki pokarmowej jagnigt izomeryzowanymi olejami ro$linnymi na sktad
kwasow thuszczowych tkanek tluszczowych (praca: 3.2, 3.3). Szczegolnie istotne, dla
przeprowadzonych badan, byty zmiany w zakresie zawartosci w tkankach tluszczowych kwasow
thuszczowych o prozdrowotnych wiasciwosciach tj. sprzezonych dienéw kwasu linolowego
(CLA) oraz izomeru kwasu oleinowego t11 (VA).

> Punkty procentowe.



W eksperymencie | (praca 3.2) w wyniku zastosowania w zywieniu jagnigt
izomeryzowanego oleju stonecznikowego w thuszczu podskornym i miedzymigsniowym udzca
nastgpit wzrost zawartosci kwasu wakcenowego t11 C18:1 o odpowiednio: 115 i 42 pp (P<0.01)
oraz izomeré6w kwasu linolowego o konfiguracji cis-9,trans-11 o: 43 i 55 pp (P<0.01)
i trans-10,cis-12 o0: 84 i 86 pp (P<0.01), a takze wzrosta calkowita zawartos¢ CLA o0:
47 pp (P<0.01) 1 30 pp (P<0.05). Z kolei w eksperymencie Il (praca 3.3) w wyniku wzbogacenia
dawki pokarmowej jagnigt izomeryzowanym olejem winogronowym (w 2-krotnie wyzszej niz
w eksperymencie | dawce izomeru t10,c12), w obu rodzajach tkanek tluszczowych, wzrosta
zawarto$¢ kwasu wakcenowego t11 C18:1 o: 108 i 78 pp, izomeru cis-9,trans-11 C18:2 o:
75 1 63 pp, izomeru trans-10,cis-12 C18:2 o: 95 i 129 pp i calkowita zawartos¢ CLA o:
761 68 pp (wszystkie roznice statystycznie wysokoistotne).

W obu eksperymentach wzrostowi aktywnych biologicznie kwasow tluszczowych
towarzyszyl spadek zawartosci aterogennych i trombogennych kwaséw tluszczowych
tj. laurynowego (C12:0), mirystynowego (C14:0) i palmitynowego (C16:0). Ponadto korzystnej,
z prozdrowotnego punktu widzenia, poprawie ulegt stosunek kwasow ttuszczowych nasyconych
do nienasyconych oraz indeks aterogenny ttuszczu.

Podobny charakter mialy zmiany w skladzie kwasow tluszczowych thluszczu
wewnagtrzmig$niowego migsnia najdluzszego grzbietu (musculus longissimus dorsi) i migsnia
potsciggnistego (musculus semitendinosus) (praca 3.2 i 3.3).

W wyniku suplementacji dawki pokarmowej jagniat IOS i IOW w tluszczu
wewnatrzmigéniowym m. najdtuzszego grzbietu i péiSciggnistego wzrosta zawartos¢ kwasu
t11 C18:1 0: 1311 121 pp (IOS) oraz 149 i 173 pp (IOW), izomeru c9,t11 C18:2 0: 38 i 48 pp
(10S) oraz 60 i 59 pp (IOW), izomeru t10,c12 C18:2 0: 106 i 76 pp (10S) oraz 70 i 67 pp (IOW)
oraz calkowita zawarto§¢ CLA 0: 42 i 51 pp (10S) oraz 59 i 58 pp (IOW) (wszystkie rdznice
statystycznie istotne na poziomie P<0.01).

Zaobserwowane, w obu eksperymentach, zmiany w profilu kwasow tluszczowych zwigzane
sg prawdopodobnie z zastosowaniem w zywieniu jagnigt izomeryzowanych olejéw roslinnych
oraz obecno$ciag w nich sprzgzonych dienéw kwasu linolowego i ich przemianami. Wigkszos¢
izomerow CLA, przy udziale mikroorganizmow zwaczowych, ulegta procesowi
biouwodorowania najpierw do kwasu trans-11 C18:1 (izomer cis-9,trans-11) oraz
trans-10 C18:1 (izomer trans-10,cis-12), a nastepnic do kwasu stearynowego C18:0
(Bauman i wsp. 1999) i w takiej postaci wysycita tkanki tluszczowe. Cze¢§¢ w niezmienionej
formie przeszta do dalszych odcinkow przewodu pokarmowego, gdzie ulegta wchtanianiu,
a nastepnie wbudowana zostata do tkanek ttuszczowych (Griinari 1 Bauman 1999). Ponadto kwas
wakcenowy t11 C18:1, bedacy produktem posrednim biouwodorowania izomeru Cis-9,trans-11,
postuzyl w tkankach tluszczowych jako substrat do endogennej syntezy CLA przy udziale
enzymu A°® desaturazy (Corl i wsp. 2001). W wyniku tych proceséw w tkankach tluszczowych
jagniat istotnie wzrosta zawarto§¢ CLA i VA, co wptyneto na poprawe wartosci biologicznej
I wlasciwosci funkcjonalnych thuszezu.

Podsumowanie

e Oleje roslinne bogate w kwas linolowy ¢9,c12 C18:2, stanowi¢ mogg substrat do
otrzymywania w drodze syntezy sprzezonych dienéw kwasu linolowego (CLA).

e Alkaliczna izomeryzacja spowodowala zmian¢ rozmieszczenia wigzan podwojnych
(potozeniowa) oraz ustawienia rodnikéw (geometryczna) w tancuchu kwasu linolowego
I powstanie jego sprzezonych dienéw (CLA).

e W wyniku procesu alkalicznej izomeryzacji oleju stonecznikowego wobec NaOH
zsyntetyzowano ok. 53% CLA, natomiast oleju z pestek z winogron wobec KOH ok. 67%
CLA.

o Kompleksowanie z mocznika spowodowato wykrystalizowanie w postaci stalego adduktu
wigkszosci kwasow thuszczowych nasyconych, ktore usunigto w procesie filtracji.



W wyniku procesu alkalicznej izomeryzacji i kompleksowania z mocznika z oleju
winogronowego uzyskano preparat olejowy (IOW) zawierajacy ok. 78% CLA.

Poprzez napylenie izomeryzowanych olejow roslinnych na no$nik humusowo-mineralny
,2Humokarbowit” w ilo$ci 20% jego S.m. opracowano kompozycje¢ dodatku paszowego.
Wzbogacenie dawki pokarmowej jagnigt izomeryzowanymi olejami roslinnymi zredukowato
ich ottuszczenie (od 15 do 27%).

Dodatek izomeryzowanych olejow roslinnych obnizyl zawarto$¢ tlhuszczu w migsie
(od 13 do 22 pp).

Suplementacja dawki pokarmowej jagnigt izomeryzowanymi olejami roslinnymi korzystnie
zmodyfikowata sktad kwasow ttuszczowych thuszczu (spadia zawarto$é kwaséw nasyconych
oraz wzrosta wielonienasyconych).

Zastosowanie izomeryzowanych olejow roslinnych w zywieniu jagnigt obnizylo w ich
tkankach tluszczowych udziat kwasu laurynowego (C12:0), mirystynowego (C14:0)
i palmitynowego (C16:0) oraz wptyneto na poprawe warto$ci indeksu aterogennego thuszczu.
W wyniku skarmiania izomeryzowanych olejow roslinnych w tkankach thuszczowych jagniat
istotnie wzrosta zawarto$¢ sprzgzonych dienéw kwasu linolowego ¢9,t11 (od 38 do 75 pp)
i t10,c12 (od 67 do 129 pp) oraz kwasu wakcenowego t11C18:1 (od 42 do 173 pp).
Stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy poziomem izomeru t10,c12C18:2 w dawce, a stopniem
redukcji otluszczenia i obnizeniem zawartos$ci thuszczu w migsie.

Zastosowanie 2-krotnie wyzszej ilosci CLA w dawce pokarmowej tylko nieznacznie
zwickszylo zawarto$¢ biologicznie aktywnych kwasow tluszczowych w tkankach
thuszczowych jagniat.

Whniosek

W zwiazku ze znaczna redukcja otluszczenia i obnizeniem zawartosci thuszczu w
migsie oraz korzystng modyfikacja profilu kwaséw tluszczowych w tkankach
thuszczowych, w tym zwiekszeniem udzialu CLA, mozna zarekomendowa¢ stosowanie w
zywieniu jagnigt dodatkow paszowych zawierajacych izomeryzowane oleje roslinne.

Pi$miennictwo®

® Wykaz cytowanego pismiennictwa w zataczniku 5.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

51. DODATKI PASZOWE OBNIZAJACE ZAWARTOSC TLUSZCZU W
PRODUKTACH POCHODZENIA ZWIERZECEGO ORAZ KORZYSTNIE
MODYFIKUJACE SKEAD KWASOW TEUSZCZOWYCH

5.1.1 Modyfikacja skladu kwaséw thuszezowych thuszczu miesa i mleka owczego w wyniku
zastosowania dodatkéw ..chronionych” nasion roslin oleistych

Jedna z metod pozwalajacych na poprawe niekorzystnych proporcji w udziale grup kwasow
thuszczowych o réznym stopniu nasycenia w mleku i migsie, jest skarmianie tluszczow
ro$linnych bogatych w kwasy nienasycone. W przypadku zwierzat przezuwajacych, z uwagi na
specyficzng budowe ich uktadu pokarmowego oraz mikroflore¢ zwacza, wigkszo$¢ dostarczanych
ta droga nienasyconych kwasow tluszczowych ulega procesowi biouwodorowania do kwasoéw
nasyconych I w takiej postaci odktadana jest w tkankach thuszczowych.

Celem przeprowadzonych badan bylo ograniczenie procesOw biouwodorowania
nienasyconych kwasow thuszczowych w zwaczu oraz modyfikacja sktadu kwasoéw tluszczowych
thuszczu owiec poprzez skarmianie preparowanych nasion roslin oleistych.

W pierwszym etapie, na przetokowanych owcach metoda ,in sacco” z uzyciem
poliamidowych woreczkow, oceniono skuteczno$¢ réznych zabiegbw preparowania
(termicznego, chemicznego oraz termiczno-chemicznego (wlasne rozwigzanie)) nasion roslin
oleistych na ograniczenie zachodzacych w zwaczu procesow biouwodorowania nienasyconych
kwasow tlhuszczowych. W drugiej cze$ci badan na tuczonych jagnigtach oraz maciorkach
w laktacji oceniono wpltyw suplementacji ich dawki pokarmowej ,,chronionymi”’ nasionami
ro$lin oleistych na sktad kwasow thuszczowych ttuszczu tkankowego i mlecznego.

Najwazniejsze obserwacje z przeprowadzonych badan

e Zastosowanie obrobki termicznej, chemicznej i termiczno-chemicznej ograniczylo tempo
i wielkos$¢ rozktadu suchej masy, lipoliz¢ tluszczu oraz biouwodorowanie nienasyconych
kwasow tluszczowych w zwaczu.

o Najlepsze efekty uzyskano przy metodzie termiczno-chemicznej (wlasne rozwigzanie),
najmniej skuteczna byta natomiast metoda termiczna.

e Suplementacja dawki pokarmowej preparowanymi nasionami roslin oleistych korzystnie
zmodyfikowata sktad kwasow tluszczowych tluszczu tkankowego i mlecznego - wzrosta
zawartos¢ kwasow thuszczowych nienasyconych oraz obnizyla si¢ nasyconych.

e W wyniku zastosowania ,,chronionych” nasion rzepaku w thuszczu tkankowym i mlecznym
wzrost udziat kwasu oleinowego (C18:1), nasion stonecznika — kwasu linolowego (C18:2),
nasion Inu — kwasu linolenowego (C18:3). Spektrum zmian zalezato od wielkosci dodatku
oraz czasu stosowania.

e Dodatek ,.chronionych” nasion ro$lin oleistych poprawil sensoryczne cechy
(smakowe i1 zapachowe) migsa i thuszczu jagniat.

e Wzbogacenie thuszczu mlecznego W nienasycone kwasy tluszczowe, w wyniku
suplementacji dawki pokarmowej maciorek ,,chronionymi” nasionami roslin oleistych, nie
miato wplywu na szybkos¢ zachodzacych w nim zmian oksydacyjnych.

e Sery z mleka owiec otrzymujacych ,,chronione” nasiona roslin oleistych charakteryzowaty
si¢ korzystniejszym i zblizonym sktadem kwasow tluszczowym jak uzyty do ich produkcji
surowiec.

" Termin ,,chronione” uzywano w stosunku do nasion poddanych obrobce termicznej,  chemicznej
lub termiczno-chemicznej.
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Wyniki badan dotyczace przedstawionej tematyki badawczej opublikowane zostaly w formie
prac (IlLA.1, I1.D-11.6, I11.D-11.7, 11.D-11.10, 11.D-11.13, 11.D-11.23, I11.D-11.24, 11.D-11.43,
[1.D-11.49, 11.D-11.68, I11.D-11.69, I1.D-111.2, I11.D-111.17, 11.D-111.18) oraz doniesien na
konferencjach krajowych i zagranicznych, a takze ulotek wdrozeniowych (I11.B.37, 111.B.73, 1.1,
1.2, 1.4, 1.5).% Cze$¢ zagadnien byla rowniez tematem pracy doktorskiej. Badania
zrealizowano w ramach projektu KBN nr 554129102 oraz $rodkow statutowych.’

5.1.2 Preparaty lipidowe redukujace otluszczenie i obnizajace zawarto$é tluszczu w mleku
oraz zwiekszajace w thuszczu tkankowym i mlecznym zawartosé CLA

Tluszcze pochodzenia zwierzgcego sa jednym z gldwnych czynnikow sprzyjajacych
wystgpieniu i rozwojowi wielu chorob okreslanych mianem ,,cywilizacyjnych”. Metabolizm
lipidow regulowa¢ mogag sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA), a zwlaszcza izomer
0 konfiguracji t10,c12 C18:2.

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie na bazie olejow roslinnych wzbogaconych
w CLA kompozycji dodatkow paszowych 1 zastosowanie ich w zywieniu zwierzat w celu
obnizenia zawarto$ci tluszczu (tkankowego i mlecznego) oraz zwigkszenia W nich udziatu
aktywnych biologicznie kwasow tluszczowych.

W ramach badan okreslono przydatnos¢ roznych dodatkow mineralnych, jako nosnikow dla
preparatow olejowych oraz ustalono optymalny stopien ich wysycenia tymi preparatami
(10, 20 i 30% napylenia). W czesci doswiadczalnej na bukatach, jagnigtach, tuczniki oraz
krowach, owcach i kozach w laktacji oceniono wptyw suplementacji ich dawki pokarmowe;j
dodatkami zawierajacymi izomeryzowane oleje roslinne na stopien otluszczenia i zawartos$¢
thuszczu w migsie, zawarto$¢ tluszczu w mleku oraz profil kwasow thuszczowych thuszczu
tkankowego i mlecznego.

Najwazniejsze obserwacje

e Jako nosnik dla izomeryzowanych olejow roslinnych stosowane moga by¢ preparaty
mineralne charakteryzujace si¢ Wysoka zdolno$cig sorpcyjna, np. Humokarbowit, wermikulit
lub bentonit sodowy.

e Za optymalny poziom wysycenia nosnika preparatami olejowymi uznano 20% jego s.m.
(nie zmieniat konsystencji nosnika, a jednoczes$nie pozwalal na zastosowanie wigkszej iloci
preparatu olejowego przy mniejszej ilosci dodatku mineralnego).

e Dodatek izomeryzowanych olejow roslinnych do paszy dla jagniat, bukatow oraz tucznikow
spowodowat redukcje ich ottuszczenia od 13 do 28% oraz obnizenie udziatu thuszczu
w migsie od 12 do 24 pp.

e Zastosowanie izomeryzowanych olejow roslinnych korzystnie zmodyfikowato sktad kwasow
thuszczowych thuszczu tkankowego (spadt udziat kwaséw thuszczowych nasyconych oraz
wzrost jedno- i wielonienasyconych).

e W wyniku wzbogacenia dawki pokarmowej opasanych zwierzat izomeryzowanymi olejami
ro§linnymi W tkankach tluszczowych wzrosta zawarto$¢ sprz¢zonych dienéw kwasu
linolowego o konfiguracji cis-9,trans-11 od 20 do 350 pp i trans-10,cis-12 od 55 do 330 pp
oraz izomeru kwasu oleinowego trans11 od 27 do 280 pp.

o Wigkszy wzrost zawartosci CLA, jako efekt skarmiania izomeryzowanych olejow
roslinnych, stwierdzono w tkankach tluszczowych zwierzat monogastrycznych niz
przezuwaczy.

8 Wykaz prac naukowych, doniesien konferencyjnych, ulotek wdrozeniowych i informacyjnych, dotyczacych
przedstawionej tematyki badawczej, w zataczniku 6.

% Wykaz projektow badawczych, patentow i zgloszeh patentowych oraz nagrod, dotyczacych przedstawionej
tematyki badawczej, w zataczniku 6.
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e U zwierzat uzytkowanych mlecznie (owce, krowy, kozy) dodatek izomeryzowanych olejow
ros$linnych obnizyt zawarto$¢ tluszczu w mleku (od 19 do 33 pp) oraz korzystnie
zmodyfikowat profil jego kwasow tluszczowych — zmniejszyla si¢ zawartos¢ kwasow
ttuszczowych nasyconych (gtéwnie krotkotancuchowych od 12 do 20 pp) oraz wzrosta
wielonienasyconych (gtownie izomerow kwasu linolowego ¢9,t11 od 45 do 80 pp
i t10,c12 od 125 do 350 pp) i jednonienasyconych (gtownie t11 C18:1 od 230 do 410 pp).

Na opracowany dodatek paszowy w Urzedzie Patentowym Rzeczpospolitej Polskiej
przyznany zostat patent nr PL 386645.° Powyzsze badania wyr6znione zostaly takze
2 nagrodami na Miedzynarodowych Wystawach Wynalazczos$ci (Genewa 2009 r., Warszawa
2009 r.) oraz nagroda I stopnia w Konkursie FSNT NOT i nagroda zespolowa | stopnia
Rektora UP we Wroclawiu.’

Wyniki badan zamieszczone zostaty w publikacjach (11.A.2, 11.A.1.2, 11.D-11.48, 11.D-11.56,
I1.D-11.58, [1.D-11.59, I1.D-11.60) oraz doniesieniach na konferencjach zagranicznych
i krajowych, a takze w formie ulotek informacyjnych (111.B.55, 111.B.63, 111.B.68, 111.B.70,
111.B.74, 111.B.77, 111.B.83, 1.7).® Badania zrealizowano w ramach projektu badawczego
KBN nr 3 TO9B 130 29.°

5.1.3 Poprawa prozdrowotnych wlasciwosci produktéw mlecznych (mleko, ser), w wyniku
suplementacji diety kréw preparatami roslinno-rybnymi wzbogaconymi w aktywne
biologicznie kwasy tluszczowe

Zwigzkami o korzystnych wtasciwosciach sg sprz¢zone dieny kwasu linolowego (CLA) oraz
kwasy ©-3 PUFA™, w szczegolnosci kwas eikozapentaenowy C20:5 (EPA) i dokozaheksaenowy
C22:6 (DHA). W mleku krowim ich zawarto$¢ jest niska lub ponizej progu oznaczalnosci
dlatego coraz cze$ciej w ich zywieniu Stosuje si¢ réznego rodzaju dodatki paszowe, w tym
substancje aktywne biologiczne.

Celem badan bylo, opracowanymi lub zmodyfikowanymi metodami, zsyntetyzowanie
z olejow roslinnych izomerow CLA oraz wzbogacenie olejow rybnych w kwasy -3
I opracowanie na ich bazie kompozycji preparatow roslinno-rybnych (PR-R,) oraz ich
zastosowanie w zywieniu krow W celu zwigkszenia w mleku zawartosci kwasow ttuszczowych
0 prozdrowotnych wtasciwosciach.

Na bazie oleju winogronowego z solami wapniowymi CLA, zsyntetyzowanymi metoda
z wykorzystaniem Kkatalizatora tlenkowego oraz oleju rybnego wzbogaconego w kwasy EPA
i DHA, metoda krystalizacji niskotemperaturowej opracowano kompozycje bioaktywnego
preparatu ro$linno-rybnego (PR-R;) zawierajgcego sole CaCLA w ilosci ok. 3.6% (c9,t11;
t10,c12 i c11,t13) oraz EPA + DHA w ilosci ok. 22%. Z Kkolei na bazie oleju winogronowego
z izomerami CLA, zsyntetyzowanymi metodg alkalicznej izomeryzacji i kompleksowania
z mocznika oraz oleju rybnego wzbogaconego w kwasy EPA i DHA, metoda alkalicznej
hydrolizy i kompleksowania z mocznika opracowano kompozycje bioaktywnego preparatu
roslinno-rybnego (PR-R;), zawierajacego ok. 38.2% CLA (c9,t11; t10,c12 i c11,t13) oraz
ok. 36.5% EPA i DHA.

Badania aplikacyjne przeprowadzono na krowach rasy HF, ktore przez miesigc dostawatly
preparaty lipidowe oraz PR-R, w ilo$ciach 200 i 400g/szt./dzien. W trakcie badan 3-krotnie
pobrano probki mleka, z ktérych wyprodukowano sery podpuszczkowe 1 serwatkowe
I 0znaczono podstawowy sktad chemiczny mleka i seréw oraz profil kwasow tluszczowych ich
thuszczu.

10 K wasy thuszczowe wielonienasycone (polyunsaturated fatty acids).
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Najwazniejsze obserwacje z przeprowadzonych badan

e Wszystkie preparaty lipidowe oraz uzyskane na ich bazie bioaktywne kompleksy roslinno-
rybne nie miaty wpltywu na skltad chemiczny mleka i seréw, natomiast korzystnie
zmodyfikowaty profil kwasow thuszczowych thuszczu tych produktow.

e W wyniku suplementacji dawki pokarmowej kréw wzbogaconymi olejami rybnymi
w thuszczu mleka i serow wzrosta zawarto$¢ kwaséw EPA 1 DHA oraz CLA.

e Korzystniejsze zmiany uzyskano przy dodatku oleju rybnego wzbogaconego metods
alkalicznej hydrolizy i kompleksowania z mocznika (wyzsza koncentracja kwasow EPA
i DHA) niz krystalizacji niskotemperaturowej. Pierwsza z metod wymaga jednak
specjalistycznej aparatury i jest bardziej czaso- i pracochtonna.

e Nie stwierdzono niekorzystnego wptywu skarmiania wzbogaconych olejow rybnych na
sensoryczng jakos¢ produktéw mlecznych (niewyczuwalny byt w nich zapach oleju
rybnego).

e W wyniku zastosowania izomeryzowanych olejow roslinnych w tluszczu mleka i serow
wzrosta zawarto$¢ sprz¢zonych dienow kwasu linolowego (CLA) 1 kwasu wakcenowego
(VA). Wigkszy wzrost tych kwasow uzyskano przy preparacie zawierajagcym izomery CLA
zsyntetyzowane metodg alkalicznej izomeryzacji i kompleksowania z mocznika niz
w postaci soli wapniowych CLA zsyntetyzowanych przy zastosowaniu katalizatora
tlenkowego.

e Najkorzystniejsze zmiany w sktadzie kwasow tluszczowych uzyskano przy biopreparatach
roslinno-rybnych (PR-R;), co prawdopodobnie wynika z synergistycznego wspoétdziatania
zawartych w nich kwasow ttuszczowych.

e W wyniku zastosowania PR-R, w tluszczu produktéw mlecznych (mleko, ser) spadt udziat
kwasow tluszczowych nasyconych od 15 do 5.6 pp oraz wzrést kwasow
jednonienasyconych od 0.3 do 9.4 pp i wielonienasyconych od 29.1 do 69.3 pp.

e Wzbogacenie dawki krow preparatami roslinno-rybnymi (PR-R,) wplyngto na wzrost
w tluszczu mleka i produktow mlecznym kwasow tluszczowych 0 prozdrowotnych
wlasciwosciach, tj. izomeru ¢9,t11 C18:2 (CLA) (od 67 do 266 pp), izomeru t10,c12 C18:2
(CLA) (od 66 do 250 pp), kwasu t11 C18:1 (VA) (od 35 do 168 pp), kwasu
eikozapentaenowego C20:0 (EPA) (od 200 do 733 pp) oraz kwasu dokozaheksaenowego
C22:6 (DHA) (obecny w ilosci od 0.05 do 0.16%).

e Korzystniejsze zmiany uzyskano przy preparacie PR-R; niz PR-R;, co prawdopodobniej
wynika z wyzszej koncentracji w nim aktywnych biologicznie kwasow thuszczowych,
tj. CLA, EPA, DHA.

e O charakterze i wielkosci zmian w sktadzie kwaséw thuszczowych tluszczu mleka i serow
decydowat rodzaj dodatku (izomeryzowany olej roslinny, wzbogacony olej rybny, PR-R;),
jego dawka (200 lub 400g/szt./dzien) oraz czas stosowania (tydzien, 2 tygodnie, miesigc).

Na opracowany preparat roslinno-rybny (PR-R;) w Urze¢dzie Patentowym Rzeczpospolitej
Polskiej ztozony zostat opis zgloszenia patentowego nr P 398771.° Za opracowanie kompozycii
preparatow roslinno-rybnych PR-R, i ich wptyw na sklad produktow mlecznych autorzy
otrzymali zloty medal na Wystawie Wynalazczosci w Genewie w 2012r.°

Wyniki badan opublikowano w formie prac (11.A.13, 11.D-111.20, 11.D-111.22, 11.D-111.23) oraz
doniesien (111.B.96, 111.B.108, 111.B.109, 111.B.110).® Badania zrealizowano w ramach projektu
wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska nr POIG.01.01.02-14-090/09 oraz projektu
KBN 3 T09B 059 26.°
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5.2. ZAWARTOSC BIOAKTYWNYCH ZWIAZK(’)W W  PRODUKTACH
POCHODZENIA ZWIERZECEGO I ROSLINNEGO ORAZ METODY ICH
OZNACZANIA, WZBOGACANIA, SYNTEZY | 1ZOLACJI

5.2.1 Monitoring zawartosci bioaktywnych zwiazkow w produktach pochodzenia
zwierzecego, w tym w szczegoOlnosci w produktach owczych (wplyw czynnikow
genetycznych, fizjologicznych, zywieniowych)

Powstanie i rozw6j nauki o sktadnikach i wtasciwosciach funkcjonalnych zywnosci pocigga
za sobg istotne zmiany w $wiadomosci producentéw zywnosci, a takze konsumentow. Zywno$é
przestaje by¢ juz postrzegana jedynie jako zrédto sktadnikow odzywczych, stuzacych pokryciu
odpowiednich potrzeb pokarmowych cztowieka, ale coraz cze$ciej zwraca si¢ uwage na jej
wlasciwo$ci funkcjonalne, a wiec zdolnos$¢ pozytywnego oddziatywania. W badaniach nad
sktadem produktow zwierzecych poszukuje si¢ zatem nowych zwiazkow wykazujacych
pozytywne oddzialywanie na organizm cztowieka i stanowigcych wyroznik gatunkowy lub
bedacych wynikiem ich zywienia.

Sprzezony kwas linolowy (CLA) - stanowi mieszaning pozycyjnych oraz geometrycznych
izomerow kwasu oktadekadienowego, w ktorych wigzania podwdéjne izolowanymi tylko jednym
wigzaniem pojedynczym.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptyw gatunku, rasy, rodzaju tkanki migdniowe;j
oraz zywienia na zawarto$§¢ CLA w produktach pochodzenia zwierzecego.

Najwazniejsze obserwacje z przeprowadzonych badan

e Najwyzsza zawartoscig CLA charakteryzowal si¢ tluszcz przezuwaczy, natomiast §ladowe
ilosci zawierat thuszcz zwierzat monogastrycznych i ryb.

e Stwierdzono istotny wptyw gatunku przezuwacza na zawartos¢ CLA w thuszczu tkankowym
I mlecznym. Najwyzsza zawarto$cig charakteryzowato si¢ migso jagniece i mleko owcze.

e Stwierdzono wplyw rasy owiec na zawartos¢ CLA w tluszczu tkankowym.

e Zawarto$¢ CLA roznita si¢ w zalezno$ci od rodzaju tkanki thuszczowej (najwigcej zawierat
thuszcz wewnatrzmigsniowy, najmniej okotonerkowy).

o Thuszcz zwierzat zywionych paszami z dominacjg zielonki pastwiskowej oraz mieszanki
treSciwej Z udziatem nasion roslin oleistych charakteryzowal si¢ wyzsza zawartoscig CLA
niz zywionych mieszanka CJ. Poniewaz skarmiane pasze nie zawieraly w swoim sktadzie
CLA dowodzi to, ze zwigzek ten w catosci pochodzi z przemian zwaczowych i biosyntezy
wlasnej organizmu.

Wyniki badan opublikowane zostaty w formie prac (II.A.1.1, 11.D-11.16, 11.D-11.17,
1.D-11.19, 11.D-11.21, 11.D-11.22, 11.D-11.33, 11.D-11.34, 11.D-11.36, 11.D-11.50, I11.D-1I1.6,
[1.D-11.7, 11.D-111.8, [11.D-111.10, 1.D-111.11, 11.D-111.12, 11.D-111.15) oraz doniesien na
konferencjach zagranicznych i krajowych (111.B.9, 111.B.10, I11.B.16, 111.B.17, 111.B.23, 111.B.43,
111.B.87).® Badania zrealizowano w ramach projektu KBN nr 5 POGE 026 19 oraz grantu
wewnetrznego 101/GW/99.°

Karnityna jest czwartorzedowym zwigzkiem amonowym zaliczanym do substancji
witaminopochodnych. Zaledwie Y4 zapotrzebowania cztowieka pochodzi z wilasnej syntezy
i absorpcji zwrotnej, natomiast pozostata cz¢s¢ musi by¢ dostarczona wraz z diets.
Najwazniejszym egzogennym zrodtem L-karnityny w diecie czlowieka sa migso
(glownie zwierzat przezuwajacych) oraz produkty mleczne. W $ladowych ilosciach zwigzek ten
wystepuje w produktach pochodzenia roslinnego. Najlepiej poznana zostala rola L-karnityny
w metabolizmie lipidéw, zwigzana przede wszystkim z transportem dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych, w wyniku czego powstaje energia konieczna do prawidlowego funkcjonowania
komorek. Zwigzek ten wykazuje réwniez zdolno$¢ do obnizania poziomu triacylogliceroli
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i cholesterolu w krwi, a takze redukuje poziom kwasu mlekowego, przez co zwigksza
mozliwo$ci wysitkowe organizmu.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wpltywu gatunku, fazy laktacji, rodzaju tkanki
migsniowe] oraz czynnikow zywieniowych na zawarto§¢ L-karnityny w migsie i mleku
przezuwaczy.

Najwazniejsze obserwacje z przeprowadzonych badan

e Stwierdzono wptyw genotypu na ksztalttowanie si¢ zawartosci calkowitej 1 wolnej
L-karnityny w mleku i migsie przezuwaczy. Najwiecej L-karnityny zawierato mleko owcze,
kolejno krowie i najmniej kozie, natomiast w przypadku migsa: jagnigcina, wolowina
i kozlina.

e Bogatsze zrodlo L-karnityny w diecie cztowieka stanowi migso niz mleko. Zawarta w nim
karnityna charakteryzuje si¢ takze wicksza biodostepnoscia (korzystniejszym stosunkiem
formy wolnej : catkowitej).

e Najwiccej L-karnityny zawierato mleko z poczatkowej fazy laktacji (do 7 dnia).

e W tkance mig$niowe;j ilos¢ L-karnityny wzrastata z wiekiem (masa ubojowa).

e Na zawarto$¢ L-karnityny wptyw miat rodzaj tkanki migsniowej (najwigcej zawierat migsien
sercowy, natomiast najmniej potbtoniasty i potsciegnisty).

e Suplementacja dawki pokarmowej owiec paszami bogatymi w lizyne i metioning
($ruta sojowa i rzepakowa) wplyneta na wzrost zawartosci wolnej i catkowitej L-karnityny
w mleku i migsie.

e Dodatek do diety owiec syntetycznych aminokwasow, bedacych prekursorami L-karnityny,
tj. lizyny i metioniny tylko nieznacznie zwigkszyt zawartos¢ tego zwigzku w mleku i migsie.

Wyniki badan dotyczace przedstawionej tematyki badawczej opublikowane zostaty w formie
prac (11LA.10, 11.A.12, 11.D-1.3, 11.D-11.20, 11.D-11.27, 11.D-11.70, 11.D-111.13) oraz doniesien
konferencyjnych (111.B.24, 111.B.85, 111.B.87, 111.B.94, 111.B.97, 111.B.98, 111.B.99, 111.B.103,
111.B.104, 111.B.105).® Badania zrealizowano w ramach projektu MNiSW nr N N311 019537
oraz grantu interdyscyplinarnego 101/GW/01.°

5.2.2 Opracowanie lub modyfikacja metod oznaczania, wzbogacania, syntezy i izolacji
aktywnych biologicznie zwiazkéw w(z) produktach(éw) pochodzenia zwierzecego
i roslinnego
Juz dzi§ mozna zauwazy¢ intensyfikacje badan, majacych na celu wzbogacenie produktow
zywnosciowych w aktywne biologicznie zwiazki, a szacuje si¢, ze w przyszlosci zywnos¢
funkcjonalna stanowi¢ bedzie nawet potowe rynku zywnosci. Wazne jest zatem opracowanie
tanich i prostych procedur pozwalajacych na szybka i tatwa jakoSciowg i iloSciowa ich
identyfikacj¢, a takze metod pozwalajacych na zwigkszenie koncentracji tych zwigzkow
w produktach zywno$ciowych.

5.2.2.1 Dopracowanie procedur badawczych dotyczacych przygotowania i wykonania
oznaczen zawartosci calkowitej i wolnej L-karnityny w mleku i migsie przy uzyciu
metod  spektroskopowych  (spektrofotometryczna, spektrofluorymetryczna)
oraz HPLC

Wspotczesne metody stuzace do oznaczania L-karnityny i jej estrow, w wigkszo$ci opieraja
si¢ na wykorzystaniu specyficznych dla tego zwigzku enzymow, rdéznig si¢ hatomiast metodami
detekcji powstajacych produktow. Wigkszos¢ opracowanych metod stuzy do oznaczania
zawarto$ci tego zwigzku W moczu i 0soczu krwi.

W ramach przeprowadzonych badan wielokrotnie modyfikowano sposob przygotowania
materiatu biologicznego do oznaczen, w przeciwienstwie bowiem do innych préb biologicznych,
np. krwi, oznaczenie zawarto$ci tego zwigzku w mleku i1 tkance mig$niowej wymaga
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wczesniejszego jej przeprowadzenia do wolnej czgsteczki lub zestryfikowanej kwasami
thuszczowymi. Okre$lono réwniez wptyw proceséw technologicznych na ksztaltowanie si¢
zawartosci tego zwiazku w produktach pochodzenia zwierzecego.

Podsumowanie

e Dopracowano procedury badawcze 1 metody analityczne dotyczace przygotowania
i oznaczen zawartosci calkowitej 1 wolnej L-karnityny w materiale biologicznym
(mleko, migso).

e Przy wszystkie metodach analitycznych (spektrofotometrycznej, spektrofluorymetrycznej,
HPLC) uzyskano podobng doktadno$¢ i powtarzalnos¢ wynikow.

e Ze¢ wzgledu na sposob przygotowania materialu do badan, mniej restrykcyjne warunki
prowadzenia analiz, nizsze koszty oraz mniejsza pracochtonnos¢ najbardziej przydatna, do
0znaczania zawarto$ci catkowitej i wolnej L-karnityny w mleku i migsie, jest metoda
enzymatyczno-chemiczna z zastosowaniem enzymu CAT oraz chemicznego odczynnika
Ellmana (DTNB).

e Procesy obrobki technologicznej mleka (pasteryzacja) oraz migsa (gotowanie) wplynelty na
spadek zawartosci obu form L-karnityny w tych produktach.

Wyniki badan opublikowane zostaty w formie prac (11.A.10, [1.D-1.3) oraz doniesien
(111.B.89, 111.B.91).? Badania zrealizowano w ramach projektu MNiSW nr N N311 019537.°

5.2.2.2 Optymalizacja proceséow zwiekszania koncentracji kwasow ®-3 PUFA w olejach
rybnych

W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie, jako sktadniki mieszanek paszowych dla
zwierzat lub dodatki zywieniowe, odgrywaja surowce uzyskiwane z ryb i ubocznych produktow
rybnych. Stosowanie olejow rybnych w zywieniu zwierzat wynika przede wszystkim z ich
korzystnego wptywu na wzrost zawartosci kwasow ®-3 w thuszczu mlecznym i tkankowym,
a takze ograniczenia u zwierzat przezuwajacych proceséw biouwodorowania nienasyconych
kwasow ttuszczowych, w wyniku czego w ich tkankach ttuszczowych wzrasta zawarto$¢ CLA.
Skarmianie wigkszych ilosci olejow rybnych w Zywieniu zwierzat uzytkowanych mlecznie moze
jednak pogarsza¢ walory sensoryczne mleka nadajac mu ,,rybny” zapach. Poprzez zwigkszenie
koncentracji kwasow ®-3 w oleju rybnym mozna jednak ograniczy¢ jego ilos¢ w dawce
pokarmowej.

I. Proces wzbogacania metodg krystalizacji niskotemperaturowej

Celem badan byla optymalizacja warunkow prowadzenia procesu poprzez dobor
rozpuszczalnika (heksan, aceton, mieszanina heksan/aceton 4:1), temperatury wymrazania
(-18°C i -70°C) oraz ilosci rozpuszczalnika w stosunku do oczyszczanego oleju (1:2.5 i 1:5).

Najwazniejsze wnioski

e Stosunek wagowy rozpuszczalnika do oleju (1.25 i 1:5) nie mial wptywu na efektywnos¢
procesu niskotemperaturowej krystalizacji oraz stopien wzbogacenia oleju w kwasy ®-3
(EPA i DHA).

e Na wzrost koncentracji kwasow EPA i DHA wptyw miata temperatura zamrazalnicza —
znaczacy Wzrost uzyskano przy temp. -70°C, natomiast niewielki przy temp. -18°C.

¢ Oceniajgc wptyw zastosowanego rozpuszczalnika organicznego lub ich mieszaniny najlepsze
wyniki uzyskano przy acetonie oraz jego mieszaninie z heksanem.

e W zoptymalizowanych warunkach zawarto$¢ kwaséw EPA + DHA w paszowym oleju
rybnym wzrosta z 21.5 do 41.5%.
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I1. Proces wzbogacania metodg kompleksowania z mocznika

W poréwnaniu z danymi literaturowymi, na podstawie wlasnych prob laboratoryjnych,
zmniejszono stosunek mocznika do kwasow tluszczowych z 4.5 do 3 oraz czas i temperature
krystalizacji - z 24 godz. w temp. -10°C do 5 godz. w temp. pokojowej ok. 20°C, a nastepnie
przez 18 godz. w temp. 4°C.

Najwazniejsze wnioski

e Na efektywno$¢ procesu kompleksowania z mocznika istotny wplyw mial: stosunek
mocznika do ilosci wolnych kwasow tluszczowych oraz czas i temperatura krystalizacji,
a takze sposob i intensywnos$¢ mieszania kwasow thuszczowych z roztworem mocznika.

e W zoptymalizowanych warunkach w uzyskanym oleju rybnym zawarto$¢ kwaséw PUFA
wzrosta z 40.1 do 96.6%, w tym kwasow -3 z 35.6 do 86.9%, natomiast kwasow
EPA + DHA z 25.1 do 70.7%.

e Z nie zmydlong frakcjg usunigte zostaly zanieczyszczenia zaliczane do ksenobiotykow
(np. polichlorowane bifenyle czy dioksyny).

I11. Proces wzbogacania metodq aminopropylowej ekstrakcji kolumnowej na ztozu stalym

W celu zoptymalizowania warunkow prowadzenia tego procesu przeprowadzono proby
polegajace na doborze ilosci wolnych kwasow thuszczowych (WKT) nanoszonych na
odpowiednig mase¢ wypehienia (0.6:100; 1.5:100; 3:100; 6:100; 12:100) oraz ilo$ci powtdrzen
wymywania na tej samej kolumience. Pod uwage brano réwniez wydajnos$¢ procesu (odzysk
kwasow EPA i DHA).

Najwazniejsze wnioski

e W wyniku zastosowania metody ekstrakcji do fazy statej w dichlorometanowej frakcji oleju
rybnego znaczaco wzrosta zawartos¢ kwaso6w PUFA z odpowiednio 41.3% do 76.9-97.7%,
w tym EPA i DHA z 31.6% do 61-86.2%

e Najlepsze efekty uzyskano przy stosunku masy wolnych kwaséw tluszczowych do masy
wypehienia wynoszacym 1.5:100. Wysoki odzysk uzyskano rowniez przy stosunku 3:100.

o Kilkakrotne przepuszczenie proby przez ta samg kolumienke, w porownaniu z pojedynczym
procesem, nie mialo wptywu na wzrost koncentracji EPA i DHA, znaczaco jednak
poprawiato efektywno$¢ samej metody (zmniejszyto zuzycie jej wypeknienia).

Wyniki badan dotyczace przedstawionej tematyki badawczej opublikowane zostaty w formie
prac (11.A.3, 11LA.8, 11.A.15, 11.A-11.63).% Badania dotyczace metod wzbogacania olejow rybnych
w kwasy -3 zrealizowano w ramach projektow MNISW nr R 050 54 02 oraz
NCBIR NR05-0002-10/2011.°

5.2.2.3 Synteza sprzezonych dienéw kwasu linolowego (CLA) z olejow roslinnych
bogatych w kwas linolowy cis-9,cis-12 C18:2

Podstawowym mechanizmem powstawania CLA jest bakteryjna biohydrogenacja kwasu
linolowego zachodzaca w zwaczu zwierzat przezuwajgcych oraz w mniejszym stopniu w jelicie
grubym zwierzgt monogastrycznych. Dieny te powstaja réwniez z kwasu wakcenowego
t11 C18:1 w tkankach thuszczowych ssakéw i gruczole mlekowym przy udziale enzymu
delta-9-desaturazy. Ich zrodtem moze by¢ rowniez proces termicznego przetwarzania Zywnosci
oraz katalitycznego wodorownia olejow roslinnych, stosowanego w przemysle thuszczowym.

|. Synteza metodq alkalicznej izomeryzacji i kompleksowania z mocznika

Celem badan byla synteza sprzgzonych dienéw kwasu linolowego (CLA) w wyniku
zastosowania procesu alkalicznej izomeryzacji w $rodowisku KOH oraz kompleksowania
z mocznika. Jako substrat do syntezy CLA uzyto oleje winogronowy i makowy, zawierajace
odpowiednio ok. 69 i 74% kwasu linolowego.
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Najwazniejsze wnioski

e W wyniku procesu alkalicznej izomeryzacji z kwasu linolowego zsyntetyzowano jego
sprzezone dieny o konfiguracji cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 oraz cis-11,trans-13 w ilosci
ok. 66-70%.

e Zastosowanie procesu kompleksowania z mocznika zwigkszyto koncentracje CLA
w koncowym produkcie do ok. 76-82%.

Il. Synteza z wykorzystaniem katalizatora tlenkowego

Niekorzystne zjawisko biouwodorowania nienasyconych kwasoéw thuszczowych w zwaczu
przezuwaczy mozna ograniczy¢ poprzez skarmianie tluszczoOw chronionych ,,by-pass fat”.
Sole wapniowe kwasow tluszczowych mozna otrzymywaé¢ metoda podwojnej wymiany
w reakcji soli sodowej kwasu tluszczowego z solg wapnia np. chlorkiem wapnia, badz
w bezposredniej reakcji WKT-CLA z wodnym roztworem tlenku wapnia.

Celem przeprowadzonych badan bylo otrzymanie soli wapniowych izomerow CLA
(Ca-CLA) w jednostopniowej reakcji izomeryzacji kwasu linolowego z wykorzystaniem
katalizatora tlenkowego (CaO) w srodowisku bezwodnym (glikolu etylenowego lub gliceryny).

Najwazniejsze wnioski

e Reakcja izomeryzacji kwasu linolowego, zwigzanego w triacyloglicerolu, prowadzona
wobec tlenku wapnia przebiegata z duzo nizsza wydajnoscig niz alkaliczna izomeryzacja
wobec wodorotlenku potasu.

e W wyniku procesu izomeryzacji olejow roslinnych wobec tlenku wapnia jako katalizatora
otrzymano sole wapniowe CLA w ilosci od 1.5 do 5.5%.

o Wigksza ilo$¢ izomerow CaCLA zsyntetyzowano prowadzac proces w srodowisku glikolu
etylenowego niz gliceryny.

e Ograniczenie warunkow prowadzenia reakcji do pojedynczego etapu obnizyto koszty i czas
syntezy CLA, natomiast zastosowanie procesu dwuetapowego pozwolito na uzyskanie
preparatu o znacznie wyzszej zawartosci CaCLA.

Badania zrealizowano w ramach projektow KBN 3 TO9B 059 26 i 3 T09B 130 29° oraz
projektu rozwojowego MNiSW nr R 050 54 02° i przedstawiono w formie prac (11.A.4, 11.A.9,
11.D-11.44, 11.D-11.45, 11.D-11.51)® oraz doniesieh konferencyjnych (111.B.62, 111.B.64)®,

5.2.2.4 Wzbogacanie tluszczu mlecznego w izomery kwasu linolowego i oleinowego

Celem badan byto zwigkszenie koncentracji sprzgzonych dienow kwasu linolowego (CLA)
i kwasu wakcenowego (VA) w owczym tluszczu mlecznym w wyniku usunigcia z niego kwasoéw
thuszczowych nasyconych.

I. Proces kompleksowania z mocznika i ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem wegla

e W wyniku procesu kompleksowania z mocznika i ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem
wegla w thuszczu mlecznym oK. 10-krotnie wzrosta koncentracja CLA i VA.

e W procesie krystalizacji jako rozpuszczalnik organiczny stosowany moze by¢ weglowodor
alifatyczny, alkohol alifatyczny lub ich mieszanina. Najlepsze efekty uzyskano przy
mieszaninie alkoholu etylowego i metylowego.

e Dla wickszej efektywnosci procesu korzystniejsze jest zastosowanie dwustopniowej niz
jednostopniowej krystalizacji kwasow thuszczowych z roztworu zawierajacego mocznik.

e Przed poddaniem filtratu ekstrakcji nadkrytycznym dwutlenkiem wegla nalezy najpierw
usungé rozpuszczalnik, natomiast proces ekstrakcji najlepiej prowadzi¢ w temp. 40-75°C
1 pod cisnieniem dwutlenku wegla 15-20 MPa.
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e Tylko zachowanie powyzszej kolejnoSci tj. najpierw krystalizacji z zastosowaniem
mocznika, a nastepnie ekstrakcji w warunkach nadkrytycznych zapewnia efektywne
rozdzielenie mieszaniny naturalnych kwasow tluszczowych i wzbogacenie tluszczu w CLA
i VA

Na opracowany sposob wydzielania z naturalnych kwaséw tluszczowych frakcji bogatej
w izomery kwasu linolowego ze sprzezonymi podwoédjnymi wigzaniami i kwasu oleinowego
w Urzedzie Patentowym Rzeczpospolitej Polskiej przyznany zostat patent PL 195040.°

I1. Proces kompleksowania z mocznika i krystalizacji niskotemperaturowej

e W wyniku procesu kompleksowania z mocznika i krystalizacji niskotemperaturowej w
tluszczu mleka ok. 9-krotnie wzrosta zawarto$¢ izomeru c9,t11 C18:2 oraz ok. 8-krotnie
t11 C18:1.

e W uzyskanym preparacie lipidowym ponad 10-krotnie spadla zawarto$¢ kwasow
thuszczowych nasyconych, gtownie kwasu palmitynowego i stearynowego.

e W trakcie wzbogacania tlhuszczu mleka przedstawiong metoda nie stosowano procesoOw
wptywajacych na struktur¢ chemiczng zwigzkow wyjsciowych.

Whyniki dotyczace przedstawionej tematyki badawczej opublikowane zostaty w formie prac
(ILA.1.1, 11.D-11.39, 11.D-11.45) oraz doniesien konferencyjnych (I111.B.15, 111.B.50, 111.B.71,
111.B.76).2 Badania zrealizowano w ramach projektu KBN 3 T09B 059 26 oraz projektu
rozwojowego MNiSW nr R 05 054 02.°

5.2.2.5 Opracowanie sposobu wydzielania peptydéw oraz ich czesciowej lub calkowitej
hydrolizy do aktywnych fragmentéw - biopeptydow

Coraz czedciej biatka oprocz swojej podstawowej roli tj. odzywczej i budulcowe;j
postrzegane sa rowniez jako potencjalne zrodto prekursorow biologicznie aktywnych peptydow -
biopeptydow. Fragmenty biatek nieaktywne w sekwencjach swoich prekursoréw, po uwolnieniu
przez enzymy proteolityczne moga oddziatywa¢ z odpowiednimi receptorami oraz regulowac
fizjologiczne funkcje organizmu.

Wysoka aktywnoscig biologiczng charakteryzuja si¢ peptydy biatek mleka. W sekwencjach
kazeiny zidentyfikowano kilkadziesigt fragmentow odpowiadajacych réznym bioaktywnym
peptydom, w tym najwigcej o aktywnosci przeciwnadci$nieniowej, opioidowej,
antyoksydacyjnej i przeciwzakrzepowej. Bialka serwatkowe zawierajg sekwencje odpowiadajgce
m.in. aktywno$ci obnizajacej ciSnienie krwi, regulujacej przeptyw jondéw oraz
immunomodulujacej. Réwniez biatka roslinne, w szczegdlnosci nasion i zielonych czesci roslin,
moga stanowi¢ zrodto sekwencji peptydowych o biologicznym dziataniu.

|. Wydzielanie peptydow mlekowych 7 bialek kazeinowych i serwatkowych

W wyniku degradacji biatek kazeinowych i serwatkowych uwalniane sg peptydy o roznej
wielkosci, sekwencji 1 aktywno$ci. Na stopien degradacji wplyw maja warunki 1 czas
prowadzenia procesu oraz dobdr enzyméw. Im wyzszy stopien hydrolizy tym mniejsze
wlasciwosci alergizujagce hydrolizatu oraz wigkszy udziat peptydow o sekwencjach
wykazujacych biologiczne funkcje.

Celem badan bylo otrzymanie rozpuszczalnych peptydow z mleka owczego, poprzez
zastosowanie dwuetapowego procesu: enzymatycznej degradacji oraz fermentacji z udziatem
drozdzy Sacharomyces cerravis Anka B.

Podsumowanie
e Enzymatyczna hydroliza stanowi efektywna metode degradacji biatek do krotkich peptydow
0 pierwszorzedowych sekwencjach.
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W wyniku zastosowania tego procesu nastepuje naturalna fragmentacja w miejscach
zdefiniowanych dla zastosowanego enzymu.

Uwalnianiu peptydow =z biatek kazeinowych towarzyszy wzrost stezenia wolnych
aminokwasow nadajacych produktowi nieprzyjemny gorzko-metaliczny smak.

Zastosowanie fermentacji drozdzowej pozwala na eliminacje gorzkich sktadnikow
hydrolizatu poenzymatycznego i wzrost wydajno$ci procesu.

W przypadku serwatki proces enzymatycznej hydrolizy mozna zastapi¢ procesem
fermentacji prowadzacym do produktéw o S$redniej wielkosci peptydow, podobnej do
zawartych w produktach pochodzacych z hydrolizy enzymatycznej z nastepcza fermentacja.

1. Wydzielanie peptydow roslinnych

Wspotwystepowanie roznych komponentdéw oraz rozna procentowa zawartos¢ biatka,

wymagaja rdéznego postgpowania przy izolowaniu peptydow z nasion i zielonych czesci roslin.
Nasiona roslin z rodziny Brassicaceae zawierajg niewielkg ilo$¢ biatka 0 wysokiej aktywnosci
biologicznej oraz znaczng ilo$¢ glukozynolanow, z ktorych powstajg reaktywne i ostre w smaku
produkty rozktadu, mogace dezaktywowac enzymy hydrolizujace. Z kolei liscie szpinaku
1 trawy, charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cig bialka biorgcego udzial w procesie fotosyntezy,
ktore jednak trudno poddaje si¢ enzymatycznej hydrolizie pepsyna.

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie sposobu otrzymywania rozpuszczalnych

peptyddéw z nasion i zielonych czesci roslin.

Podsumowanie

Przy uzyciu pepsyny opracowano zmodyfikowany sposob wydzielania peptydéw z nasion
roslin.

W wyniku zastosowania tego procesu z nasion rzepaku i gorczycy uzyskano frakcje
zawierajgce odpowiednio ok. 80 i 85% peptydow.

W przypadku zielonych czgéci roslin do ekstrakcji wybrano octan etylu, a z enzymow
pankreatyne.

W wyniku tego procesu z lisci szpinaku uzyskano ok. 80% peptydow rozpuszczalnych
w wodzie, natomiast z trawy ok. 65% peptydow.

Sposob wydzielania z biatek zwierzgeych i roslinnych peptydéow oraz ich czgsciowej lub

catkowitej hydrolizy do aktywnych fragmentow biopeptydow 1 aminokwaséw opracowano
w ramach projektu rozwojowego NCBIR NR05-0002-10/2011° i opublikowano w formie
doniesienia (111.B.101)%.
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5.3. OPRACOWANIE KOMPOZYCJI NATURALNYCH BIOAKTYWNYCH
KOMPLEKSOW  POD KATEM MOZLIWOSCI ICH ZASTOSOWANIA
W PROFILAKTYCE | TERAPII CHOROB ,CYWILIZACYJNYCH”

5.3.1. Opracowanie kompozycji naturalnych bioaktywnych kompleksow lipidowych
(BKL,) jako nutraceutykow w profilaktyce i terapii chorob ukladu krazenia i choréb
nowotworowych

Kwasy tluszczowe, pochodzace ze spozywanych tluszczow, stanowia jeden z wazniejszych
elementow niezbednych dla prawidlowego rozwoju 1 funkcjonowania organizmu.
Obok podstawowego zrodha energii, petnig one wazng funkcje jako elementy strukturalne bton
komorkowych oraz jako inhibitory i aktywatory przemian metabolicznych.

Organizm cztowieka w niewielkim stopniu jest w stanie sam syntetyzowac¢ kwasy thuszczowe
z rodziny ®-3, dlatego musza by¢ one dostarczane wraz z dietg. Poprzez obnizenie poziomu
trojglicerydow oraz cholesterolu catkowitego i frakcji LDL, ci$nienia krwi oraz zmniejszenie jej
krzepnigcie, kwasy te wykazuja korzystny wptyw na uklad krazenia. Korzystne wtasciwosci
m. in. antymiazdzycowe i antykancerogenne wykazuja rowniez sprz¢zone dieny kwasu
linolowego (CLA).

Celem przeprowadzonych badan bylo wzbogacenie preparatow lipidowych w aktywne
biologicznie kwasy tluszczowe 1 opracowanie na ich bazie bioaktywnych kompleksow
lipidowych (BKL,) oraz ocena ich aktywno$ci w obnizaniu wskaznikéw lipidowych Kkrwi
I ograniczaniu niekorzystnych zmian w migéniu sercowym (badania na szczurach) oraz
hamowaniu proliferacji komoérek nowotworowych (badania in vitro na liniach raka okreznicy,
piersi, pluc, biataczki promielocytarnej, czerniaka).

Oceniono aktywno$¢ nastepujacych preparatow: wzbogaconego oleju rybnego (ok. 19% EPA
I 52% DHA), izomeryzowanego oleju z winogron (ok. 72% CLA), wzbogaconego ttuszczu
mleka owczego (ok. 17% CLA i 23% VA) oraz bioaktywnych kompleksow lipidowych: BKL,
(ok. 36% CLA i 35% EPA + DHA) i BKL; (ok. 35% EPA i DHA oraz 8.5% CLA i 11% VA).

Podsumowanie

e Dieta wysokotluszczowa, bogata w kwasy thuszczowe nasycone, miata niekorzystny wptyw
na warto$¢ parametréw gospodarki lipidowej krwi oraz wskazniki morfometryczne serca.

e W wyniku zastosowania preparatow lipidowych w Krwi obnizyt si¢ poziom trdjglicerydow
od 12 do 40%, cholesterolu catkowitego od 16 do 26% i chol-LDL od 18 do 44%. Najlepsze
efekty uzyskano przy bioaktywnych kompleksach lipidowych (BKL,) oraz wzbogaconym
oleju rybnym.

e Preparaty lipidowe ograniczyty wzrost grubosci $cian komor serca (od 30 do 45%)
I wielko$ci miocytow (od 25 do 35%) oraz zahamowaly spadek powierzchni tozyska
naczyniowego (od 20 do 50%). Kardioprotekcyjne dziatanie wykazaly bioaktywne
kompleksy lipidowe (BKL,) oraz wzbogacony olej rybny.

e Aktywnosc¢ antyproliferacyjng dla wiekszosci linii komorkowych wykazatl biopreparat BKLy,
natomiast synergistyczne wspotdziatanie z referencyjnym cytostatykiem oprocz BKL;
rébwniez wzbogacony w aktywne biologicznie kwasy tluszczowe olej rybny i tluszez
mleczny.

Na sposob otrzymywania preparatdow o antynowotworowym dzialaniu autorzy opracowania
uzyskali w Urzegdzie Patentowym Rzeczpospolitej Polskiej patent nr PL 199216, natomiast na
naturalny bioaktywny kompleks lipidowy zlozony zostat opis zgloszenia patentowego
nr P 387021.° Powyzsze badania wyroznione zostaly takze 5 nagrodami na
Miedzynarodowych Wystawach Wynalazczosci (Bruksela 2002 r., Malezja 2003 r., Genewa
2004 i2009r., Warszawa 2009 r.).°
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Wyniki badan opublikowane zostaty w formie prac (11.A.6, 11.D-1.1, 11.D-11.18, 11.D-11.25,
[1.D-11.29, 11.D-11.61, 11.D-111.14) oraz doniesien na konferencjach zagranicznych i krajowych
(111.B.21, 111.B.22, 111.B.25, 111.B.35, 111.B.41, 111.B.57, 111.B.78, 111.B.79, 111.B.82, 111.B.84).2
Badania zrealizowano w ramach projektéw KBN T09B 059 26 i MNiSW nr R0505402 oraz
grantow interdyscyplinarnych nr 101/GW/00 i 101/GW/02 i badan statutowych.’

5.3.2 Technologia pozyskiwania bioaktywnych peptydow i tluszczéw oraz ich pochodnych
jako skladnikow aktywnych komponentéw zywnosci funkcjonalnej

W ramach badan opracowano sposob wydzielania peptydow z biatek zwierzecych
1 roslinnych oraz ich czegsciowej lub catkowitej hydrolizy do aktywnych biopeptydow, a takze
pozyskiwania kwasow trinienasyconych z olejow roslinnych oraz wzbogacania olejow rybnych
w kwasy o-3.

Na szczurach zywionych dieta wysokotluszczowa oceniono aktywno$¢ preparatow
peptydowych i lipidowych w obnizaniu wskaznikow lipidowych krwi, hamowaniu
niekorzystnych zmian morfometrycznych w mig$niu sercowym i redukcji otluszczenia.
Na 5 liniach komorkowych w badaniach in vitro oceniono takze aktywnos¢ antyproliferacyjna.

Podsumowanie:

e Poziom trojglicerydow, cholesterolu catkowitego i frakcji LDL w krwi najbardziej obnizyty
wzbogacony olej rybny oraz izomeryzowany w srodowisku gliceryny olej tungowy
(od 12 do 36%). Spadek aterogennych frakcji lipidowych uzyskano rowniez przy peptydach
kazeinowych i serwatkowych mleka owczego po enzymatycznej hydrolizie i fermentacji
drozdzowej oraz peptydach z nasion rzepaku (od 2 do 10%).

e Niekorzystne zmiany morfometryczne w migéniu sercowym (wzrost grubosci Scian obu
komor serca i wielkosci miocytow oOraz spadek tozyska naczyniowego) najbardziej
ograniczyly wzbogacony olej rybny, izomeryzowany olej z nagietka i z pestek z winogron
oraz wzbogacony thuszcz mleczny o odpowiednio: od 12 do 34% i od 6.8 do 35% oraz
od 9.5 do 32%. Kardioprotekcyjnego dziatania nie wykazaty preparaty peptydowe.

e Otluszczenie szczurow (ilosci thuszezu okotonerkowego i najadrza) najbardziej zredukowat
dodatek izomeryzowanego oleju z pestek z winogron i z orzecha wtoskiego (od 9 do 23%)
oraz biatka serwatkowe poddane procesowi fermentacji drozdzowej i frakcja peptydowa
uzyskana z lisci szpinaku (od 3 do 7%).

o Aktywnos¢ antyproliferacyjna, dla wigkszosci linii komorkowych, wykazat wzbogacony
olej winogronowy, natomiast wobec komorek ludzkiego raka gruczotu sutkowego rowniez
peptydy kazeinowe po enzymatycznej hydrolizie i fermentacji drozdzowe;.

Obecnie prowadzone sg badania nad opracowaniem kompozycji bioaktywnych kompleksow
aminolipidowych oraz ocenie ich aktywnos$ci. Planowane jest rOwniez opracowanie receptur
komponentéw zywnosci funkcjonalnej i nutraceutykow.

Wyniki dotyczace przedstawionej tematyki opublikowane zostaly w formie oryginalnych
prac (I.LA.14, 11.A.17) oraz doniesien na konferencjach krajowych (I111.B.100, I111.B.106,
111.B.107).8 Badania  realizowane sa W ramach projektu rozwojowego
NCBiR NR05-0002-10/2011.°
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Wroctaw, 07 stycznia 2014 r. dr inz. Robert Bodkowski
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