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Biouwodorowanie nienasyconych kwasow
tluszczowych pochodzacych z pasz z dodatkiem
olejow roslinnych w warunkach in vitro

Biohydrogenation of unsaturated fatty acids in in vitro study during
digestion of diet supplemented with plant oils
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Oleje roslinne, ktore zawieraja nienasycone kwasy tluszczowe, dodane do pasz dla zwierzat
przezuwajacych moga modyfikowaé procesy zachodzace w zwaczu, np. proces biouwodorowania.
Intensywno$¢ procesu biouwodorowania zalezy od paszy oraz rodzaju oleju. Celem badan bylo
okreslenie wplywu dodatku oleju Inianego i rzepakowego w ilosci 0, 4 1 6% do dawki sktadajacej si¢
glownie z paszy objgtosciowej, na przebieg procesu biouwodorowania. Doswiadczenie zostalo
przeprowadzone w warunkach in vitro metoda batch culture. Okre§lono poziom biouwodorowania
nienasyconych kwasoéw thuszczowych z rodziny C,g. Rozmiar biouwodorowania zalezat od ilosci
i rodzaju zastosowanego oleju, jednak zarowno dodatek oleju rzepakowego, jak i Inianego zwigkszyt
istotnie ilo$¢ kwasu stearynowego w plynie zwacza po inkubacji.
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Plant oils rich in unsaturated fatty acids, supplemented to ruminants’ diet can modify processes
occurring in the rumen e. g. biohydrogenation. Level of biohydrogenation depends on diets and type
of applied oils. The aim of the study was to assay the biohydrogenation in vitro of diets composed
mostly of roughage and supplemented with 0, 4 or 6% of linseed and rapeseed oil. The experiment
was carried out in in vitro study using batch culture system. Level of biohydrogenation of unsaturated
fatty acids from C;g3 family was estimated. Extent of biohydrogenation depended on type and quality
of fat used. Both rapeseed oil and linseed oil significantly affected the increase of the level of stearic
acid in rumen fluid after incubation. Increased level of oleic and linolenic acid in the diets
supplemented with rapeseed and linseed oils respectively, caused the increase of their biohydro-
genation in the rumen. The level of dietary oils determines direction of processes occurring in the
rumen.

Wstep

Biouwodorowanie jest procesem zachodzacym w zwaczu przy udziale
znajdujacych si¢ tam mikroorganizmow. W procesie tym biora udzial gtownie
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bakterie, natomiast pierwotniaki tylko w niewielkim stopniu. Udzial czastek paszy
w procesie biouwodorowania nie jest jasny, ale wigkszo$¢ autoréw sktania si¢ ku
twierdzeniu, ze zachodzi intensywniej w ich obecnosci (Bauchart i in. 1990).
Konicowym produktem procesu biouwodorowania, czyli przylaczania atomow
wodoru do nienasyconych wiazan kwasow thuszczowych, jest kwas stearynowy.
W korzystnych warunkach moga powstawaé rowniez posrednie produkty biouwo-
dorowania, np. sprz¢zone izomery kwaséw oleinowego i linolowego wykazujace
dzialanie prozdrowotne. Szczegdlnie sprzgzony kwas linolowy (ang. conjugated
linoleic acid, CLA) moze by¢ brany pod uwage jako leczniczy $rodek odzywczy
w odniesieniu do takich zaburzen jak: dyslipidemia, zespo6t insulinoopornosci, czy
miazdzyca (Hu i in. 2001), a takze charakteryzowa¢ si¢ dziatlaniem antyno-
wotworowym (Parodi 1996). Kazda z aktywnych form izomerycznych charakte-
ryzuje si¢ innym dziataniem korzystnym dla zdrowia. [los¢ powstajacych w zwaczu
izomeréw determinuje ich koncentracje w tkankach i mleku (Chilliard i in. 2000).
Rozmiar i intensywno$¢ procesu biouwodorowania nienasyconych kwasow thusz-
czowych jest wypadkowa wielu czynnikow, migdzy innymi udzialu paszy objetos-
ciowej i tresciwej w dawce oraz sktadu zawartych w niej kwasow thuszczowych.
Doreau i1 Ferlay (1994) stwierdzili, ze wysoki udzial paszy tresciwej w dawce
hamuje biouwodorowanie nienasyconych kwaséw thuszczowych obnizajac pH
tresci zwacza i ograniczajac wzrost bakterii bioracych udzial w tym procesie.
Podobnie oleje roslinne, ktore zawieraja nienasycone kwasy tluszczowe, moga
modyfikowaé procesy zachodzace w zwaczu, np. proces biouwodorowania
(Garnsworthy i Wiseman 1997).

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wplywu dodatku oleju rze-
pakowego i Inianego do dawki sktadajacej si¢ gléwnie z paszy objetosciowej, na
przebieg procesu biouwodorowania nienasyconych kwasow thuszczowych o osiem-
nastu atomach wegla.

Material i metody

W celu okre$lenia wplywu zastosowanej dawki pokarmowej oraz olejow
ro$linnych bedacych zréodlem kwasu oleinowego (olej rzepakowy) i linolenowego
(olej Iniany) przeprowadzono dwa do$wiadczenia w warunkach in vitro z zasto-
sowaniem metody batch culture. Jest to metoda pozwalajaca na wstepna oceng
wplywu paszy na przebieg podstawowych proceséw zwaczowych w warunkach in
vitro (Martin i in. 2000; Martin i Jenkins 2002). Czas inkubacji dawki pokarmowe;j
wynosit 48 godzin, co umozliwitlo mikroorganizmom obecnym w ptynie zwacza
dostep do pokrytych thuszczem czastek paszy. Inkubacja badanej probki odbywata
si¢ w buforze, sktadajacym si¢ z roztworow mieszaniny dwodch soli (Hungate
1966), ktorych sktad odpowiada sktadowi §liny przezuwacza oraz z ptynu zwacza.
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Stosunek ilosciowy ptynu zwacza do roztworu wynosit 3 : 2. W wykorzystywanych
do tego celu fiolkach stworzono warunki symulujace srodowisko zwacza. Substrat
ulegajacy fermentacji stanowita dawka pokarmowa sktadajaca si¢ z siana takowego
oraz mieszanki tresciwej (60 : 40%). Zastosowane dawki zostaly wzbogacone 4
oraz 6% dodatkiem oleju rzepakowego lub Inianego w przeliczeniu na sucha mase¢
dawki. Kazdy z wariantéw inkubowano w 6 fiolkach (powtorzeniach). Srednia
warto$¢ pokarmowa dawki bez dodatku oleju wynosita 0,83 JPM, 89 g BTINi83 g
BTIJE. Sktad dawki pokarmowej przedstawia tabela 1.

Tabela 1
Sktad dawek [% SM] — Composition of diets [% DM]

Dawki [% SM] — Diets [%DM]
Skfadniki — —
Components kontrola 4% oleju** 6% oleju**
control 4% of oil 6% of ail

Siano fakowe — Meadow hay 62,00 60,53 58,45
Sruta pszenna — Wheat meal 31,00 28,37 28,74
Poekstrakcyjna $ruta rzepakowa — Rapeseed meal 5,00 4,90 4,68
Polfamiks OK” — Polfamix OK* 2,00 2,20 2,13
Olej™ — Oil 0,00 4,00 6,00

* 1 kg Polfamix OK zawiera: — Composition of Polfamix OK at 1 kg:
witamina A — 300.000 j.m.; witamina D; — 30.000 j.m.; witamina E — 1,5 g;
Fe — 0,5 g; Zn— 2,5 g; Mg — 65,0 g; Co — 0,015 g; Mn — 3,0 g; J — 0,01 g; Se — 0,003 g;
Na—60g;Ca—240g;P—120¢g
** Doswiadczenie 1 — olej rzepakowy; doswiadczenie 2 — olej Iniany
Experiment 1 — rapeseed oil, experiment 2 — linseed oil

llos¢ kwasow ttuszczowych w dawce oraz w plynie zwacza po inkubacji
zostata oznaczona metodami chromatografii gazowej (Collomb i Biichler 2000,
Cieslak 2004). Poziom biouwodorowania nienasyconych kwasoéw tluszczowych
z rodziny C,g zostat oszacowany wedtug wzoru Wu i in. (1991):

Poziom biouwodorowania = 100 — 100 x [(A/B) / (C/D)] [%]

gdzie:

A — wszystkie nienasycone kwasy thuszczowe z rodziny C;s dochodzace do dwu-
nastnicy (w warunkach in vitro poziom kwaséw tluszczowych w plynie
zwacza po inkubacji),

B — wszystkie kwasy tluszczowe z rodziny C,3 dochodzace do dwunastnicy,

C — wszystkie nienasycone kwasy tluszczowe z rodziny C,g w dawce,

D — wszystkie kwasy tluszczowe z rodziny C;g w dawce.

Uzyskane wyniki zostaly poddane weryfikacji statystycznej wedlug general
linear model (GLM). Istotno$¢ roéznic pomigdzy $srednimi zweryfikowano uzywajac

testu Tukeya (SAS 1996).



522 Adam Cieslak ...

Wyniki

Dawki pokarmowe réznity si¢ rodzajem i iloscia dodanych olejow. Jako zrédto
kwasu oleinowego wykorzystano powszechnie dostepny w Polsce olej rzepakowy,
natomiast jako zrodto kwasu linolenowego olej Iniany. Rodzaj zastosowanego
thuszczu determinowat sktad kwasoéw thuszczowych dawki pokarmowej, a w efekcie
ilos¢ kwasow thuszczowych znajdujacych si¢ w plynie zwacza po inkubacji w wa-
runkach in vitro, czyli doplywajacych do dwunastnicy. Uzyskane wyniki przedsta-
wiaja tabele 2 1 3. W dos$wiadczeniu pierwszym, w ktorym zrédio nienasyconych
kwasow tluszczowych stanowitl bogaty w kwas oleinowy olej rzepakowy, wzrost
udziatu tego kwasu w paszy w efekcie dodatku oleju nie byt proporcjonalny do
jego zawarto$ci w plynie zwacza po inkubacji (tab. 2). Uzyskane wyniki wskazuja
na intensywne biouwodorowanie kwasu Cig; do kwasu stearynowego, ktore
wzrosto statystycznie istotnie (P <0,05) z 48,37% w grupie bez dodatku tluszczu
do 83,02 oraz 82,57% w grupach z dodatkiem 4 i 6% oleju rzepakowego (rys. 1).
W rezultacie biouwodorowania kwasu oleinowego, pochodzacego z dodanego
oleju rzepakowego, poziom kwasu stearynowego w plynie zwacza po inkubacji
wzrost z 7,83% FAME (fatty acid metyl ester) do 20,64 oraz 26,08%, odpowiednio
w grupach z dodatkiem 4 lub 6% oleju rzepakowego. Dodatek oleju rzepakowego
zwigkszyt rowniez ilos¢ kwasu linolowego i linolenowego w plynie zwacza po
inkubacji, jednak stwierdzony wzrost nie byl znaczacy (tab. 2). Dodatek oleju
rzepakowego zmniejszyt statystycznie istotnie (P <0,05) rozmiar biouwodoro-
wania kwasu linolenowego z 91,96% w grupie kontrolnej do 77,53 i 76,80%,
odpowiednio z dodatkiem 4 i 6% zastosowanego tluszczu (wykres 1).

Tabela 2
Nienasycone kwasy tluszczowe z rodziny C,g znajdujace si¢ w badanej paszy oraz w plynie
zwacza po inkubacji [% FAME; fatty acid metyl ester] — Unsaturated fatty acids in feed
and rumen fluid after incubation[% FAME; fatty acid metyl ester]

Kwasy Pasza — Feed Dwunastnica — Duodenum**
tluszczowe di di
Fatty acids dawka pokarmowa — diet dawka pokarmowa — diet
kontrolna 1 pgyr 4or | R0 69 | KOOUONA | pen4e | RSO 6%
control control
Ciso 0,52 0,64 0,86 7,83 20,64 27,08
Cig1 1,63 15,07 20,34 0,92 2,66 3,60
Ciga 3,13 591 7,98 0,34 0,52 0,70
Ciss 3,30 1,67 2,25 0,29 0,39 0,53

* RSO — olej rzepakowy — rapeseed oil
** plyn zwacza po inkubacji in vitro — rumen fluid after incubation in vitro
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Rys. 1. Zmiany poziomu biouwodorowania kwasow ttuszczowych jako efekt dodatku oleju rzepako-
wego do dawki pokarmowej — Changes in level of biohydrogenation as an effect of rapeseed oil
supplementation to the diet

Dodatek oleju Inianego do dawek sktadajacych si¢ w 60% z paszy objgtos-
ciowej zwigkszyl udziat kwasu linolenowego w paszy (tab. 3) i, podobnie jak
w doswiadczeniu pierwszym, ilos¢ kwasu stearynowego w plynie zwacza po
inkubacji. W doswiadczeniu drugim ilo$¢ kwasu stearynowego wzrosta w efekcie
dodania kwasu linolowego do paszy. Stwierdzono statystycznie istotny wzrost
poziomu biouwodorowania kwasu linolenowego, z 92,12% w grupie bez dodatku
oleju do 96,38 oraz 96,40%, odpowiednio w grupach 4 i 6% z dodatkiem oleju
Inianego (rys. 2). Biouwodorowanie pozostalych nienasyconych kwasoéw thuszczo-
wych o osiemnastu atomach wegla nie ulegto zmianie w efekcie dodania thuszczu.

Tabela 3
Nienasycone kwasy ttuszczowe z rodziny C,g znajdujace si¢ w badanej paszy oraz w ptynie
zwacza po inkubacji [% FAME] — Unsaturated fatty acids in feed and rumen fluid after
incubation [% FAME]

Pasza — Feed Dwunastnica — Duodenum**
Kwasy B -
thuszezowe dawka pokarmowa — diet dawka pokarmowa — diet
Fatty acids « . N *
y kontrolna |y gyr 4o | 10760, | KOMIOINA 1y gt 4ot | 150" 6%
control control
Cisgo 0,52 0,98 1,33 7,18 20,09 27,28
Cigi 1,63 5,00 6,79 0,84 2,55 3,46
Cigo 3,13 4,81 6,53 0,30 0,54 0,73
Ciga 3,30 2,53 17,01 0,26 0,46 0,62

* LSO — olej Iniany — linseed oil
** plyn zwacza po inkubacji in vitro — rumen fluid after incubation in vitro
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Rys. 2. Zmiany poziomu biouwodorowania kwasoéw thuszczowych jako efekt dodatku oleju Inianego
do dawki pokarmowej — Changes in level of biohydrogenation as an effect of linseed oil
supplementation to the diet

Dyskusja

Ilo$¢ nienasyconych kwasoéw thuszczowych o osiemnastu atomach wegla
w paszy zalezy od jej sktadu. W przeprowadzonych badaniach dodatki oleju rzepa-
kowego 1 Inianego spowodowaly wzrost intensywnos$ci biouwodorowania, odpo-
wiednio kwasu oleinowego i linolenowego.

W badaniach metoda batch culture stwierdzono tendencje do zmian w pozio-
mie nienasyconych kwasow ttuszczowych w ptynie zwacza po inkubacji. Wyniki te
byty jednak nizsze od uzyskiwanych w warunkach in vivo. W naszych badaniach
niski poziom biouwodorowania kwasu oleinowego wykazano w grupie kontrolnej
w doswiadczeniu pierwszym oraz we wszystkich grupach doswiadczenia drugiego
Obserwowany w doswiadczeniu pierwszym poziom biouwodorowania w grupach
z dodatkiem oleju rzepakowego byt niski w poréwnaniu do efektow uzyskiwanych
w badaniach na zwierzgtach. Zdaniem Loora i in. (2005) nizsze tempo biouwodo-
rowania w systemie batch culture wynika ze statycznego charakteru metody i efektow
zwiazanych z kumulacja kwasow thuszczowych w plynie zwacza po inkubacji.

W badaniach Cieslaka i Potkanskiego (2000) oraz Cieslaka (2004) przeprowa-
dzonych w warunkach in vivo i in vitro, wykazano ze od 52 do 85% nienasyconych
kwasoéw thuszczowych z rodziny C;s podlega biouwodorowaniu, co jest zgodne
z warto$ciami uzyskanymi w przedstawianych badaniach. Wedtug Jenkins i Adamsa
(2002) dodatek thuszczu do dawki pokarmowej zwigksza udzial kwasow thusz-
czowych docierajacych do dwunastnicy w poréwnaniu z ich iloScia w paszy.
Wyniki przeprowadzonych badan nie potwierdzaja tej hipotezy, gdyz poziom
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kwasow thuszczowych dochodzacych do dwunastnicy byl nizszy niz w paszy.
Podobne rezultaty uzyskali Bauchart i in. (1987) oraz Jenkins i Palmquist (1986).
Przyczynami nizszego poziomu nienasyconych kwasow thuszczowych w dwu-
nastnicy moga by¢: absorpcja dlugotancuchowych kwasoéw thuszczowych, a takze
ich rozktad do form o mniejszej ilosci wegli oraz niedoszacowanie ich ilosci
w tresci dwunastniczej (Wu i in. 1991). Ferlay i in. (1993) nizsza zawartos¢
kwasow thuszczowych z grupy Ci;s w dwunastnicy tlumacza rozkladem tych
kwas6éw przez mikroorganizmy w zwaczu.

Uzyskane wyniki potwierdzaja hipoteze, ze intensywnos¢ procesu biouwodo-
rowania zalezy od fermentowanego substratu, czyli zawartosci poszczegélnych
nienasyconych kwasow tluszczowych w paszy. Odpowiedni za§ dobor dawki
pokarmowej stwarza korzystne warunki do rozwoju bakterii przeprowadzajacych
ten proces.

Whioski

Zwigkszony udziat kwasu oleinowego oraz linolenowego w dawkach pokar-
mowych wzbogacanych odpowiednio w olej rzepakowy i Iniany zintensyfikowat
ich biouwodorowanie w zwaczu. [10§¢ oleju w paszy determinuje kierunek proce-
sow zachodzacych w zwaczu.
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