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Streszczenie

Niniejsza praca przedstawia wyniki badan wykorzystujacych spektrometrie
masowg TOF-SIMS do analizy zmian profili lipidowych w tkankach miesni
piersiowych (pectoralis superficialis) kurczat brojleréw Ross 308, zachodzacych na
skutek wplywu czynnikéw Srodowiskowych. Zastosowana metoda fizyczna oparta
jest na zjawiskach emisyjnych towarzyszacych oddzialywaniu czastek
natadowanych zfaza skondensowang. Dzieki technice TOF-SIMS mozliwe jest
zbadanie skladu chemicznego powierzchni oraz przeprowadzenie, z wysoka
czutos$cig, analizy profilowej wewnetrznych warstw badanego materiatu
biologicznego, bez koniecznosci ekstrakcji badanych zwigzkéow z uktadu
biologicznego.

Zawartos$¢ poszczegélnych lipidéw w strukturach biologicznych, takich jak
tkanki, jest regulowana wieloma czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi.
W pierwszym cyklu prac doswiadczalnych, czynnikiem wywotujacym zmiany
pozioméw lipidowych bylo zastosowanie réznych zrodet tluszczy w diecie
zwierzat hodowlanych. W drugim cyklu prac dos$wiadczalnych, badano zmiany
profili lipidowych, w probkach tkanek mie$ni piersiowych kurczat broileréw, ktore
sg efektem roznego czasu przechowywania tkanki w warunkach chtodniczych.

Analiza zebranego materiatlu empirycznego wykazata, iz zastosowanie
olejow roslinnych w diecie kurczat broileré6w istotnie wptywa na zmiany profilu
lipidowego. W szczegélnosci, suplementacja olejem Inianym zwiekszyta udziat
wielonienasyconego kwasu ttuszczowego a-linolenowego (w-3) we widknach
mieSniowych 1 w tluszczu S$rddmiesniowym, w stosunku do grup
niesuplementowanych tym Zrodtem ttuszczu. Analogiczny wynik uzyskano
w przypadku suplementacji olejem sojowym bedacym bogatym Zrodtem kwasu
linolowego (w-6). W obu badanych strukturach, najkorzystniejszy dla zdrowia
stosunek kwaséw tluszczowych w-6/w-3 otrzymano w grupie, w ktorej
zastosowano mieszanine olejow roslinnych oraz w grupie suplementowanej
olejem Inianym. Wzbogacanie paszy zwierzat jednym typem oleju roslinnego
wywotuje istotny wzrost zawartosci wiekszosci lipidéw z grup glicerolipidow,
gtownie trojglicerydow, fosfatydylocholin, sfingolipidow oraz prenoli w obu
badanych strukturach. Wykazano, iz rodzaj diety ma istotny wptyw na poziom
cholesterolu w tkankach mie$ni zwierzat hodowlanych. W grupach
suplementowanych jednym typem oleju roslinnego wystapity znaczaco mniejsze
intensywnoSci charakterystycznych jonéw cholesterolu. Uzyskane wyniki
przedyskutowano, dla kazdej analizowanej grupy lipidowej, w aspekcie
otrzymywania tzw. zywnosci funkcjonalnej, jak réwniez efektow zdrowotnych
mogacych wystapi¢ w organizmie czlowieka po spozywaniu miesa zwierzat
o zmodyfikowanej diecie.

W drugim cyklu prac doswiadczalnych wykazano, iz dtugie
przechowywanie tkanek mieSni w warunkach chtodniczych powoduje istotne



obnizenie zawartoSci wiekszoSci lipidow. Jest to powodowane miedzy innymi
reakcjami utleniania zwigzkéw lipidowych. Rezultaty wykonanych badan stanowia
podstawe do rozwazan nad czasem bezpiecznego przechowywania miesa
w warunkach chtodniczych.

Wyniki potwierdzity, iz technika TOF-SIMS jest skuteczng metoda do
identyfikacji i analizy zwigzkow lipidowych w strukturze biologicznej. Technika ta,
ma ogromny potencjat w odniesieniu do szerokiego spektrum zastosowan
biofizycznych i medycznych.



Abstract

The main objective of this thesis was to analyze changes in lipid profiles in
breast (pectoralis superficialis) muscle tissue of broiler chickens Ross 308, under
different environmental factors, by using Time-of-flight Secondary Ion Mass
Spectrometry method. This method is based on ion emission phenomena due to
the interaction of charged particles with the condensed phase. Thanks to the
TOF-SIMS technique, it is possible to examine the chemical composition of the
surface and to perform, with high sensitivity, analysis of the profile of inner layers
of the biological material without the need of extraction of examined compounds
from the biological system.

The content of individual lipids in biological structures, such as tissues, is
regulated by multiple genetic and environmental factors. In the first part of
experimental work, changes in lipid levels were triggered with the use of various
sources of fats in the diet of farm animals. In the second part of experimental work,
the changes in fat levels in the samples of broiler chicken muscle tissues, which are
the result of different time of tissue storage in refrigeration conditions, were
investigated.

The analysis of the obtained results has shown that the use of vegetable oils
in broiler chicken diets significantly influences changes in the lipid profile in the
muscle tissue of broiler chickens. In particular, linseed oil supplementation
increased the proportion of polyunsaturated fatty acid (a-linolenic acid, w-3) in
muscle fibres and intramuscular fat relative to groups non-supplemented with this
oil source. Analogous results were obtained in the case of supplementation of
soybean oil, being a rich source of linoleic acid (w-6). Moreover, in both studied
structures, the most favourable for health w-6/w-3 fatty acid ratio were observed
in the groups in which the mixture of vegetable oils and linseed oil was used.
Animal feed enriched in one type of vegetable oil induces a significant increase in
content of the majority of lipids from glycerolipids, especially triglycerides,
phosphatidylcholine, sphingolipids and prenoli in both studied structures. It has
been shown that the type of diet has a significant effect on cholesterol level in
muscle tissues in farm animals. In groups supplemented with one type of vegetable
oil, significantly lower amounts of cholesterol were present as evidenced by
considerably lower intensities of detected characteristic cholesterol ions. The
results obtained for each analyzed lipid group were discussed in the aspect of
obtaining the functional foods and influence of meat consumption, obtained from
animals with modified diets, on human’s health.

In the second part of experimental work, it has been shown that the long
storage of muscle tissues under refrigerated conditions determines a significant
decrease of the majority of lipids. This is caused, inter alia, by the oxidation
reactions of lipid compounds. The results of performed tests may provide
information about the time in which certain lipids undergo oxidation reactions,



and could be the basis for considering the length of safe storage time of meat under
refrigeration conditions.

The results of the comparative analysis confirmed that the TOF-SIMS
technique is an effective method for comparing relative lipids levels and for
determining the differences between the biological samples. This technique has
enormous potential and opportunities in relation to a large number of possible
biophysical and medical applications.



Motywacja i plan pracy

Prezentowana praca, pt. ,Analiza profili lipidowych wybranych uktadéw
biologicznych metodq spektrometrii masowej TOF-SIMS” ma za zadanie przedstawi¢
wyniki eksperymentalnych prac 1aczacych okreslone zagadnienia biologiczne
i nowatorska, fizyczng technike badawczg, oparta o spektrometrie mas, tzw.
wtérnych jondw. Gléwnym celem opisanych w rozprawie doktorskiej badan, byto
zastosowanie spektrometrii masowej do zbadania zmian profili lipidowych,
powstatych na skutek czynnikdw Srodowiskowych, w probkach miesni
piersiowych kurczat broilerow.

Uzyskiwanie nowych informacji na temat ukladéw biologicznych, ich
sktadnikéw i zachodzacych w tych uktadach procesach stwarza szanse na
pOZniejsze zastosowanie zdobytych wiadomosci w diagnostyce, leczeniu oraz na
poprawe jakosci i dtugosci zycia organizmoéw. Lipidy sg niezbednymi zwigzkami do
prawidtowego funkcjonowania organizmu, a utrzymywanie ich wiasciwych
poziomd&w i proporcji minimalizuje zagrozenie wieloma chorobami, miedzy innymi
o podtozu metabolicznym, neurologicznym, czy tez nowotworowym. Patologiczny,
lipidowy sktad bton biologicznych przyczynia sie do inicjacji stanéw zapalnych,
powstawania nieprawidtowosci w szlakach metabolicznych i braku réwnowagi
w ustroju biologicznym. W konsekwencji, rozciggnieta w czasie zta gospodarka
lipidowa doprowadza do przewlektych choréb o tzw. podtozu cywilizacyjnym.
Najprostszym iniezwykle skutecznym narzedziem przeciwdziatania takiemu
scenariuszowi jest zbilansowana dieta, o odpowiedniej zawartosci i proporcji
ttuszczy. Jednym z najczestszych produktéw spozywanych w diecie cztowieka,
ktéry dostarcza thuszcz, jest mieso i produkty pochodzenia zwierzecego. Fakt ten,
stanowi dostateczng motywacje do podjecia badan nad sktadem miesa, jak rowniez
badan nad zmianami sktadu miesa na skutek czynnikow Srodowiskowych
i genetycznych. Biorgc pod wuwage, iz mieso drobiowe jest jednym
z najpopularniejszych mies, a jego spozycie w krajach rozwinietych caly czas
rosSnie, konieczna jest intensyfikacja dziatan udoskonalajacych proces hodowlany
zwierzat, na przyktad poprzez dobdr wiasciwego zywienia. Znaczenia nabiera
rowniez sposob i czas przechowywania produktu miesnego od chwili uboju
zwierzecia do momentu przetworzenia w celu konsumpcyjnym. Na przestrzeni
ostatnich lat wykazano, iz spektrometria masowa TOF-SIMS jest wydajnym
narzedziem do charakteryzowania pozioméw lipidowych w uktadach
biologicznych. Zastosowanie tego narzedzia badawczego do analizy zmian profili
lipidowych w miesie na skutek dziatania czynnikéw S$rodowiskowych moze
przyczynic sie do uzyskania nowych, cennych informacji.

Pierwsza cze$¢ pracy, obejmuje podstawy teoretyczne biologicznych
i fizycznych zagadnien prezentowanej rozprawy. Zagadnienia z zakresu biologii
omawiane s3 w rozdziale pierwszym, a drugi obejmuje opis fizycznych zjawisk
lezacych u podstaw wuzytej techniki badawczej wraz z charakterystyka
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zastosowanej aparatury. Omawiajac zagadnienia biologiczne, szczegdlng uwage
poswiecono zwigzkom lipidowym, ktére stanowia jedne z najwazniejszych
sktadnikéw biologicznych uktadéw. Te wszechobecne, biologiczne czasteczki,
niegdy$ uwazane jedynie za magazyn energetyczny, we wspoétczesnej biologii
tworza odrebng galaZz wiedzy, zwang lipidomika. Przedstawiono opis lipidow, ich
definicje, klasyfikacje oraz petnione przez nie funkcje w uktadach biologicznych.
Kazda grupa lipidowa opisywana jest indywidualnie, z uwzglednieniem
najwazniejszych funkcji jakie peitnig i szlakébw metabolicznych, w ktorych
uczestnicza.

Materialem biologicznym objetym analiza s3a podstawowe struktury
budulcowe - tkanki. Zwiezta charakterystyka tkanki miesniowej i ttuszczowej jest
trescig trzeciego podrozdziatu w podstawach biologicznych. Zawarty w nim opis
stanowi jedynie zarys charakterystyki tkanek, gdyz tkanki tworzace organizmy sa
niezwykle bogate w wystepujace w nich struktury, grupy sktadnikow
i poszczegdlne elementy. Wystepowanie i iloSciowa zawarto$¢ poszczegdlnych
lipidéw w tkankach jest wynikiem dziatania wielu czynnikéw. Jednym z nich jest
pozywienie dostarczane do organizmu. W kolejnym podrozdziale opisano wptyw
wybranych sktadnikéw paszy zwierzat na sktad lipidowy mies$ni. Opis ten oparty
jest na dostepnych danych literaturowych. Innym, wptywajacym na zawartos$¢
lipidowa czynnikiem jest ekspozycja czasowa badanej tkanki w rdznych
warunkach przechowywania. Opis znaczenia wptywu czasu na zmiane zawartosci
poszczegblnych lipiddw obserwowang w procesie przechowywania miesa,
w warunkach chtodniczych, znajduje sie w kolejnym podrozdziale podstaw
biologicznych. Zbadanie efektéw dziatania wymienionych czynnikow na poziom
okreslonych lipidow w tkankach, daje mozliwo$¢ wykorzystania zdobytej wiedzy
do intencjonalnej regulacji profili lipidowych w strukturach biologicznych.

Dotychczas wykorzystano wiele metod badawczych do obserwacji
wystepujacych zmian na skutek wyzej wymienionych czynnikéw. Opis niektérych
ztych metod przedstawiono w ostatnim podrozdziale czesci biologiczne;j.
Réwnoczes$nie warto zauwazy¢, ze nieustannie sg poszukiwane nowe techniki
pomiarowe, ktore zaaplikowane do badan w dziedzinie biologii mogtyby
odpowiedzie¢ na ciggle stawiane, nowe pytania. Jedng z tych metod jest
spektrometria masowa wtérnych jondw emitowanych z badanych prébek pod
wptywem bombardowania jonowego.

Technika TOF-SIMS (ang. Time Of Flight - Secondary lon Mass Spectrometry)
jest metoda fizyczna oparta na oddziatywaniu czastek natadowanych z faza
skondensowang. Charakterystyka tych oddzialywan oraz ich konsekwencje
stanowia tre$¢ drugiego rozdziatu czeSci teoretycznej pracy. Szczegdtowo
scharakteryzowano aparature stosowang w badaniach SIMS oraz konkretny
spektrometr, dzieki ktéremu uzyskano wyniki umieszczone w pracy. Aplikacja
okreslonej, fizycznej techniki badawczej, do zastosowan biologicznych, kreuje
liczne problemy zwigzane z preparatyka badanych materialéw. Problemy te
i proponowane rozwigzania oraz sposoby analizy danych eksperymentalnych
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przedstawiono w kolejnych dwdch podrozdziatach. Rozdzial zamyka przeglad
literatury posSwieconej dotychczasowym badaniom lipidow w uktadach
biologicznych za pomoca techniki SIMS.

W  drugiej czeSci pracy zamieszczono opis przeprowadzonych
eksperymentow. Najpierw, opisano warunki hodowli zwierzat, preparatyke
probek, parametry przeprowadzonego eksperymentu oraz sposob przygotowania
danych do tzw. analizy poréwnawczej. Uzyskane dane przedstawiono w dwéch
czeSciach. Cze$¢ pierwsza, opisuje badanie wptywu zywienia na profile lipidowe
w mie$niach kurczat broilerow. Cze$¢ druga, dotyczy wpltywu czasu
przechowywania tkanki w warunkach chtodniczych na zmiany profili lipidowych
w badanych tkankach. Ostatnie dwie czeSci pracy, obejmujg jej podsumowanie
oraz wnioski wyptywajace z przeprowadzonych eksperymentow.
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Czesc¢ teoretyczna

1. Podstawy biologiczne

Coraz wiecej doniesien naukowych podkre$la znaczenie lipidow
w prawidlowym funkcjonowaniu uktadéw biologicznych, ich niezbedny udziat
w szlakach metabolicznych, jak rowniez role zwigzkéw lipidowych w powstawaniu
patologii i chordb. Zamieszczony opis lipidéow zawiera podstawowe i konieczne
informacje, uzasadniajgce podjecie badan tej grupy czasteczek biologicznych. Tekst
rozdzialu uswiadamia z jak szerokim spektrum zagadnien i probleméw mozna sie
spotkac przy charakterystyce kazdej kategorii lipidéw z osobna.

1.1. Definicja i klasyfikacja lipidow

Nie istnieje uniwersalna a zarazem precyzyjna definicja obejmujaca
wszystkie zwigzki lipidowe [1]. Ogoélnie, jest to zrdéznicowana grupa naturalnie
wystepujacych  zwigzkow  biologicznych  nierozpuszczalnych w  wodzie,
arozpuszczalnych w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych, tj. chloroform,
weglowodory, alkohole, estry i etery [2-5]. Glownym budulcem lipidow s3a atomy
wegla, wodoru, tlenu, jak réwniez azotu, fosforu i siarki [6]. Przez diugi czas
pracowano nad prawidlowa Kklasyfikacja uwzgledniajaca wszystkie lipidy
wystepujace w naturze. Zwigzki lipidowe mozna pogrupowac¢ w oparciu o kilka
gtownych schematow klasyfikacji. Kryterium klasyfikacji moga by¢ wtasciwosci
fizyczne (podane dla temperatury pokojowej), wtasciwosci uzytkowe dla cztowieka,
polarno$¢ lub struktura tych zwigzkéw. W wielu istniejgcych Zrodtach istnieje
podziat lipidéw na ,proste” i ,ztozone” [7, 8]. Lipidy proste to takie, ktore w wyniku
hydrolizy rozpadaja sie na dwa gtowne produkty. Do tej grupy naleza np.
acyloglicerole zwane potocznie glicerydami. Jezeli w wyniku hydrolizy otrzymuje sie
wiecej niz dwa gtéwne produkty, to lipidy takie naleza do grupy ztoZonych. Jako
przykiad tej grupy mozna podac glicerofosfolipidy.

W wyniku ogromnego rozwoju dziedziny nauki zajmujacej sie badaniem
lipidbw w systemach biologicznych, nastgpita konieczno$¢ stworzenia nowego
systemu klasyfikacji. Z inicjatywy LIPID MAPS oraz Miedzynarodowego Komitetu
Klasyfikacji i Nazewnictwa Lipidéw (ILCNC, ang. International Lipid Classification
and Nomenclature Committee), stworzono osiem kategorii lipidow bazujac na
danych pochodzacych od organizmdéw eukariotycznych i prokariotycznych [9, 10].
Kazda kategoria posiada odrebng hierarchie uporzadkowang w podkategorie
i podgrupy [11, 12]. W ostatnich latach podejmowano wiele préb ujednolicenia
nazw lipidow. W konsekwencji, stworzono nomenklature powszechnie przyjeta
przez komisje nazewnictwa Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
(IUPAC, ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) oraz
Miedzynarodowa Unie Biochemii i Biologii Molekularnej (IUBMB, ang. International
Union of Biochemistry and Molecular Biology). W Tab. 1 przedstawiono schemat
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klasyfikacji lipidow i ich pochodnych. Dla kazdej kategorii lipidow, wedilug
systematyki LIPID MAPS, podano pojedynczy przyktad lipidu wraz z jego nazwa

zwyczajowa (historyczng nazwe lub nomenklature najczesciej

w literaturze), wzorem zwigzku oraz jego struktura.

uzywang

Tab. 1. Klasyfikacja zwigzkéw lipidowych wedtug systematyki LIPID MAPS wraz z przyktadowa
struktura zwiagzku dla kazdej z kategorii

Kategoria Klasy Przykitad
Kwasy ttuszczowe | ¢ Kwasy ttuszczowe i koniugaty Nazwa zwyczajowa:
iich pochodne e Oktadekanoidy Prostaglandyna D, (PGD-)
* Eikozanoidy Wzér sumaryczny:
e Dokozanoidy CooH3,0s
e Alkohole tluszczowe
e Aldehydy ttuszczowe Doktadna masa:
e Estry kwaséw tluszczowych 352,465 g/mol
e Amidy ttuszczowe Struktura zwigzku:
e Nitryle thuszczowe HQ
e Etery ttuszczowe H%; M
e Weglowodory A~ °
e Weglowodory utlenione
o Acylo-glikozydy ttuszczowe
¢ Inne kwasy ttuszczowe 0 o
HO
Glicerolipidy e Monoacyloglicerole Nazwa zwyczajowa:
e Diacyloglicerole (DAG) Triacyloglicerol
o Triacyloglicerole (TAG) Wzér sumaryczny:
e Glikozylomonoglicerole CssHogOe
o (Glikozylodiacyloglicerole Doktadna masa:
e Inne glicerolipidy 855,363 g/mol
Ogélna struktura zwiqzku: .
R
o /KO
PN
R? 5
(0]
Glicerofosfolipidy | ¢ Glicerofosfocholina Nazwa zwyczajowa:
e Glicerofosfoetanoloamina Fosfatydyloinozytol
e (Glicerofosfoseryna Wzér sumaryczny:
e (Glicerolfosfoglicerol C47Hg3013P
e Fosforan glicerofosfoglicerolu Doktadna masa:
e (Glicerofosfoinozytol 886,560 g/mol
e Monofosforan

glicerofosfoinozytolu

Bifosforan glicerofosfoinozytolu
Trifosforan glicerofosfoinozytolu
Glicerofosforany
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Gliceropyrofosforany
Glicerofosfoglycerofosfoglicerol
CDP-glicerole
Glikozyloweglicerofosfolipidy
Glicerofosfoinozytoglikany
Glicerofosfonocholina
Glicerofosfonoetanoloamina
Inne glicerofosfolipidy

Ogdlna struktura zwiqzku:

Sfingolipidy e Zasady sfingoidowe Nazwa zwyczajowa:
e Ceramidy Sfingomielina C12
e Fosfosfingolipidy Wzér sumaryczny:
e Fosfonosfingolipidy C3sH75N206P
o Neutralne glikosfingolipidy Doktadna masa:
o Kwasowe glikosfingolipidy 650,954 g/mol
* Podstawowe glikosfingolipidy Ogélna struktura zwiqzku:
o Amfoteryczne glikosfingolipidy H W \/\/\ /
e Inne sfingolipidy OO /e
Sacharolipidy e Acetylowana glukozamina N.az.wa Zwyczajowa:
o (Glikany acetylowanej Lipid X
glukozaminy Wzdr sumaryczny:
e Acetylowana trehaloza C34HeeNO12P
o (Glikany acetylowanej trehalozy Doktadna masa:
e Pozostate acylowane cukry 711,432 g/mol
* Inne sacharolipidy Struktura zwigzku:
OH
HO! O,
o Q
o\
O0—=x o " 0/ \
OH
HO
HO 10
10
HyC
H;C
Poliketydy e Poliketydy liniowe Nazwa zwyczajowa:
e Acetogeniny chlorowcowane Erytromycyna
e Tetracykliny liniowe Wzér sumaryczny:
e Polieny C37H67NO13
e Antybiotyki polieteroimidowe Doktadna masa:
o Aflatoksyny i substancje 733,461 g/mol

pokrewne

Flawonoidy

Poliketydy aromatyczne
Nie-rybosomalne peptydy
Inne poliketydy
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Struktura zwiqzku:
o

CHj

Steroidy e Sterole Nazwa zwyczajowa:
e Sterydy Cholesterol
o Sekosteroidy Wzér sumaryczny:
e Kwasy Zélciowe i pochodne C27H460
o Koniugaty steroidowe Doktadna masa:
e Inne steroidy 386,355 g/mol
Struktura zwiqzku:
HO
Prenole e Izoprenoidy Nazwa zwyczajowa:
e Chinony i hydrochinony Koenzym Q10
e Polipreny Wzér sumaryczny:
e Hopanoidy Cs9H9004
 Inne prenole Doktadna masa:

862,684 g/mol

Struktura zwiqzku:
o

HsC-0

HaC-O

o

1.2. Podstawowe funkcje lipidow

W sktad kazdej komorki eukariotycznej wchodza tysigce roznych rodzajow
lipidéw [13]. W konsekwencji, ta grupa zwigzkow jest odpowiedzialna za szereg
kluczowych i ré6znorodnych funkcji. Lipidy petnig role magazynu skondensowanej,
komorkowej energii w postaci triacylogliceroli, sa takze prekursorem dla wielu
czasteczek sygnatowych, a same peinig réwniez znaczacg role w komunikacji
miedzykomoérkowej jako pierwsze i wtorne przekazniki sygnatéw [14-17]. Ttuszcze
petnia funkcje izolacyjng i ochronng, zaréwno u roé$lin, jak i u zwierzat [14]. Ptaszcz
lipidowy skory zwierzat tworzy bariere przyczyniajac sie do utrzymania
homeostazy, w tym ochrony przed stanami zapalnymi, jak réwniez uczestniczac
w odpowiedzi immunologicznej [18, 19]. Lipidy sa podstawowym budulcem bton
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biologicznych otaczajacych komorki, a takze znajdujacych sie wewnatrz nich. To
dzieki tej grupie zwigzkoéw btona zyskuje swoje podstawowe wtasciwosci fizyczne
i chemiczne [20]. Wystepowanie prawidtowych proporcji ttuszczy w strukturze bton
plazmatycznych, uwaza sie za istotny parametr w fizjologicznym metabolizmie
uktadow biologicznych. Patologiczny skiad lipidowy membran implikuje wiele
choréb zwigzanych z zespotami metabolicznymi oraz chorobami o podiozu
neurologicznym. Dwuwarstwa lipidowa stanowi istote struktury btony komérkowej,
a wchodzace w jej sktad lipidy maja charakter amfipatyczny [21]. Czynnik
strukturalny dzieli lipidy wchodzace w skiad btony lipidowej na trzy gtéwne grupy:
glicerolipidy, sfingolipidy i sterole [22].

Potwierdzeniem duzego znaczenia lipidow w naukach biologicznych jest
utworzenie nowej galezi nauki, zwanej lipidomiki. Obejmuje ona wszelkie
zagadnienia dotyczace lipidow [1, 23]. Lipidomika obejmuje badanie pozioméw
lipidowych w systemach biologicznych, w tym peinej charakterystyki lipidowych
sktadnikéw molekularnych, okreslenia ich biologicznych funkcji wraz z genami
i biatkami zaangazowanymi w metabolizm lipidow [24-26]. Ten stosunkowo nowy
obszar badan jest wzbogacany o informacje otrzymywane z nowoczesnych technik
badawczych, wywodzacych sie z fizyki eksperymentalnej, takich jak spektrometria
masowa, spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang. Nuclear
Magnetic Resonance), czy tez spektroskopia fluorescencyjna [26-29]. Coraz wieksza
uwage skupia sie na zagadnieniu wplywu poziomu poszczegolnych lipidow jako
czynnika implikujacego i regulujacego rozwdj wielu chorob, takich jak otytosc,
choroby ukiadu krazenia oraz niektére postaci nowotworow [30, 31].
Z przedstawionych powyzej powodow, lipidy stanowig niezwykle istotny sktadnik
diety, majacy duzy wptyw na stan zdrowia organizméw zywych. Co wiecej, wiele
znich jest koniecznych do prawidlowego funkcjonowania organizmu ludzkiego.
Przyktadem moga by¢ niektére kwasy ttuszczowe (np. kwas linolowy w-6 i kwas
a-linolenowy w-3), ktore nie s3 syntetyzowane w organizmie ludzkim.
Réwnoczes$nie, stan podwyzszonego poziomu niektorych lipidow we krwi (m.in.
cholesterolu oraz niektérych nasyconych kwaséw ttuszczowych) jest przyczyna
rozwoju wielu chorob uktadu krwiono$nego. Warto bardziej szczegétowo przyjrzec
sie kazdej kategorii lipidowej z osobna, jak zaprezentowano w tek$cie ponizej.
W opisie pominieto dwie kategorie lipidow, sacharolipidy oraz poliketydy. Te dwie
kategorie nie analizowano w prezentowanej pracy.

1.2.1. Kwasy tluszczowe i ich pochodne

W sktad kwasow tluszczowych wchodza zwigzki alifatyczne zawierajace
grupy karboksylowe i fancuchy weglowodorowe o réznych dtugosciach i réznym
stopniu nasycenia. Do tej grupy naleza zwiazki o najbardziej zredukowanej formie
energii chemicznej, rownocze$nie sg one podstawowym budulcem bardziej
ztozonych lipidow. Moga tworzy¢ estry z glicerolem jako monoacyloglicerole,
diacyloglicerole, triacyloglicerole, fosfolipidy i inne. Wystepujac w surowicy krwi,
transportowane sg w formie niezestryfikowanej, jako wolne kwasy ttuszczowe [32].
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Naturalne kwasy tluszczowe majg prostoliniowe tancuchy, zazwyczaj o parzyste;j
liczbie atomow wegla (od 4 do 22 atomdw). Przyczyna, dla ktorej wystepuje zawsze
parzysta liczba atomow wegla jest substrat uzywany do ich syntezy. Substratem
tym, jest dwuweglowy prekursor acetylo-CoA. W naturalnych produktach
pochodzenia roslinnego i zwierzecego, a takze uzyskiwanych z grzybow i bakterii,
zidentyfikowano ponad 1000 kwasow ttuszczowych. Jedynie okoto 50 z nich jest
powszechnie badanych i analizowanych, gdyz ta niewielka cze$¢ wystepuje
najczesciej wsrdd organizmow zywych.

Zwiazki z tej grupy moga wystepowa¢ w formie nasyconej (SAFA, ang.
Saturated Fatty Acids), zawierajacej jedynie wigzania pojedyncze w tancuchu
acylowym oraz w formie nienasyconej (PUFA, ang. Polyunsaturated Fatty Acids).
Kwasy tluszczowe jednonienasycone, czyli monoenowe (MUFA, ang.
Monounsaturated Fatty Acids), zawieraja w swej strukturze jedno wigzanie
podwoijne, najczesciej w konfiguracji Z (cis), natomiast wielonienasycone, polienowe
PUFA posiadaja dwa lub wiecej wigzan podwojnych, przewaznie o konfiguracji
Z oddzielonych grupa metylowa [33]. Podwdjne wigzanie w nienasyconych kwasach
ttuszczowych usztywnia ich konformacje, a w przypadku izomeru cis, powoduje
wygiecie tancucha, tym samym ogranicza swobode konformacyjng kwasu
ttuszczowego [34]. Roznorodno$¢ molekularna tej grupy wynika z dtugosci
tancucha, z potozenia wigzania podwojnego w tancuchu alifatycznym, z konformacji
izomeru cis-trans oraz z obecnosci grup funkcyjnych [34].

Systematyczne nazwy kwasow ttuszczowych przewaznie sg zbyt ucigzliwe
dla powszechnego uzytku. Stosowane s alternatywne, krotsze nazwy zwyczajowe.
W powszechnym uzyciu, kwasy ttuszczowe nazywane sg od nazw weglowodoréw
otej samej liczbie atomow wegla w czasteczce przy réwnoczesnej zamianie
koncowki z —-an na -owy. Dla przyktadu, od weglowodoru n-heksadekanu stosowana
jest nazwa kwasu n-heksadekanowego, ktérego wzdér sumaryczny wyglada
nastepujaco CH3(CH2)14COOH. Mozna, przy podawaniu nazwy kwasu, w skrdcie
zapisa¢ np. 16:0, gdzie dwie liczby oddzielone dwukropkiem, oznaczaja
odpowiednio ilos¢ atoméw wegla w tancuchu weglowym oraz liczbe wigzan
podwojnych. W przypadku nienasyconych kwasow ttuszczowych stosuje sie
rowniez opis potozenia wigzania podwojnego w tancuchu, ktéry liczy sie od konca
metylowego czasteczki kwasu ttuszczowego. Dla przyktadu mozna podaé¢ kwas
oleinowy, ktérego wzoOr pét-sumaryczny wyglada nastepujaco CHsz-(CHz2)7-
CH=CH-(CH2)7-COOH, jego skrotowa nazwe zwyczajowa mozna zapisa¢ na kilka
sposobéw: 18:1(w-9), 18:1(n9), 18:1(n-9). Niektoére z kwasoéw tluszczowych
dominuja w organizmach zwierzecych, w szczego6lnosci kwas palmitynowy C16:0,
kwas stearynowy C18:0, kwas oleinowy C18:1, linolowy C18:2, arachidonowy C20:4
oraz dokozaheksaenowy C22:6 [35]. Nazwy typowych kwaséw tluszczowych
najczesciej wystepujacych w naturze zostaly wymienione w Tab. 2 [34].
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Tab. 2. Kwasy tluszczowe najczesciej wystepujace w naturze

Nazwa systematyczna | Nazwa zwyczajowa | Skrot
Kwasy nasycone:
n-dodekanowy laurynowy 12:0
n-tetradekanowy mirystynowy 14:0
n-heksadekanowy palmitynowy 16:0
n-oktadekanowy stearynowy 18:0
n-eikozanowy arachidowy 20:0
n-dokozanowy behenowy 22:0
Kwasy jednonienasycone:
cis-9-heksadecenowy palmitoleinowy 16:1(n-7)
cis-6-oktadecenowy petroselinowy 18:1(n-12)
cis-9-oktadecenowy oleinowy 18:1(n-9)
cis-11-oktadecenowy wakcenowy 18:1(n-7)
Kwasy wielonienasycone:
9,12-oktadekadienowy linolowy 18:2(n-6)
9,12,15-oktadekatrienowy a-linolenowy 18:3(n-3)
6,9,12-oktadekatreinowy y-linolenowy 18:3(n-6)
5,8,11,14-ejkozatetraenowy arachidonowy 20:4(n-6)

Kwasy ttuszczowe PUFA bedace dtugotancuchowymi, wielonienasyconymi
kwasami tluszczowymi, a okreslane jako niezbedne nienasycone kwasy ttuszczowe
(NNKT) dziela sie na dwie istotne biologicznie rodziny, w-6 oraz w-3.
Macierzystymi kwasami ttuszczowymi, dla tych dwéch grup, sa odpowiednio kwas
linolowy (LA, ang. Linoleic Acid) oraz kwas a-linolenowy (ALA, ang. Alpha Lipoic
Acid). Oba macierzyste kwasy tluszczowe dla rodzin w-6 oraz w-3, maja
analogiczne Sciezki reakcyjne katalizowane przez te same enzymy, desaturazy (A6,
A5 i A4) oraz elongazy [36]. Z substratéw w postaci macierzystych kwaséw, na
skutek stopniowej elongacji oraz desaturacji, powstajg nowe kwasy ttuszczowe
[34]. Sciezki biosyntez dla obu omawianych rodzin kwaséw thuszczowych zostaty
przedstawione na Rys. 1. Wspomniane kwasy s3 niezwykle istotne z punktu
widzenia stosowanej diety, gdyz organizm cztowieka i wiekszosci zwierzat nie ma
zdolnos$ci do syntezy wymienionych kwaséw z powodu braku wyspecjalizowanych
desaturaz [37]. Organizmy te majg jedynie zdolno$¢ do ich przebudowy, elongacji
tancucha weglowego i wprowadzania do niego kolejnych wigzan podwoéjnych [38].
Wspomniane desaturazy wprowadzajga wigzanie podwoOjne w pewnych
okreslonych potozeniach fanncucha weglowego, tj. przy weglu 3.1 6. liczac od grupy
metylowej (w-6, w-3). Kwasy majace taka konformacje s3a syntetyzowane
wytacznie przez rosliny [39].
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(DHA)

Rys. 1. Schemat ilustrujacy S$ciezki biosyntez polienowych
kwasoéw ttuszczowych z rodziny w-6 oraz w-3. Opracowano na
podstawie [34].

Szlak metaboliczny NNKT ma miejsce w komérkowym retikulum
endoplazmatycznym [40]. Jak wynika z Rys. 1 kwasy LA i ALA przeksztalcajg sie
poprzez desaturacje, enzymem A6-desaturaza, odpowiednio do kwasu
y-linolenowego (GLA, 18:3) i kwasu oktadekatrienowego (SA, 18:4). Nastepnie ma
miejsce wydluzenie GLA do kwasu dihomo-y-linonolenowego (DGLA, 20:3),
natomiast kwasu SA do kwasu eikozatetraenowego (ETA, 20:4) [41]. Jednym
z wazniejszych kwaséw z rodziny PUFA jest kwas dokozaheksaenowy (DHA,
C22:6). Jest to produkt koncowy tancucha reakcji kwaséow z rodziny w-3.
Konwersja ALA do DHA wymaga wydtuzenia i desaturacji tancucha weglowego.
Jedynie ostatni krok wymienionych reakcji wymaga translokacji z retikulum
endoplazmatycznego do innego kompartmentu komdrkowego, peroksysomu [42].
Bardzo waznymi produktami przemian enzymatycznych z  kwasow
dwudziestoweglowych sa eikozanoidy, substancje hormonopodobne o szerokim
spektrum dziatania. Udowodniono ich aktywno$¢ w reakcjach przeciwzapalnych,
np. w przypadku raka watroby, jelita grubego, tkanki nerwowej oraz wczesnych
procesach kariogenezy [43-47]. Do tej grupy zwiazkéw naleza, fizjologicznie
i farmakologicznie  czynne prostaglandyny, prostacykliny, tromboksany,
leukotrieny i lipoksyny [36].

Spozycie i proporcje wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych maja
bardzo duzy wptyw na zdrowie ludzkie. W wielu pracach wykazano zwigzek
pomiedzy poziomami poszczegdlnych kwaséw z rodziny PUFA a rozwojem
poznawczym i motorycznym w pierwszych latach zycia cztowieka. Co wiecej, ich
zaburzona gospodarka odgrywa istotng role w powstawaniu choréb psychicznych,
przyczynia sie do Smiertelnosci w wyniku choréb uktadu sercowo-naczyniowego,
alergii, immunologicznymi i zapalnymi reakcjami organizmu oraz wptywa na
poziomy triacylogliceroli [48-53]. Wymienione procesy chorobowe s3

20



bezposrednio powigzane z dlugotancuchowymi PUFA z rodziny w-6, a wiec miedzy
innymi z kwasem AA oraz z kwasami z rodziny w-3, miedzy innymi kwasem
eikozapentaenowym oraz kwasem dekozaheksaenowym.

1.2.2. Glicerolipidy

Glicerolipidy, zwane réwniez glikolipidami, s sktadnikami bton
biologicznych i wystepuja w wiekszosci organizmoéw, w bakteriach, roslinach
i zwierzetach. Zwigzki chemiczne nalezace do tej grupy skladaja sie z czeSci
lipidowej, ktora tworza gtownie kwasy ttuszczowe, z przytaczona do niej czescia
cukrowa bedaca przewaznie glicerolem [34, 54]. Poza ta grupa celowo
wyodrebniono glicerofosfolipidy, jako odrebna kategorie, ze wzgledu na jej
powszechne wystepowanie w wielu strukturach oraz istotne znaczenie w sktadzie
btony komoérkowej. [11]. Ogélnie mowiac, glikolipidy, sa to czasteczki amfifilowe,
w ktorych skiad wchodzi hydrofilowa grupa gtéwna i niepolarny, hydrofobowy
tancuch weglowy. Ze wzgledu na swa budowe glikolipidy maja tendencje do
aglomeracji klastrowej w $rodowisku wodnym w struktury dwuwarstw
lipidowych [55]. Grupa glikolipidéw jest w gtéwnej mierze zdominowana przez
mono-, di- i tri- acyloglicerole, a wiec glicerole zestryfikowane przez jeden, dwa lub
trzy kwasy tluszczowe [56, 57]. Wyszczegdlnione podklasy tej kategorii s3
reprezentowane przez gliceroglikany, zawierajace jedna lub wiecej reszt
cukrowych przytaczonych do glicerolu poprzez wigzanie glikozydowe [58].
Glikolipidy najczesciej funkcjonuja w blonach biologicznych jako stabilizatory
usztywniajace powierzchnie btony komdrkowej [59]. Ponadto, pelniag wazna role
wwielu réznych procesach biologicznych. Na przykitad, uczestnicza
w fotosyntetycznym transporcie elektronéw w ros$linach oraz w komunikacji
miedzykomoérkowej, modulacji receptoréw oraz transdukcji  sygnatu
w organizmach zwierzecych [60].

Acyloglicerole sa gtownymi sktadnikami tluszczéow zapasowych [6].
Triacyloglicerole (TAG), nazywane rowniez tréjglicerydami, znacznie przewazaja
iloSciowo nad diacyloglicerolami (DAG) i monoacyloglicerolami [61]. Moga one
wystepowaé w formie prostej, zawierajac jeden rodzaj kwasu ttuszczowego we
wszystkich trzech pozycjach glicerolu, lub w postaci mieszanej, w ktorej posiadaja
dwa lub trzy rézne kwasy tluszczowe. Ich biosynteza pokrywa sie czeSciowo
z synteza glicerofosfolipidéw (patrz: nastepny podrozdziat) [14]. W przypadku
naturalnych tluszczy TAG tworza zlozone mieszaniny triacylogliceroli prostych
i mieszanych [6].

1.2.3. Glicerofosfolipidy

Glicerofosfolipidy, okreslane takze jako fosfolipidy, stanowig liczng grupe
polarnych zwigzkéw chemicznych wszechobecnych w przyrodzie, wystepujacych
we wszystkich organizmach zywych, zwierzecych i roslinnych. Kazdy fosfolipid
ztozony jest z czterech jednostek. Jest on pochodng kwasu fosfatydylowego,
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ktérego rdzeniem jest czasteczka glicerolu zestryfikowana dwoma
dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi i kwasem fosforowym [6]. Tak samo
jak glikolipidy, glicerofosfolipidy sa czasteczkami amfifilowymi. Ich reszty
kwasowe majg charakter hydrofobowy, a grupa fosforanowa jest polarna.
Wiasciwosci tej grupy lipidowej sg konsekwencja cech reszt kwasow tluszczowych
o dtugich tancuchach, a ich polarnos¢ zwigzana jest z obecnoscia zjonizowanego
fosforanu i grupy bazowej [8]. Ze wzgledu na witasciwosci fizyczne,
glicerofosfolipidy plasuja sie pomiedzy catkowicie nierozpuszczalnymi w wodzie
neutralnymi lipidami, a zwigzkami chemicznymi tworzacymi rzeczywiste
roztwory. Glicerofosfolipidy moga by¢ syntetyzowane wedtug réznych procedur.
Jednym ze sposobow jest synteza de novo z kwasu fosfatydowego
i cytydynotrifosforanu (CTP) [14].

Fosfolipidy wystepuja we wszystkich komoérkowych strukturach btonowych
zapewniajac ich integralno$¢ i funkcjonalnos$¢ [34, 62]. Blony plazmatyczne
zbudowane s3 z podwdjnej warstwy fosfolipidowej, gdzie hydrofobowe ogonki
skierowane sg do wnetrza, natomiast hydrofilowe glowy wystaja na zewnatrz
btony [8]. Do przykltadowych glicerofosfolipidow obecnych w btonach
komorkowych nalezg miedzy innymi fosfatydylocholina (PC), znana rowniez pod
nazwg lecytyny, fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydyloinozytol (PI) oraz
fosfatydyloseryna (PS) [22]. Btony charakteryzuja sie asymetrycznoscia pod
wzgledem rozmieszczenia réznych typow fosfolipidéw. Przyktadowo, PC znajduje
sie gtobwnie w zewnetrznej warstwie btony, natomiast warstwa skierowana do
cytozolu w swoim sktadzie zawiera gtéwnie PS i PE. Coraz wiecej badan wykazuje,
ze wilasnie asymetria w rozmieszczeniu poszczeg6lnych fosfolipidow w btonie
moze odgrywac¢ kluczowa role w wielu waznych procesach biologicznych
i komoérkowych, tj. fuzja komorek, aktywacja kaskady krzepniecia krwi, czy tez
usuwanie apoptycznych komorek przez makrofagi [63]. Glicerofosfolipidy sa
kluczowymi zwigzkami biorgcymi udziat w regulacji podstawowych proceséw
biologicznych jako czasteczki sygnalizacyjne [20]. Ponadto, fosfolipidy wchodza
w sktad lipoprotein, komplekséw zdiciowych oraz surfaktantéw ptucnych [64-66].

1.2.4. Sfingolipidy

Sfingolipidy tworza liczng grupe zwiazkdéw majacych wspdlng ceche
strukturalng jaka jest wieloweglowodorowy szkielet bedacy nienasyconym
aminoalkoholem, sfingozyna [67]. Jedng z drog biosyntezy lipidéw nalezacych do
tej grupy jest biosynteza de novo z seryny i z dtugotancuchowych kwasow
acylo-CoA. Powstate w wyniku biosyntezy lipidy s3 nastepnie przeksztatcane
poprzez przylaczenie réznego typu zwigzkow w ceramidy, fosfosfingolipidy lub
glikosfingolipidy [68]. Na przykiad, ceramidy, bioaktywne zwigzki o duzym
znaczeniu w procesach fizjologicznych i biologicznych, powstaja po przytaczeniu
kwaséw ttuszczowych do sfingozynowego szkieletu. Stajg sie w ten sposob
prekursorami bardziej ztoZzonych sfingolipidow [69]. Analogicznie do glikolipidow
i fosfolipidow, czasteczki sfingolipidow maja charakter amfipatyczny, a ich
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cylindryczny ksztatt generuje formowanie dwuwarstwy lipidowej w Srodowisku
wodnym. Wystepuje kilka klas sfingolipidow: wymieniona wcze$niej klasa
ceramidéw, zasady sfingoidowe, sfingomieliny powstajace przez estryfikacje grupy
hydroksylowej ceramidu fosforanem choliny lub fosforanem etanoloaminy, czy tez
bardziej ztozone glikosfingolipidy lub gangliozydy [6].

Sfingolipidy pelnig kilka kluczowych funkcji w uktadach biologicznych.
Przede wszystkim, s3 elementami sktadowymi bton biologicznych obok
fosfolipidow, glikolipidéow i steroidéw. Ich zawarto$¢ w btonach miesci sie
w zakresie od 2% do 15% w zaleznoS$ci od badanej tkanki [70, 71]. ObecnoS¢ tej
grupy lipidowej jest rejestrowana gléwnie na zewnetrznej stronie bton
plazmatycznych komorki, gdzie moga inicjowac liczne procesy i wywiera¢ wptyw
na proliferacje, r6znicowanie oraz programowang $mier¢ komoérek. Jako czasteczki
biologiczne maja zdolno$¢ aktywowania okre$lonych biatek enzymatycznych, np.
swoistg btonowa kinaze biatkowa (CAPK, ang. Protein Kinase C) [72]. Tworza takze
mieline, a wiec wyspecjalizowana otoczke aksonow komorek nerwowych, ktora
przyspiesza przekaz impulsu nerwowego [68, 73].

1.2.5. Steroidy

Steroidy, ktorych przyktadem jest cholesterol i jego pochodne, s3 istotnymi
sktadnikami lipidow btonowych. Lipidy te, powszechnie zwane réwniez sterolami,
posiadaja wspolny wielopiersScieniowy element strukturalny zwany steranem,
ktéry poprzez swojg budowe determinuje sztywnos$¢ molekuty. Steran zbudowany
jest z czterech polaczonych ze soba pierScieni weglowych, tworzac rdzen
czasteczki, do ktérego z jednej strony przytaczona jest np. grupa hydroksylowa
o charakterze hydrofilowym, a z drugiej strony dtugotancuchowy kwas ttuszczowy
[14, 32]. Réznice strukturalne miedzy steroidami dotycza zazwyczaj zmian w iloSci
irodzaju podstawnikéw oraz potozenia wigzan podwdjnych. Z biologicznego
punktu widzenia, waznymi steroidami sg sterole, kwasy zotciowe i hormony
steroidowe.

Cholesterol jest jednym z najwazniejszych steroli zwierzecych.
W organizmie zwierzecym cholesterol moze by¢ syntetyzowany de novo, gtéwnie
w watrobie lub mie¢ pochodzenie egzogenne, z pokarmu [74]. Produkowany jest
w organizmie z acetylo-CoA poprzez wiele etapow biochemicznych proceséow
zachodzacych w retikulum endoplazmatycznym, a jego produkcja jest
kontrolowana przez regulacje reduktazy HMG-CoA. Z kolei, aktywno$¢ tej ostatniej
jest regulowana poziomem cholesterolu egzogennego [32, 75]. Duze znaczenie
cholesterolu wynika z wielu czynnikéw. Po pierwsze, jest to sktadnik
zewnetrznych bton plazmatycznych oraz blon organelli komérkowych, ktéry
ogranicza ruchy boczne i moduluje dyfuzje boczna lipidow [76-78]. W cytoplazmie
komorek jest obecny w formie zestryfikowanej z kwasami tluszczowymi. Jest
prekursorem dla wielu czasteczek sygnatowych i bierze czynny udziat w szlakach
transdukcji sygnatu [79-81]. Cholesterol towarzyszy w procesach regulujacych
tworzenie synaps [82, 83], jest rowniez substratem dla wielu hormondéw
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steroidowych, tj. progesteron, testosteron, kortyzol, witaminy D i soli Zétciowych
[14, 74]. Srednie wartosci cholesterolu pochodzenia egzogennego, dla cztowieka,
to 0,5-1 g/dzien, za$ endogennego 2-2,5 g/dzien (np. z6i¢ wydzielana przez
watrobe) [83]. Nadmierna obecno$¢ cholesterolu w ludzkiej surowicy krwi
zwieksza ryzyko zawatu serca na skutek odktadania sie tego ttuszczu w $Scianach
naczyn krwiono$nych (zmiany miazdzycowe). Jest to efekt nieprawidlowego
funkcjonowania mechanizmu wychwytu cholesterolu przez jego gtowny
no$nik - lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL, ang. Low Density Lipoprotein), ktére
sa potocznie okre$lane jako zty cholesterol. Wyro6znia sie takze lipoproteiny
o wysokiej gestosci (HDL, ang. High Density Lipoprotein), tzw. dobry cholesterol,
ktére zapobiegajg odktadaniu sie cholesterolu w naczyniach tetniczych [8, 84].
Cholesterol jest powszechnie wystepujacym ttuszczem w produktach zwierzecych,
w tym przede wszystkim w miesie.

1.2.6. Prenole

Zwiazki nalezace do grupy prenoli sa syntetyzowane z piecioweglowych
prekursorow, takich jak difosforan izopentenylu i difosforan dimetyloallilu,
gtownie poprzez reakcje kwasu mewalonowego (MVA) [85]. W reakcji dotaczania
do substratu kolejnych grup piecioweglowych, a wiec jednostek izoprenowych,
powstaja proste izoprenoidy. Do grupy izoprenoidow zalicza sie terpenoidy,
karotenoidy oraz kauczuk. Ich klasyfikacja opiera sie na iloSci jednostek
izoprenowych wchodzacych w sktad zwigzku. Zwigzki zawierajgce powyzej 40
atoméw wegla nosza nazwe politerpeny. Wazng grupa izoprenoidéw,
wystepujacych w duzej mierze w ro$linach, sa karaotenoidy. Charakteryzuja sie
one silng absorpcja Swiatta, odznaczaja sie specyficzng barwa (z6éltg,
pomaranczowa lub czerwong), wykazujg wtasciwosci przeciwutleniajgce oraz
petnia role prekursorow witaminy A. Kolejng biologicznie wazng klasg molekut,
nalezaca do grupy prenoli sg chinony i hydrochinony, do ktérych naleza witaminy
EiK, jak rowniez ubichinon.

Nazwa witamina E, okreSla cala rodzine organicznych zwigzkow
chemicznych, w ktérej sktad wchodza rozpuszczalne w ttuszczach tokoferole
i tokotrienole. W organizmie ludzkim najcze$ciej wystepujacy i najistotniejszy jest
a-tokoferol [8]. Peini funkcje witaminy, ktéra jest gtownym antyoksydantem
wystepujacym w komorkach, cho¢ najnowsze badania wskazujg na istnienie
rowniez innych, utleniajgcych wtasciwosci tego zwiazku [86].

Zadaniem witaminy E jest miedzy innymi hamowanie utleniania
nienasyconych kwaséw tluszczowych i witaminy A, dostarczanie skiladnikéw
odzywczych do komorek, wzmacnianie $cian naczyn krwiono$nych, czy tez
ochrona erytrocytéw przed przedwczesnym rozpadem [8]. Miedzy innymi
udowodniono, ze wzbogacenie diety w witamine E spowalnia chorobe Alzhaimera
[87]. Natomiast skutkiem jej niedoboru moze by¢ wzrost katabolizmu
nienasyconych kwasow ttuszczowych, co w konsekwencji powoduje zaburzenie
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prawidtowego funkcjonowania bton komoérkowych prowadzac do spowolnienia
transportu aksonalnego, dystrofii i pecznienia aksonow [8, 88].

1.2.7. Tkanka mies$niowa i ttuszczowa

Uktadami biologicznymi, badanymi w prezentowanej pracy i zawierajacymi
zwigzki lipidowe omdwione w poprzednim rozdziale, sg tkanka mieSniowa
poprzecznie prazkowana szkieletowa oraz tkanka ttuszczowa. Tkanki te, pochodza
z mie$ni piersiowych powierzchniowych (m. pectoralis superficialis) kurczat
brojlerow Ross 308. Schemat budowy mie$nia poprzecznie prazkowanego
szkieletowego przedstawiono na Rys. 2.

Mies$nie szkieletowe s3 wysoce zorganizowang struktura wykazujaca
mozliwo$¢ wykonywania skurczu oraz generowania sity mieSniowej [89]. Ten
rodzaj mies$ni jest gtdbwnym elementem lokomocyjnym, a takze podporowym
organizmu. Mie$nie stanowig centra zasadniczych przemian metabolicznych,
w wyniku ktérych powstajq liczne zwigzki chemiczne oraz energia uwalniana
w postaci ciepta [90]. Czynno$¢ skurczowa mieSni wyzwalana jest impulsem
nerwowym. Cechg charakteryzujagca i wyrozniajaca mieSnie szkieletowe
poprzecznie prazkowane jest regularne utozenie wtékien miesniowych oraz biatek
kurczliwych. W konsekwencji, widoczne jest wyraZne prazkowanie wiokien. Ruchy
tego typu mie$ni majg charakter warunkowy, co oznacza, iz wystepuja dopiero po
analizie danego bodZca przez oSrodek kojarzenia w moézgowiu, gtownie w pniu
mozgu. Wynika to rowniez z faktu, iz unerwione sg one przez neurony nalezgce do
osrodkowego uktadu nerwowego, zwanymi motoneuronami « [90]. Wt6kna mie$ni
szkieletowych uporzadkowane sg w peczki. W kazdej wigzce znajduje sie od kilku
do nawet kilkuset wildékien scalanych sg ze soba poprzez obecng w mie$niach
tkanke 1aczna tworzaca zrab tgcznotkankowy mies$ni (IMCT, ang. Intramuscular
Connective Tissue). IMCT peti wiele funkcji w strukturze miesSnia m in. tgczy
i zespala poszczegdlne widkna mieSniowe w jednolita catos¢. Chroni pracujacy
miesien przed odksztatceniem witokien mieSniowych w czasie skurczu, utatwiajac
tym samym ich prace, a takze stanowi rusztowanie dla przebiegajacych w nim
naczyn krwionos$nych i limfatycznych oraz nerwoéw. Jest roéwniez miejscem
odktadania sie tkanki ttuszczowej. Zragb iacznotkankowy mie$ni utworzony jest
z widkien kolagenowych, widkien elastycznych, proteoglikanéw i glikoprotein
[91]. W mie$niach szkieletowych tkanka tgczna ma budowe hierarchiczng. Jak
pokazano na Rys. 2 tworzg jg trzy struktury, tzw. domeny:

Endomysium - Srodmiesna, tworzy warstwe otaczajaca pojedyncze witdokno
miesSniowe, zbudowana jest z cienkich wtdkien kolagenowych.

Perimysium - omiesna, stanowi ostone zbudowang z tkanki tgcznej, ktéra
otacza peczki wtokien mieSniowych. Utworzona jest ona z wtdkien sprezystych
oraz kolagenowych.

Epimysium - namiesna, zbudowana z tkanki tgcznej utworzonej gtdwnie
z widékien kolagenowych zanurzonych w macierzy podstawowej, ktorej gtownym
sktadnikiem s3 proteoglikany. Stanowi ona zewnetrzng ostone mie$ni [92].
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Rys. 2. Schemat budowy mie$nia poprzecznie pragzkowanego szkieletowego
(wg. web-books - eLibrary — Medicine, zmienione).

Struktura, skiad i ilo$¢ tkanki tacznej w miesniu szkieletowym uzaleznione
s3 od rodzaju mieSnia, gatunku, rasy, pici, a takze wieku badanego zwierzecia.
W kazdym przypadku struktura ta ma znaczacy wptyw na efekt koncowy jakim
jest produkt kupowany przez konsumenta. Nawet niewielkiej zmianie morfologii
lub sktadu IMCT towarzyszy nieproporcjonalnie duza zmiana w parametrach
okreslajacych teksture badanego miesa.

Pojedyncze wtékno miesniowe poprzecznie pragzkowane (miocyt) stanowi
tzw. syncytium powstale na skutek zespolenia mioblastow (komorek
macierzystych) o cylindrycznym, wydtuzonym ksztatcie. W sktad pojedynczego
wtokna miesniowego wchodza: sarkolemma - cienka blona plazmatyczna
otaczajgca wiokno od zewnatrz, liczne, owalne jadra utozone na obwodzie wtékna
pod skarkolemma, sarkoplazma, w ktorej znajduja sie organelle komérkowe takie
jak aparat Golgiego, mitochondria, sarkosomy, kropelki tluszczu, ziarenka
glikogenu, siateczka sarkoplazmatyczna oraz widkienka miesniowe zwane
miofibrylami [93]. W obrazach z mikroskopu elektronowego miofibryle wykazuja
poprzeczne prazkowanie wynikajgce z naprzemiennego wystepowania prazkow
ciemnych (prazkéow A-anizotropowych, dwutomnych w $wietle spolaryzowanym)
oraz jasnych (prazkow I-izotropowych, niezatamujacych Swiatta
spolaryzowanego). Taki uktad odpowiada utozeniu miozynowych i aktynowych
filamentéw witdkienek kurczliwych (miofilamentéw), ktére na poziomie
ultrastrukturalnym utrzymywane sg w swoim potozeniu przez ptytki zbudowane
z dodatkowych biatek. Uwidacznia sie to w postaci tzw. linii Z na obrazach
mikroskopowych, dzielacych miofibryle na jednostki czynno$ciowe nazwane
sarkomerami lub miomami.

Wazna role w ksztattowaniu parametrow jakoSciowych miesa odgrywa
ttuszcz Srédmiesniowy. Ilo$¢ i rozmieszczenie powstalej tkanki tluszczowej
implikuje przydatno$¢ technologiczng i kulinarng miesa. Badania wykazaty
pozytywny wptyw ttuszczu Srodmiesniowego na takie cechy miesa gotowanego
jak: kruchos$¢, soczystos¢, smak oraz jako$¢ ogdélng miesa. W obrebie miesni,

26



ttuszcz SrodmieSniowy zmagazynowany jest w postaci adipocytéw wystepujacych
pomiedzy peczkami wtokien mieSniowych, pomiedzy wt6knami mie§niowymi oraz
w postaci drobnych kropli tluszczowych rozproszonych w miofibrylarnej
cytoplazmie [94, 95]. Zapasy tluszczu SrodmieSniowego stuza jako gltowny
rezerwuar energii dla mie$ni szkieletowych [96]. Zawartos¢ ttuszczu
Srodmiesniowego stanowi czesto odrebny w stosunku do pozostatych parametréw
wyznaczajacych jako$¢ miesa, cel hodowlany. Fakt ten, znajduje swoje
odzwierciedlenie w wielu nowoczesnych programach hodowlanych, ktére obok
dazenia do poprawy miesnosci tusz, coraz wieksza uwage skupiajg na zapewnieniu
odpowiedniego poziomu tluszczu sSrédmiesniowego.

Lipidy, w organizmie brojleréw, s3 przede wszystkim Zrédtem ttuszczu
zapasowego oraz gtéwnym sktadnikiem bton komorkowych. Istnieje kilka
podstawowych czynnikéw indukujacych ottuszczenie drobiu, sg nimi: wiek, pte¢,
genotyp, warunki srodowiskowe odchowu oraz zywienie [97]. Kurczeta brojlery
zawierajg od 2% do 5% ttuszczu wewnetrznego w stosunku do masy ciata ptakow
przed ubojem. Lipidy miesa drobiu to w wiekszosSci mieszanina triacylogliceroli,
fosfolipidow i cholesterolu [98].

1.2.8. Wplyw zywienia zwierzat na profile lipidowe

Odpowiednia i zbilansowana dieta cztowieka oznacza catkowite pokrycie
zapotrzebowania energetycznego organizmu oraz dostarczenie wszystkich
sktadnikéw pokarmowych niezbednych do rozwoju i zachowania zdrowia.
Dotychczasowe wyniki badan wykazujg Scista zalezno$¢ miedzy sktadnikami
odzywczymi zawartymi w spozywanych produktach, a stanem zdrowia organizmu.
Jest to, miedzy innymi powod, dla ktérego na przestrzeni ostatnich lat wzrosto
zainteresowanie konsumentéw pozywieniem o matej zawartosci cholesterolu
irownocze$nie jak najwiekszej ilosci niezbednych nienasyconych kwaséw
ttuszczowych (NNKT). Fakt ten, stanowi rownocze$nie motywacje do badan nad
intencjonalng modyfikacja pozioméw np. kwaséw ttuszczowych w dostarczanym
pozywieniu, a wiec nad poszukiwaniem tzw. ZywnoSci funkcjonalnej. Dotyczy to
szczegblnie odpowiedniego doboru stosunku kwaséow w-6/w-3. Mozliwym
sposobem regulacji tego doboru jest podawanie olejow roslinnych, zawierajacych
kwasy linolenowy i linolowy.

Mieso w diecie cztowieka jest Zrodtem cennego sktadu aminokwasowego,
awiec cennego biatka, dobrze przyswajalnego zelaza niezbednego w syntezie
hemoglobiny, jak rowniez cynku, selenu i miedzi. Dostarcza ono réwniez witaminy
z grupy B (Bs, Be oraz Biz), zwigzki bioaktywne, takie jak tauryna, karnozyna
(posiadajaca wtasciwosci przeciwutleniajace), ubichinon oraz kreatynina [99-101].
Réwnoczes$nie, mieso jest jednym z gtownych zZrddet nasyconych kwaséw
ttuszczowych, o wspominanym juz negatywnym dziataniu na organizm ludzki
[102].

Mieso drobiowe jest jednym z najpopularniejszych mies, a jego spozycie
w krajach rozwinietych caly czas rosnie. Unijna produkcja miesa drobiowego
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w 2016 roku wyniosta 14,38 mln ton i byta wyzsza niz rok wcze$niej o 4,4%, przy
czym najwiekszy wzrost odnotowano w Polsce (wzrost o okoto 13%), kraju
bedacym najwiekszym producentem miesa drobiowego w Unii Europejskiej [103].
Ogolne spozycie miesa drobiowego stanowi okoto 27,3% wszystkich spozywanych
mies, a jego najwieksze spozycie wystepuje w grupie emerytow i rencistow [104].
W Polsce, spozycie miesa drobiowego na przestrzeni 20 lat wzrosto z poziomu
7,6 kg/osobe/rok do 26 kg/osobe/rok, co oznacza wzrost o okoto 250% [105].
Ogélny wzrost spozycia miesa roznego typu jest bezposrednio kojarzony
z wystepowaniem wielu choréb [106, 107]. Przyktadowo, choroba niedokrwienna
serca oraz miazdzyca, bedace najczestszymi przyczynami zgonu, s3 silnie
skorelowane ze spozyciem cholesterolu oraz kwasow tluszczowych pochodzenia
zwierzecego w diecie [108]. llo$¢ spozywanych ttuszczy moze posrednio wptywacé
na nieprawidtowos$ci w przebiegu procesow zapalnych oraz doprowadzi¢ do
rozwoju chordéb, takich jak rak lub Alzheimer [53, 109, 110]. Te cywilizacyjne
choroby s3a jedng z przyczyn intensywnych badan nad poziomami kwasow
ttuszczowych tkanki mieSniowej roznego pochodzenia, jak rowniez nad sposobami
udoskonalania proces6w hodowlanych zwierzat, celem znalezienia procedur
produkcji zdrowszego miesa, a wiec m.n. o wysokiej zawartoSci
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych PUFA [111, 112]

Odpowiedni poziom kwasow tluszczowych w-3 w diecie, a w konsekwencji
zbilansowany stosunek egzogennych kwasow ttuszczowych w-6/w-3, jak rowniez
prawidtowy stosunek wielonienasyconych kwasow tluszczowych do nasyconych
kwaséw ttuszczowych (PUFA/SFA), moze skutkowa¢ zmniejszeniem ryzyka
wystepowania wymienionych wyzej choréb czy tez choréb immunologicznych
[113-115]. Z punktu widzenia konsumenta oraz waloréw smakowych, zawartos¢
kwaséw ttuszczowych w tkance mie$niowej jest réwniez bardzo wazna, gdyz
poziomy tych kwasow definiuja smak miesa [116]. Zmiana profilu lipidowego,
a w szczegblnosSci zmiana poziomoéw wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych,
powoduje zmiane stabilnosci oksydacyjnej tkanki mie$niowej podczas jej
dtugoterminowego przechowywania lub gotowania. Nienasycone kwasy
ttuszczowe w szybszym stopniu podlegaja samorzutnemu utlenianiu niz kwasy
nasycone [117]. Ma to szczegolne znaczenie w przypadku miesa drobiowego, ktére
cechuje najwiekszy poziom dtugotancuchowych, nienasyconych kwaséw
ttuszczowych w stosunku do innych gatunkéw mies [118, 119]. W tym przypadku,
wysoki poziom dtugotancuchowych, wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
zmniejsza odporno$¢ na utlenianie, co negatywnie wptywa na smak pdzniej
przetworzonego miesa [112, 120].

Mieszanki paszowe w swym skladzie maja okres$long, zbilansowanag
zawarto$¢ sktadnikéw pokarmowych dostosowang do okresSlonych cech, takich jak
gatunek, tempo wzrostu i dtugo$¢ okresu produkcji [121]. Konieczne jest Sciste
przestrzeganie niezbednych iloSci makro- i mikroelementow wraz z ich
energetycznymi warto$ciami [122]. Zalezno$¢ jakosci miesa od sktadu podawanej
paszy jest przedmiotem wielu badan, a ich gtéwnym celem jest uzyskanie statusu
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miesa jako zywnoSci funkcjonalnej. Przyktadem takich badan moze by¢
regulowanie sktadu lipidowego miesa broileréw, poprzez suplementacje
codziennej diety kwasami linolowym i linolenowym. Koncentrujagc sie na
suplementach zastosowanych w eksperymentach opisywanych w niniejszej pracy,
warto zwrdci¢ uwage na sktad ttuszczowy oleju lnianego oraz sojowego. Olej
Iniany, w swoim sktadzie ma okoto 57% kwasu a-linolenowego zrodziny w-3,
15,82% kwasu linolowego (w-6), okoto 15% kwasu oleinowego (w-9) oraz
niewielkie ilo$ci nasyconych kwaséw ttuszczowych (6% kwasu palmitynowego,
3% kwasu stearynowego) [123, 124]. Olej sojowy natomiast, zawiera 50% kwasu
linolowego oraz okolo 8% kwasu a-linolenowego. Tak wiec, olej sojowy jest
bogatym zZrodiem kwaséw z rodziny w-6, za$ olej Iniany dostarcza duzo kwasow
zrodziny w-3. Sposrdd olejéw roslinnych, olej Iniany prowadzi do najwyzszego
wzrostu niezbednych nienasyconych kwaséw ttuszczowych z rodziny w-3, po
suplementacji nim w paszy [125].

Efekty wiaczenia do diety kurczat oleju sojowego, Inianego i rzepakowego
opisywano w wielu publikacjach [126-128]. Obecnie powszechnie stosowanymi
zrodtami tych kwas6w w paszach jest miedzy innymi soja i siemie lniane. Z Inu
i siemienia Inianego produkuje sie olej Iniany. Wiasnie to Zrodto ttuszczu okazato
sie najlepsze sposrdd olejow roslinnych, gdyz dodane do paszy w ilosci okoto 10%
na 20 dni przed ubojem skutkowato najwyzszym wzrostem niezbednych
nienasyconych kwasow ttuszczowych z rodziny w-3 oraz poprawie stosunku
w-6/w-3. Nieco mniejszy wzrost poziomu kwas6w z rodziny linolenowej
stwierdzono w przypadku suplementacji algami morskimi [125]. Sayadatii i in.
[129] w swojej pracy podkreslajg istotng role niezbednych nienasyconych kwaséw
ttuszczowych w  zZywieniu zwierzat powotujac sie na wiele badan
eksperymentalnych. W badaniach tych, wykazano zalezno$¢ poprawy jakosci
miesa drobiowego oraz wzrostu jego cech prozdrowotnych dzieki wprowadzeniu
do diety kurczat kwasu linolowego i linolenowego. Wprowadzenie tych kwaséw do
diety bylo wykonywane poprzez suplementacje pozywienia olejami, takimi jak
Iniany, rybny, algami morskimi i olejem rzepakowym. W pracy Ferrini’ego i in.
[130] poréwnano poziomy niezbednych, nienasyconych kwasow ttuszczowych,
hormonéw tarczycy oraz masy ciata dla trzech grup kurczat. Grupa [ Zywiona byta
niskoenergetyczng dieta podstawowa z dodatkiem 0,5% oleju stonecznikowego,
grupa Il otrzymywata do diety podstawowej dodatek 10% toju wotowego, a grupa
III 10% oleju Inianego. Najwyzsza mase ciata uzyskaly kurczeta grupy III przy
jednoczesnym nizszym dziennym spozyciu paszy w poroéwnaniu do grupy L.
Ponadto, wykazano, iz zawartos¢ NNKT byta najwyzsza w grupie IlIl, a najnizsza
u zwierzat na diecie z dodatkiem toju wotowego.

Z literatury omawiajacej problematyke wplywu zywienia na sktad lipidowy
tkanki mie$niowej brojlerow wynika, iz suplementacja diety drobiu kwasami
NNKT wptywa dodatnio na poziomy tych kwaséw w tkankach.
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1.2.9. Procesy tenderyzacji i utleniania zwigzkoéw lipidowych

W dzisiejszych czasach konsumenci oczekuja, aby zywno$¢ spetniata
wysokie standardy prozdrowotne, normy jakoSciowe i walory smakowe. Jako$¢
miesa kurczat ksztattowana jest przez caty okres chowu zwierzat. Na ostateczne
wyksztatcenie cech jakoSciowych wptywa, zaréwno wtasciwe postepowanie przed
ubojowe, jak i poubojowa obrébka miesa. Niezwykle istotnym etapem rzutujacym
na jako$¢ produktu miesnego jest konwersja tkanki miesniowej w mieso [131]. Jest
to proces zwany dojrzewaniem, tenderyzacja. Jego przebieg jest niezbedny, aby
mieso uzyskato oczekiwane cechy i walory smakowe. Proces ten ma dwie fazy, tzw.
faze szybka, w ktorej nastepuje szybkie ostabienie struktur miofibryli i faze wolng
charakteryzujaca sie rozluznieniem struktur endomysium i perimysium. Proces
ten, skutkuje poprawa kruchosci miesa i jego smaku.

Generalnie, finalne fizykochemiczne parametry miesa, okreSlajace jego
jakos¢, sg efektem zmian strukturalnych i przemian biochemicznych zachodzacych
post mortem [132]. Cze$¢ z tych procesOw ma charakter biochemiczny i zachodzi
pod wplywem endogennych enzymoéw, takich jak: kalpainy, katepsyny, proteinazy
multikatalityczne i kaspazy [133, 134]. Maja miejsce rowniez procesy o podiozu
mikrobiologicznym (wywotane rozwojem mikroorganizmow), fizycznym (zmiana
zawarto$ci wody) lub chemicznym, w ktérych najczestszym procesem jest
utlenianie zwigzkéw lipidowych [135]. Wielu autoréw akcentuje problem
utleniania lipidow wtasnie w miesie drobiowym, a wiec w materiale zawierajagcym
znaczng ilo$¢ nienasyconych kwaséw tluszczowych [136]. Proces utleniania
lipidéw miesa ma swoj poczatek tuz po uboju, a jego wydajnos¢ jest bezposrednio
zwigzana z iloScia podwéjnych wigzan w kwasach ttuszczowych [137]. Reakcje
utleniania struktur biologicznych, takich jak lipidy, sa niezwykle zloZone,
wieloetapowe i réznorodne. Mozna tutaj wymieni¢ autooksydacje, polegajaca na
przytaczeniu tlenu do kwasu ttuszczowego, oraz utlenianie fotosensybilizowane,
dla ktérego niezbedne jest Swiatto oraz obecnos¢ sensybilizatora (np. barwnikéw).
Samoutlenianie, bedace innym okreSleniem autooksydacji, bazuje na reakcji
tancuchowej produkujacej wolne rodniki, ktére nastepnie uczestnicza w dalszych
reakcjach [138, 139]. Jako poczatek wymienionych procesdw przyjmuje sie chwile
po uboju, gdy w wyniku poSmiertnych przemian biochemicznych dochodzi do
zaburzenia réwnowagi miedzy aktywnos$cia endogennych przeciwutleniaczy
i czynnikéw prooksydacyjnych. Utlenianie lipidow ma zdecydowanie niekorzystny
wptyw na barwe, teksture i warto$¢ odzywcza miesa [140]. Istnieje wiele
czynnikéw warunkujacych szybkos¢ i kierunek utleniania lipidéw, do
najwazniejszych nalezy sktad chemiczny (ilo$¢ i rodzaj lipidéw, zawarto$¢ wody),
obecnos$¢ naturalnych prooksydantow i antyoksydantéw wystepujacych w miesie,
procesy i operacje technologiczne, jak réwniez warunki przechowywania miesa
[141]. Wiadomo, iZ wydajnos$¢ utleniania poszczegdlnych lipidéw rozni sie od
siebie. I tak, fosfolipidy charakteryzujace sie wysoka zawartos$cig polienowych
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kwaséw ttuszczowych, a wiec sg bardziej reaktywne i podatne na utlenianie niz
lipidy sktadajace sie np. z acylogliceroli [142].

Ograniczenie procesOw utleniania lipiddw w miesie przeprowadza sie
poprzez zastosowanie zwigzkow o charakterze przeciwutleniajgcym. Na przyktad,
dodatek fosforanéw do miesa opdznia procesy utleniania przez kompleksowanie
metali, szczegblnie Zelaza, ktore jest jednym z gldwnych prooksydantow
w poddanym ogrzewaniu miesie. Zwigzki przeciwutleniajgce moga by¢ stosowane
pojedynczo lub w postaci r6znych mieszanek, jak réwniez moga obejmowac wiele
dodatkow, od syntetycznych fenolowych przeciwutleniaczy do przeciwutleniaczy
pochodzenia roslinnego [143].

Ze wzgledu na duze zainteresowanie konsumentéw surowym miesem
waznym aspektem staje sie czas i sposob przechowywania miesa. Mieso
utrzymywane w temperaturze 4°C charakteryzuje sie korzystniejszymi
wtasciwoSciami  sensorycznymi i technologicznymi [144]. Temperatura
przechowywania oraz odpowiedni dostep do Swiatta maja znaczacy wptyw na
szybkos$¢ i stopien utleniania lipidow.

1.2.10. Metody badan profili lipidowych

Ze wzgledu na szerokie spektrum fizyko-chemicznych wtasnosci
sktadnikéw lipidowych i ich strukturalng réznorodnos¢, dokonanie kompleksowej
charakterystyki tych uktadéw w badanej strukturze biologicznej nie jest mozliwe
przy uzyciu tylko jednej techniki badawczej. Co wiecej, dla wielu istniejacych
metod eksperymentalnych analiza natywnych struktur poszczeg6lnych lipidow
nadal stanowi duze wyzwanie [145, 146]. Z tych powoddéw oraz faktu
niepodwazalnego znaczenia lipiddw i ich wielofunkcyjnosci w organizmach
zywych, obecnie uktady lipidowe s3 badane przy uzyciu réznorodnych technik
pomiarowych. Towarzysza im okreSlone procedury zwigzane z wtasciwag
preparatyka materiatu biologicznego poddanego badaniu. Aktualna wiedza na
temat roli, funkcji i patologii lipidéw w zywych strukturach, a wiec lipidomiki, jest
wiec wynikiem zastosowan wielu metod i technik pomiarowych. S to miedzy
innymi metody grawimetryczne, kalorymetryczne, enzymatyczne, czy tez
chromatograficzne.

Zastosowane techniki to miedzy innymi te wykorzystujace spektrometrie
masowg, MALDI-TOF (ang. Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of
Flight Mass Spectrometry), LC-MS (ang. Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry), ESI-MS/MS (ang. Electrospray lonization - Mass Spectrometry), czy
tez technika NMR [147-149]. NajczeSciej zawarto$¢ kwaséw tluszczowych
w materiatach biologicznych, ZywnoSci i wzbogacanych paszach dla zwierzat
hodowlanych okres$la sie przez klasyczng chromatografie gazowa oraz
chromatografie cieczowa sprzezonga ze spektrometria masowa [150-153].
Wymienione powyzej techniki badawcze umozliwiajg zaré6wno analize jakoSciowa
jak i iloSciowa sktadnikéw lipidowych, jednoczesnie dostarczaja cennych
informacji dotyczacych ich funkcjonowania w zywych organizmach. Swiadczy
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o tym szereg spektakularnych badan, kilka przyktadéow podano ponizej. I tak, za
pomoca chromatografii gazowej wykazano neuroprotekcyjno$¢ kwasow PUFA
zrodziny w-3, takich jak DPA i EPA. Badania te wykazaty istnienie zaleznoSci
pomiedzy poziomem wymienionych kwaséw, a zmianami behawioralnymi
zwigzanymi ze starzeniem sie moézgu [154]. Tych samych kwasow dotyczyty
badania z wykorzystaniem chromatografii cieczowej i zastosowaniem
spektrometrii masowej z jonizacjg metoda rozpylania HPLC-ESI-MS/MS (ang. High
Performance Liquid Chromatography-Electrospray Ilonization-Mass Spectrometry),
ktére wykazaly wptyw kwasé6w PUFA na neurodegeneracje, padaczke i udar
mozgu. Dodatkowo, ujawniono powstawanie szlakow neuroprotekcyjnych,
przeciwzapalnych lipidow, w tym pochodng DHA [155]. Technika
HPLC-ESI-MS/MS wzbogacona o wyniki badan klinicznych i analize ekspres;ji
genow, umozliwita uzyskanie informacji na temat zwigzku miedzy zaburzonym
metabolizmem kwasu DHA i jego niskim poziomem w moézgu, a choroba
Alzheimera [156, 157]. Z kolei, techniki ESI-MS/MS i NMR zostaty zastosowane do
badan sktadu kwaséw ttuszczowych mozgu szczuréw bedacych genetycznym,
zwierzecym modelem depresji. Te eksperymenty wykazaty zwiekszong zawartos¢
kwasu AA zawierajacego zwiazki fosfatydylocholiny w wybranych obszarach
mozgu [158]. Duza czes¢ aktualnej wiedzy na temat umiejscowienia lipidow
i pochodnych lipidow w btonach komérkowych uzyskano za pomocg obrazowania
fluorescencyjnego [159-162]. Ten typ badan znajduje zastosowanie w diagnostyce
medycznej oraz badaniu wchtaniania lipidéw do uktadéw biologicznych, jak
rowniez badaniach podstawowych dotyczacych ich transportu przez blony
biologiczne [163].

Wymienione metody stosowane do analizy profilu lipidowego
charakteryzuja sie roéznym stopniem czasochtonnosci i kosztem badan oraz
zroznicowang czutoScia. Wiekszos¢ z nich wymaga wyekstrahowania
poszczegblnych zwigzkdw 2z badanego materiatu biologicznego. Niektore
wymagaja wzmozonych srodkéw ostroznosci gdyz s potencjalnie niebezpieczne
dla ludzi i otoczenia ze wzgledu na wykorzystanie rozpuszczalnikow organicznych
[164]. W przypadku obrazowania fluorescencyjnego zachodzi koniecznos¢
znakowania fluorescencyjnego analizowanych molekut. Ograniczono$¢ metody
wynika z faktu, zZe istnieje niewiele przeciwciat anty-lipidowych umozliwiajacych
fluorescencyjny odczyt [165].

W oparciu o przeprowadzong retrospekcje literaturowg, mozna stwierdzic,
iz istnieje potrzeba poszukiwan nowych rozwigzan i technik w celu analizy
lipidéw. Niewatpliwie, technika przynoszaca obiecujace wyniki w tematyce badan
zwigzanych z lipidami, ich umiejscowieniem oraz wzglednymi zmianami
zawarto$ci w materiatach biologicznych, jest spektrometria masowa wtornych
jonéw SIMS. Technika ta jest wolna od wiekszosci omawianych ograniczen
aréwnoczesSnie stwarza unikalne mozliwosci badawcze, ktore s niedostepne dla
innych metod eksperymentalnych. Wedtug wiedzy autorki, badania technikg SIMS
wykonane dla materiatu biologicznego prezentowanego w tej pracy wraz
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z zanalizowanymi zmianami wywotanymi czynnikami Srodowiskowymi, nie majg
jak dotad odpowiednikéw w literaturze przedmiotu.
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2. Fizyczne podstawy spektrometrii mas wtornych jonow

Dotychczas przedstawiona teoretyczna cze$¢ pracy odnosita sie do nauk
biologicznych obejmujacych wielorakie aspekty zwigzane z charakterystyka
uktadow lipidowych i tkanek, stanowigcych gléwny material doswiadczalny
rozprawy. Gléwnym narzedziem badawczym rozprawy jest technika TOF-SIMS
(ang. Time of Fligth- Secondary lon Mass Spektrometry). Metody badawcze oparte
na spektrometrii masowej wtornych jonow (SIMS), od kilku dekad dostarczaja
wartoSciowych  informacji  zwigzanych z  kompleksowym  badaniem
powierzchniowych warstw skondensowanej fazy. Uzyskiwane wyniki znajduja
liczne zastawania w wielu dziedzinach nauk przyrodniczych. Od lat 90-tych, SIMS
jest réwniez z powodzeniem wykorzystywany do zaawansowanych analiz
materiatéw biologicznych. Dotyczy to zaréwno badan nad samymi molekularnymi
strukturami biologicznymi, jak i badan catych tkanek. Obecnie, aparatura SIMS
znajduje sie na wyposazeniu wielu badawczych laboratoriow medycznych,
farmaceutycznych oraz jest wykorzystywana w diagnostyce medyczne;j.

Procesy fizyczne lezace u podstaw dziatania techniki SIMS dotycza, ogdlnie
mowiac, oddziatywania ciezkich jonéw, o energiach od kilku do kilkudziesieciu
keV, z ciatem statym. Jon ciezkiego atomu lub zjonizowany klaster atomowy
bombarduje badang probke (tarcze), na skutek czego z jej kilku powierzchniowych
warstw emitowane s3, miedzy innymi atomy, molekuty bedace macierzystymi
sktadnikami probki oraz molekularne fragmenty. Oprocz czastek w neutralnym
stanie, emitowane sg rowniez dodatnio i ujemnie natadowane jony. Zjawisko
zwane jest rozpylaniem jonowym - erozjg jonowa. W literaturze przedmiotu jony
bombardujace powierzchnie okreslane sg mianem jondéw pierwotnych, natomiast
jony wyemitowane z powierzchni, jonami wtérnymi [166-168].

Dziatanie spektrometru SIMS bazuje na detekcji jonowej skladowej
strumienia rozpylanych czastek. Uzyskane wyniki pozwalajg na kompleksowa
charakterystyke powierzchniowego obszaru badanych probek, miedzy innymi jego
sktadu i struktury. Efektywno$¢ dziatania aparatury SIMS zalezy oczywiscie od
doskonatos$ci rozwigzan technicznych w niej stosowanych, oraz od efektywnosci
fizycznych procesdw majacych wptyw na wydajno$¢ emisji wtérnych jonow
z badanego materiatu. Procesy te, s3 opisane w dalszej czeSci tego rozdziatuy,
w nieco szerszym, jakoSciowym zarysie.

2.1. Oddzialywanie energetycznych jonéw z cialem stalym

Rozpylanie jonowe moze by¢ opisane jako zjawisko przebiegajace w trzech
etapach. Rozwazajac bilans energetyczny zjawiska, etap pierwszy to deponowanie
energii jonu w bombardowanym materiale. W drugim etapie, zdeponowana
energia rozprzestrzenia sie na wewnetrzne oraz powierzchniowe obszary tarczy.
Emisja czagstek z powierzchni tarczy to finalny etap rozpylania jonowego.
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W etapie inicjujacym zjawisko, jon pierwotny penetruje kolejne warstwy
bombardowanego materiatu i stopniowo wytraca swa kinetyczng energie na
skutek elastycznych i elektronowych oddzialywa jon-atomy tarczy. Wielkoscia
decydujaca o efektywnos$ci deponowania energii jonu w materii, zasiegu jonu, jest
strata jego energii (dEo) na jednostke drogi (dx). Catkowita strata (dEo/dx) jest
sumg strat zachodzacych w elastycznych zderzeniach z atomami tarczy, (dEo/dx),,
oraz nieelastycznych strat w oddziatywaniach z elektronami tarczy, (dEqs/dx).. Te
ostatnie prowadza miedzy innymi, do wzbudzen i jonizacji atomow. Dla
materiatdbw o atomowej koncentracji N, wielko$¢ 1/N(dEy/dx) jest przekrojem
czynnym na okreSlong strate energetyczna, S(E,). W przypadku jonéw H*, He*
o energiach kilkuset MeV, ktore sa uzywane w terapii hadronowej, istnieje
zalezno$¢ (dEo/dx). >>(dEo/dx),.. Dla wigzek jonowych uzywanych w pomiarach
SIMS czton (dEy/dx). jest dominujacy.

Problematyka strat energetycznych jest omawiana w wielu pracach
poczawszy od artykutu Bohra z 1948 roku [169]. Kolejne, réwniez pionierskie
teorie, to prace Lindharda i Sigmunda [170, 171]. Podaja one analityczne formuty
opisujace zaleznos$¢ (dEy/dx) od energii jonu, jego predkosci oraz liczby atomowej
i masowej jonu (Mj, Z;) oraz atomu tarczy (M, Zz). Energia, ktérg atomy otrzymuja
w elastycznych zderzeniach, jest wystarczajagca aby mogly one opusci¢ swe
oryginalne potozenia i zapoczatkowac zderzenia miedzy atomami tarczy. Schemat
penetracji jonu w tarczy jest przedstawiony na Rys. 3.

Jon pierwotny

rozpylone

u.qstkl A

Rys. 3. Schemat trajektorii jonu pierwotnego w ciele statym oraz
zapoczatkowanej kaskady zderzen miedzy atomami tarczy.

Dla uproszczenia, na rysunku zatozono, zZe wylgcznym sktadnikami tarczy sa
atomy (np. metale, potprzewodniki, stopy). Dla tarcz sktadajacych sie z atomow
roznego rodzaju, (dEg/dx) jest sumg strat energetycznych dla poszczegélnych
sktadnikéw z uwzglednieniem wspdéiczynnikéw stechiometrycznych jako wagi
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tych sktadnikow. W przypadku gdy podstawowym budulcem tarczy sg zwiazki
molekularne, wzdtuz trajektorii jonu dochodzi do zrywania wigzan
wewnatrz-molekularnych. W konsekwencji, oprocz atoméw z kinetycznymi
energiami, produkowane s3 rdéwniez energetyczne fragmenty macierzystych
molekut. Zasiegi jonow o energiach kilkudziesieciu keV stosowanych w technice
SIMS siegaja setek A.

2.2. Procesy zderzeniowe w ciele statym

Etap nastepny jonowego rozpylania to sekwencja licznych zderzenia miedzy
atomami tarczy, majaca swoéj poczatek w oddziatywaniach pierwotny jon-atom
tarczy. W przypadku materiatobw o wyltacznie atomowym sktadzie (np. metale,
potprzewodniki, stopy), zderzenia te nosza miano liniowej kaskady binarnych
zderzen. Rozprzestrzeniajg sie one stopniowo na coraz wieksze obszary tarczy
itrwaja do momentu gdy transfery energii w zderzeniach atom-atom nie
przekraczajg energii kohezji materiatu tarczy. Termin kaskada binarnych zderzen
i analityczny opis dystrybucji energii w tarczy zostaty zaproponowane w pracy
Siegmunda [172]. Praca ta stanowi aktualny do dzisiaj, teoretyczny fundament
zjawiska jonowego rozpylania atomowych materiatow o strukturze amorficzne;.
Opis dystrybucji energii w tarczy jest oparty na teorii transportu Boltzmanna.
Teoria podaje posta¢ analityczng funkcji Fp(E, x) okre$lajacej rozklad energii
deponowanej przy udziale zderzen jon-atom i atom-atom, wzdtuz normalnej do
powierzchni tarczy. Warto$¢ Fp dla bombardowanej powierzchni (x=0) jest czesto
wyrazana poprzez relacje:

Fp(Eo, 0) = aNS, (E)) (1)

gdzie a jest bezwymiarowym parametrem zaleznym od stosunku Mz/M; oraz kata
padania 6 i stosunkowo mato wrazliwym na zmiany energii czastki pierwotne;j.
Wartos$¢ funkcji Fp dla powierzchniowych warstw tarczy okresla energie dostepna
dla procesu emisji powierzchniowych czastek. Efektywnos$¢ emisji okresla tzw.
wspotczynnik rozpylania jonowego Y, definiowany jako liczba wybijanych
z powierzchni czastek przez jeden jon pierwotny. Opisuje go bardzo dobrze znana
formuta [172, 173]:

Y = AasS, (E,) (2)

Parametr A/ jest stalg materiatlowa, odwrotnie proporcjonalng do energii wigzania
powierzchniowych czastek. Energia ta jest zwykle przyblizana energia sublimacji
danego materiatu. Wspétczynniki Y osiggaja duze wartosci w sytuacji gdy wigzania
powierzchniowe czastek sa mate, a elastyczne straty energii pierwotnego jonu
duze. Zwiekszenie kata padania jonu (wzgledem normalnej do powierzchni tarczy)

prowadzi do wzrostu wspoétczynnika Y, najwieksze wartosci sg osiggane dla katéw
45°-65°.
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2.3. Emisja powierzchniowych czastek

Atomy tworzace powierzchniowe warstwy tarczy moga by¢ z niej wybite,
gdy docierajace do powierzchni kaskady zderzen bombardujace jony przekaza im
energie, wystarczajaca do pokonania energii powierzchniowego wigzania Uy, oraz
ped skierowany na zewnatrz tarczy. Dla materiatéw takich jak metale,
potprzewodniki, wartosci Y wynosza od kilku do kilkudziesieciu atomow
w zaleznosci od rodzaju i energii pierwotnego jonu. Strumien rozpylonych czastek
sktada sie w przewazajacej mierze z atomow tarczy, niewielkiej ilosci kilku
atomowych klastréow, elektrondw tarczy i fotonéw emitowanych przez wzbudzone
atomy. Atomy i klastry s3a emitowane gtdwnie jako neutralne czastki.
Wspoiczynniki emisji zjonizowanych czastek, tzn. wtérnych jonow, wynosza
10-2-10* catkowitego wspotczynnika rozpylania Y. Rozklady energetyczne
rozpylonych neutralnych i zjonizowanych czastek obejmujg szeroki zakres energii,
od utamkow eV do setek eV. Rozklady osiagaja maksima dla energii bliskich Up/2
[174]. Okoto 95% wyemitowanych neutralnych czastek i wtérnych jonéw pochodzi
z zewnetrznych dwoch warstw atomowych [175].

Istnieje kilka modeli probujacych analitycznie opisa¢ mechanizm
formowania wtdrnego jonu i jego mozliwg neutralizacje tuz nad powierzchnia. Sa
to np. model tunelowania elektronowego (ang. Electron Tunnelling Model), model
przerywania wigzan (ang. Bond Breaking Model), model rekombinacji (ang.
Recombination Model). Dodatkowo, nalezy réwniez bra¢ pod uwage zjawisko
uzaleznienia emisji wtornego jonu od jego lokalnego otoczenia, zwane efektem
matrycy [167, 168]. W przypadku tarczy jednosktadnikowej ilos¢ wyemitowanych
wtérnych jondw I jest proporcjonalna do wspéiczynnika rozpylenia Y, koncentracji
powierzchniowych atomow c oraz wielkosci v, okre$lajacej prawdopodobienstwo
produkcji wtdérnego jonu i prawdopodobienstwo, iZ moze on opusci¢
powierzchniowy obszar tarczy bez neutralizacji elektronami tarczy.

I[xY-v-c (3)

Wielko$¢ v jest bardzo silnie uzalezniona od charakterystyki lokalnej
struktury elektronowej obszaru powierzchni, z ktérej emitowany jest wtérny jon.
Do oszacowania wartoSci natezenia emisji wtérnych jonéw w przypadku
okreSlonego skladnika A probki, stosuje sie tzw. podstawowe rdédwnanie
spektrometrii jonow wtérnych [167, 176]:

Iy=1Ip 1Yy vy (4)

gdzie: I,-natezenie wtérnych jonéw sktadnika A, Ip-natezenie jonow pierwotnych,
T-stopien transmisji spektrometru, Y,-wspoéiczynnik rozpylania skiadnika A,
v-wspotczynnik okreslajacy prawdopodobienstwo jonizacji,
c4- stezenie/koncentracja pierwiastka A. Statystycznie, wydajno$¢ produkcji jonéw
dla materiatu biologicznego jest stosunkowo niska, gdyz typowe wartosci to od
10-2 do 10-¢ wtornych jonoéw, przypadajacych na pojedynczy pierwotny jon.
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Wymienione modele jak rowniez elementy teorii rozpylania jonowego
przedstawione dotychczas odnosza sie jedynie do bardzo prostych uktadéw jon-
tarcza. W przypadku materiatdbw organicznych, teoretyczny opis rozpylania
jonowego i procesOw odpowiedzialnych za produkcje wtoérnych jondw musi by¢
nieporé6wnywalnie bardziej skomplikowany. Na Rys. 4 schematycznie
przedstawiono emisje czastek z tarczy o molekularnym skladzie, bombardowanej
wigzka energetycznych jonow.

maciergysta molekula,
fragmenty

i nowo powstaly twigzek

pierwotny atom JOn ey
jon . jon dodatni .

elektron foton

Rys. 4. Emisja wtornych czastek z tarczy o sktadzie molekularnym pod
wptywem bombardowania pierwotnym jonem.

W tym przypadku, oprdocz czastek obserwowanych dla prostych tarcz,
emisji z powierzchni ulegaja macierzyste molekulty bombardowanego materiatuy,
ich réznorodne atomowe i molekularne fragmenty a nawet nowe zwiazki
chemiczne, ktére nie byly obecne w tarczy przed rozpoczeciem jonowego
bombardowania [166, 167]. Te ostatnie sg efektem chemicznej aktywnoSci
rodnikow wyprodukowanych w procesach zderzeniowych, zainicjowanych przez
bombardujacy jon. W przypadku wiekszosci badanych materiatow najwiekszy
procent z wyemitowanych czastek stanowia te o neutralnym charakterze.

Emisja macierzystych molekut, ich fragmentéw oraz ich dodatnio i ujemnie
natadowanych jondw jest efektem wielu ztoZzonych proceséw dziatajacych na
kazdym etapie przebiegu jonowego rozpylania. Jakkolwiek podstawowe réwnanie
spektrometrii jonéw wtdérnych zachowuje swa aktualno$¢ dla materiatéw
o molekularnym sktadzie, to brak jest powszechnie akceptowanych teoretycznych
modeli proceséw, ktorych wydajnosci wystepuja w rownaniu. Rozwazajac na
przykitad wspoétczynnik rozpylania, natychmiast dochodzi sie do konkluzji, Ze
model kaskad binarnych i elastycznych zderzen, na ktéorym opiera sie klasyczna
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teoria rozpylania, nie moze by¢ stosowana w materiale o molekularnej strukturze.
Zderzenia jonu z molekutami skutkuje dekompozycja molekut, powstaja ich
fragmenty o rdéznym sktadzie. Cze$¢ energii przekazywanej w zderzeniach
powoduje wzbudzanie drgan oscylacyjnych macierzystych molekut i ich
fragmentéw. Podobne procesy zachodzg na etapie dystrybucji zdeponowanej
energii wewnatrz tarczy. Dystrybucja ta odbywa poprzez oddzialywania molekuta-
molekuta, molekularny fragment-molekuta, nie mozna jednak zatozy¢, ze
oddziatywania te sg elastyczne i binarne. Dodatkowo, nie sg znane potencjaty tych
oddziatywan w zakresie energii o kilka rzedéw wielkosci wiekszych od energii
termicznych.

Zjawisko rozpylania jest jeszcze bardziej skomplikowane gdy materiat
organiczny bombardowany jest wieloatomowym jonowym klastrem. W tym
przypadku, wiekszo$¢ informacji o procesie rozpylania i emisji wtérnych jonow
pochodzi z symulacji komputerowych przeprowadzonych technika dynamiki
molekularnej (MD). Na uwage w tej tematyce zastuguja prace zaprezentowane
przez takich autoréw jak Postawa, Garrison i Winograd [177-179]. Symulacje te,
przeprowadzono dla uktadéw molekularnych duzo prostszych od tych badanych
w niniejszej rozprawie. Symulacje MD nie uwzgledniaja proceséw i oddziatywan
lezacych poza zakresem klasycznej mechaniki, a wiec zadne efekty kwantowe
jakiegokolwiek rodzaju nie sg uwzgledniane [180]. Takie podejscie jest zatozeniem
nie do konca odzwierciedlajgcym rzeczywiste procesy uczestniczace
w molekularnym rozpylaniu, nie mniej jednak dostepne symulacje stanowig cenne,
jakosSciowe Zrodto informacji o przebiegu zjawiska.

2.4. Spektrometria masowa TOF-SIMS

Standardowy uktad spektrometru przeznaczonego do badan widm
masowych dodatnio lub ujemnie zjonizowanych czastek, emitowanych
z powierzchni ciat staltych pod wplywem bombardowania jonowego, sktada sie
z trzech zasadniczych segmentow. Segment pierwszy, to Zrodto jonowe wraz
z elektrostatycznym uktadem formowania i prowadzenia wiazki jonow
pierwotnych bombardujacych powierzchnie analizowanej probki. W segmencie
drugim, dokonywana jest analiza masowa zjonizowanych czastek - wtornych
jonéw emitowanych z prébki. W zaleznoSci od metody, w oparciu o ktora
dokonywana jest separacja masowa, wigzka jonow pierwotnych jest ciggta lub
pulsacyjna. Po przejSciu przez analizator mas jony s3a zliczane przez uktad
detekcyjny spektrometru. Obecny rozdziat jest poSwiecony w gtownej mierze
technice TOF-SIMS, za pomoca ktorej uzyskano wyniki prezentowane w tej pracy.
Oprocz charakterystyki poszczegdlnych segmentow spektrometru, rozdziat opisuje
mozliwe mody pracy spektrometru, stosowang preparatyke probek oraz metody
analizy danych.
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2.4.1. Dzialo jonowe

Warto$¢ naukowa widm masowych wtoérnych jonéw jest uwarunkowana
wysoka klasg i sprawnos$cia wszystkich segmentéow wchodzacych w skiad
spektrometru. Wymagania dotyczace dziata jonowego produkujacego wigzke
jonéw bombardujacych powierzchnie prébki to mono-energetycznos¢ wigzki, jej
stabilno$¢, mozliwo$¢ zmian jej natezenia w szerokim zakresie (pA - pA) oraz
mozliwo$¢ ogniskowania wigzki do rozmiaréw zapewniajacych wysoka zdolnos¢
rozdzielcza przy obrazowaniu 2D powierzchni probki i obrazowaniu 3D jej
powierzchniowych warstw.

W poczatkowej fazie rozwoju SIMS, jako gazu roboczego dzial jonowych
uzywano gtéwnie ciezkich gazow szlachetnych. Od 2000 r do pomiaréw
wprowadzono wigzki zjonizowanych atomow metali, tj. Ga*, Cs*, ktére umozliwiaty
osiggniecie wysokiego stopnia zogniskowania wigzki na badanej powierzchni.
Ogtoszona w 1998 r praca przez La Beyec’a [181] wykazata, ze bombardowanie
powierzchni skondensowanej fazy zjonizowanymi, atomowymi klastrami metalu,
zwieksza proces rozpylania powierzchni i emisje wtérnych jonéw. Do uzytku
wprowadzono wiec, dziata jonowe wytwarzajace wigzki jonow molekularnych
gazéw, np. SFS, metalicznych Klastrow jak Au;, Bi}, fulerenéw Cg,, czy tez
klastrow gazow szlachetnych jak np. Arze* [167, 182]. Ta intensyfikacja
emisyjnych proceséw jest zwigzana ze wzrostem energii deponowanej przez
wieloatomowe Kklastry o duzych masach w powierzchniowym obszarze
bombardowanej probki. W opisie teoretycznym procesu rozpylania jonowego
oznacza to wzrost wartosci funkcji Fp wraz ze wzrostem masy pocisku [183, 184].

Typowa, stosowana wspotczesnie aparatura TOF-SIMS wykorzystywana do
analizy powierzchni, wyposazona jest w ciekto-metaliczne dziato LMIG (ang. Liquid
Metal Ion Gun) generujace intensywng wigzke jonowa, ktora z uzyciem uktadow
ogniskujacych moze by¢ skupiona na powierzchniach rzedu stu nanometréw [185,
186]. Zapewnia to wysoka zdolno$¢ rozdzielcza obrazowania 2D powierzchni
badanej probki. Wysokiej klasy aparatura TOF-SIMS jest rowniez wyposazona
w dziato klastrowe, np. fulerenowe. Dostarcza ono wigzek jonéw Ce* 0 energiach
kilkudziesieciu keV, ktore sg szczeg6lnie przydatne do obrazowania 3D probki.
[187, 188]. W celu neutralizacji tadunku powstatego na powierzchni badanej
probki, w trakcie jej jonowego bombardowania, w spektrometrach TOF-SIMS,
stosuje sie niskoenergetyczne dzialo elektronowe o impulsowej wigzce. Dziato
elektronowe napromieniowuje prébke wigzka elektrondéw o niskich energiach
nieprzekraczajacych 20 eV [167, 182]. Energie te sa nizsze od energii jonizacji
i energii stanow anty-wigzacych zwigzkoéw molekularnych wchodzacych w skiad
badanego materiatu. Stad, elektronowa neutralizacja powierzchni nie prowadzi do
jej uszkodzen.
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2.4.2. Analizator mas

W spektrometrii masowej wtornych jonéw zastosowanie znalazto wiele
typow analizatoréw mas, miedzy innymi kwadrupolowy, magnetyczny czy tez
magneto-elektrostatyczny [189, 190]. Kolejnym rodzajem jest analizator czasu
przelotu TOF, ktéory w przeciggu ostatniego dwudziestolecia zdobyt duza
popularnos¢ i bardzo szerokie zastosowanie, wtgczajac w to badania o charakterze
biomedycznym [189, 191]. W tego typu urzadzeniu, separacja jonu o danym
stosunku m/z dokonuje sie poprzez pomiar czasu przelotu jonu przez obszar
o zdefiniowanej dtugosci. Pierwszy prototyp aparatury powstat w potowie lat
50-tych ubiegtego wieku, a zostat opisany kilka lat wcze$niej przez W.E. Stephensa
[168, 192]. Schemat uktadu, w wersji tzw. liniowego spektrometru TOF, znajduje
sie na Rys. 5. Praca spektrometru przebiega w warunkach ultra-wysokiej prozni
[175].

obszar
przyspieszania
wtornych jonow

swobodny przelot jonéw

Rys. 5. Schemat liniowego analizatora TOF.

Badana probka jest bombardowana zogniskowang, monoenergetyczna,
pulsujaca wigzka jonowa o energii kilkadziesiat keV. W pierwszej fazie cyklu
pomiarowego, wtdérne jony emitowane z powierzchni sg przyspieszane w polu
elektrostatycznym, na drodze s, do okre$lonej energii kinetycznej [167]:

1
mv

M= zeV => v = (L) (5)

gdzie: m- masa emitowanego wtornego jonu, v - jego predkos¢, z - stopien jego
jonizacji, e - tadunek elektronu, V - napiecie przyspieszajace. Zmienna polaryzacja
obszaru s stwarza mozliwo$¢ przyspieszania zaré6wno dodatnio jak i ujemnie
natadowanych wtérnych jonéw. W obu tych przypadkach, méwimy odpowiednio
o dodatnim i ujemnym modzie pracy spektrometru. Po przyspieszeniu, jony
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w czasie t, pokonujg droge o dtugoSci d w komorze analizatora z nadang im
predkoscia v. Wnetrze komory analizatora stanowi elektrostatycznie izolowany
obszar, czesto nazywany obszarem dryfu, gdzie na jony nie dziatajg Zadne sity.
Stad, czas przelotu wtdrnego jonu na drodze d jest okreSlony prosta relacja
t = s/v. Poczatek pomiaru czasu t jest wyzwalany impulsem wigzki z dziata
jonowego. Koniec pomiaru jest wyznaczany pojawieniem sie sygnatu z uktadu
detekcyjnego umieszczonego na konicu komory analizatora. Ten z kolei sygnat jest
wyzwalany uderzeniem wtornych jonéw o Sciany detektora. Na Rys. 6
przedstawiono elementarng sekwencje czasowgq pracy spektrometru TOF.

czas cyklu 100 ps

aktywnos¢ dziata
jonowego

czas przelotu wtornych
jonow przez droge s

czas przelotu wtdrnych
jonéw przez droge d

kompensacja tadunku
niskoenergetycznym
dziatem elektronowym

widmo mas
wtornych jonow

zliczenia

0o m/z100 m/z 800
Rys. 6. Schemat cyklu pracy spektrometru masowego TOF.

Jak wida¢, jeden cykl zawiera impuls wigzki jonowej bombardujacej probke,
interwat czasu, w ktérym wybite z powierzchni czastki sg przyspieszane, okres
czasu ich przelotu przez obszar dryfu oraz czas aktywnoSci Zrédta elektrondw,
w ktorym dokonuje sie neutralizacja fadunku zgromadzonego na powierzchni
probki. Czasy podane na Rys.6 charakteryzuja spektrometr TOF-SIMS, za pomoca
ktérego wykonano pomiary prezentowane w tej pracy. Ostatecznie, czas przelotu
jonéw opisany jest wzorem:

1

= () Q

Wynika z niego, Ze otrzymany czas przelotu, mieszczacy sie przewaznie w zakresie

od 10 do 200 ps, pozwala na jednoznaczne wyznaczenie wielkosci m/z
charakteryzujacych jony emitowany z badanej powierzchni.

Zdolno$¢ rozdzielcza pomiaru masy atomowej badanych jondw,
definiowana jako m/Am, gdzie m jest masg atomowg danego jonu, a Am odlegtoscia
miedzy dwoma najblizszymi, jeszcze rozréznialnymi na widmie masami, zalezy od
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doktadnos$ci wyznaczenia czasu przelotu ¢, dla jonu o danej masie m. Gtéwnymi
czynnikami odpowiedzialnymi za rozmycie czasu t dla jon6w o danym m/z, jest
szerokos$¢ czasowa impulsu wigzki jonowej inicjujacej proces rozpylania badanej
powierzchni, rozklad katowy emitowanych wtérnych jonow, a przede wszystkich
ich poczatkowy rozktad energetyczny [167, 168]. Skala energetyczna tego
rozktadu pokrywa kilka rzedow wielkosci, od energii termicznych do setek eV dla
jonéw bombardujacych o energiach kilkudziesieciu keV. Powoduje to, Ze jony o tej
samej masie atomowej i krotnosci jonizacji, r6znig sie energiami kinetycznymi
podczas przelotu przez komore analizatora. W konsekwencji, zamiast jednej
wartosci czasu przelotu zarejestrowany zostanie jego rozktad dla jonéow o tym
samym m/z. Szeroko$¢ tego rozktadu determinuje szeroko$¢ pikow na
widmie - masa atomowa jonu m vs. czas przelotu t i konsekwentnie na widmie
masowym - liczba zliczen vs. masa m.

W obecnie wykorzystywanych spektrometrach TOF-SIMS, w celu
zwiekszenia masowej zdolno$ci rozdzielczej, analizator mas jest dodatkowo
wyposazony w zwierciadto elektrostatyczne, tzw. reflektron. Jego gtownym celem
jest dokonanie monoenergetyzacji badanych jonéw zanim dotra do detektora.
Schemat spektrometru, w wersji z reflektronem, umieszczono na Rys. 7 [168].
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Rys. 7. Schemat spektrometru TOF-SIMS z reflektronem.

W duzym skrocie, reflektron stanowi niejako przedtuzenie komory
analizatora a detektor, w tym przypadku, jest umieszczony w jego dolnej czeSci, jak
pokazano na Rys. 7. Gtéwna czesc¢ reflektronu to uktad wielu rownolegtych siatek
znajdujacych sie na drodze czastek opuszczajacych obszar dryfu. Na koncowa
siatke przytozone jest napiecie elektryczne o wartosci wiekszej od wartoSci
napiecia przyspieszajgcego (impulsu przyspieszajacego) przed obszarem dryfu. Na
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siatki potozone nizej sa przytozone odpowiednio nizZsze potencjaty elektryczne, tak
aby powstal gradient potencjalu elektrycznego. Sity elektrostatycznego
oddziatywania powodujg zmiane kierunku ruchu jonéw penetrujacych reflektron.
Jony o takich samych masach, lecz réznigce sie predkosciami, a wiec energiami
kinetycznymi, beda wnika¢ na rézna gtebokos¢ w objetosc¢ reflektrona [167, 192].
Obecnos¢ siatek elektrycznych tworzacych obszar reflektrona powoduje
zroznicowanie drogi, ktéra przebywa jon w zaleznos$ci od jego energii, tzn. jon
o wiekszej energii pokona dluzsza droge niz jon o takiej samej masie, ale
o mniejszej energii. Dzieki temu, zminimalizowana zostanie istniejaca wczeSniej
réznica w czasach przelotu jonow o takich samych wartosciach m/z. Reasumujac,
uzycie reflektronu pozwala aby czasteczki o jednakowych wartosciach stosunku
m/z, ale pierwotnie roznigce sie energia kinetyczng, po odbiciu od reflektora,
docieraty do detektora w prawie identycznym czasie [168, 182, 189].

Spektrometry mas typu TOF posiadaja szereg zalet. Charakteryzuja sie
bardzo wysokim stopniem transmisji, szerokim zakresem mas analizowanych
czastek, przekraczajacym 10% amu, wysoka zdolnos$ciag rozdzielcza rzedu 104 oraz
wysoka czutoScig na poziomie ppm. Istotng zaletg spektrometru jest rownoczesna
detekcja wszystkich wtérnych jonéw rozpylanych z badanej probki jonowym
bombardowaniem. Dotyczy to powierzchniowego obrazowania probki jak rowniez
badania jej profili gteboko$ciowych [167, 190-192].

2.4.3. Detekcja wtornych jonow

Rejestracja wtérnych jonow w spektrometrze TOF-SIMS odbywa sie
w rezimie zliczania pojedynczych jonow w systemie detekcyjnym zlozonym
z ptytki mikrokanalikowej MCP (ang. Microchannel Plate). Powierzchnia tego
detektora sktada sie z wielu miniaturowych (Srednica 10 - 100 um), kanatowych
powielaczy elektronéw CEMs (ang. Channel Electron Multipliers), w ktorych
produkowane sg wtorne elektrony na skutek zderzen pojedynczych analizowanych
jondw z wewnetrzng powierzchnig Sciany powielacza. Powstate w ten sposéb
elektrony, wyzwalajq elektrony nastepnych generacji poprzez zderzenia ze
Scianami powielacza. Kaskadowa produkcja elektronéw umozliwia otrzymanie
sygnatu elektrycznego o odpowiedniej duzej amplitudzie (stopien powielenia
w obszarze 104 - 108 krotnym) [167]. Rejestracja takiego sygnatu oznacza detekcje
jednego jonu.

Pojedynczy impuls wigzki jonowej powoduje wybicie z powierzchni czastek
o roznych masach, docierajg one do detektora w réznych czasach. Tak wiec, jeden
impuls wigzki powoduje, Ze na wyjSciu detektora jest rejestrowany szereg
sygnaléw pochodzacych od czastek o roznych masach. Czasowa sekwencja
pojawiania sie tych sygnatow jest zalezna od mas rejestrowanych jonéw. Kolejno
nastepujace impulsy wigzki powoduja wzrost liczby zliczen dla konkretnego czasu
detekcji, charakterystycznego dla okreslonej masy czastki. Powstate w ten sposob
widmo czasu przelotu wtérnych czastek jest automatycznie przeliczane na widmo
masowe.
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Skanowanie technikg TOF-SIMS wybranego obszaru powierzchni prébki
umozliwia otrzymanie nie tylko widma masowego charakterystycznego dla catego
badanego obszaru, lecz wnosi rowniez informacje o powierzchniowym rozktadzie
atomdéw, molekut w obrebie tego obszaru. Jest to mozliwe dzieki procedurze,
wedtug ktérej dokonywany jest catoSciowy pomiar widma. Impulsy wigzki jonowej
wielokrotnie bombarduja przypadkowo wybrane, liczne miejsca w obrebie
zadanego obszaru i rownoczesSnie, dla kazdego bombardowanego miejsca
dokonywany jest pomiar widma wtornych jonow.

Obrazujgc pogladowo pomiar widma z zadanego obszaru, mozna
powiedzie¢, ze sktadajg sie na niego widma pochodzace z wielu mini-obszaréow
bombardowanych przez wigzke pierwotnych jonéw, a intensywnos¢
poszczegblnych pikéw catoSciowego widma jest wyznaczona przez sume liczby
zliczen jonéw o odpowiednich masach, pochodzacych z bombardowanych
mini-obszarow. Woybierajagc wiec, z catoSciowego widma obszaru, pik
odpowiadajacy macierzystemu jonowi interesujgcego nas zwigzku molekularnego
X lub jego fragmentowi, mozna skonstruowac obraz 2D lokalizacji molekuly X na
calym badanym obszarze, analizujgc liczbe zliczen jondéw X, emitowanych
z poszczegllnych mini-obszaréw. Ten tok postepowania moze by¢ stosowany dla
dowolnych zwigzkéw molekularnych, ktérych charakterystyczne jony sa zawarte
w catoSciowym widmie obszaru, o ile intensywno$¢ odpowiadajacych im pikéw
jest odpowiednia duza.

2.5. Mody pracy TOF-SIMS

We wspotczesnej spektrometrii masowej wtornych jonow rozréznia sie
dwa podstawowe rezimy pracy spektrometru masowego: statyczny (ang. static
SIMS), i dynamiczny (ang. dynamic SIMS, depth profiling). Parametrami
roznicujagcymi oba tryby pracy jest natezenie wigzki jonéw bombardujacych
probke (liczba jonéw na jednostke powierzchni i czasu) oraz czas, w ktorym
probka jest bombardowana [167].

Wybicie z badanej powierzchni przez pojedynczy jon wiazki, atomu czy
molekuty oznacza, Ze na powierzchni zostal utworzony defekt. Oznacza to
powstanie lokalnego zaburzenia struktury elektronowej i wtasnosci chemicznych
obszaru wokdét utworzonego defektu. Rozmiar tego obszaru zalezy od rodzaju
probki. Prawdopodobienstwa jonizacji wybijanej czastki i jej neutralizacji przy
powierzchni zalezg od fizyko-chemicznych cech obszaru, z ktérego czastka jest
emitowana. W konsekwencji, widma masowe pochodzace z uszkodzonych
i nieuszkodzonych obszaréw tej samej préobki moga sie znacznie rézni¢, zaréwno
pod wzgledem zestawu masowych pikow widma jak rowniez ich intensywnoSci.
Widma charakterystyczne dla nieuszkodzonej powierzchni uzyskuje sie
w statycznym rezimie pracy spektrometru. Narzuca on silne ograniczenie na
natezenie uzytej wigzki jonowej oraz na czas bombardowania powierzchni, aby
maksymalnie zminimalizowa¢ prawdopodobienistwo emisji wtérnych jonéw z juz
zdefektowanych obszaréw powierzchni. Warunek ten jest osiggany gdy doza
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jonéw wiagzki pierwotnej, konieczna do pomiaru widma, jest o kilka rzedow
wielkosci nizsza od powierzchniowej atomowej koncentracji badanej powierzchni.
W statycznym rezimie pracy typowe parametry pracy spektrometru to natezenie
wigzki na poziomie pA-nA, a szeroko$¢ impulsu wigzki 1-100 ns. Powierzchniowa
czuto$¢ pomiardw, zakres analizowanych mas, masowa zdolno$¢ rozdzielcza
zachowuja swoje wysokie warto$ci w statycznym rezimie pracy spektrometru
[167,176, 189].

W dynamicznym trybie SIMS nateZenie pierwotnej wigzki jest znacznie
wieksze. Ten tryb pracy jest stosowany gléwnie do rozpylania (usuwania)
powierzchniowych warstw badanego materiatu, co w efekcie umozliwia analize
sktadu chemicznego wnetrza probki, z réwnoczesnym pomiarem koncentracji
poszczegblnych sktadnikéw tarczy [176, 189].

Oba mody pracy, dynamiczny i statyczny, sa z powodzeniem
wykorzystywane w charakterystyce struktur biologicznych, generujac odmienny
zasob informacji w stosunku do stosowanych do tej pory metod. W przypadku
analizy probek biologicznych technika ta umozliwia otrzymanie widm w zakresie
od 1 do 1000 m/z.

2.6. Preparatyka probek

Charakterystyka probek biologicznych metoda TOF-SIMS wymaga
zdecydowanie bardziej zaawansowanej metodyki przygotowania materiatu niz ma
to miejsce w przypadku probek nieorganicznych. Podczas procedury preparacyjnej
probek biologicznych, takich jak tkanki, konieczne jest uwzglednienie wielu
czynnikéw rzutujacych na wiarygodnosc¢ i jako$¢ otrzymywanych wynikoéw. Przede
wszystkim istotne jest zachowanie mozliwie natywnej fizjologii i morfologii
badanych struktur, a wiec waznym wymogiem jest zabezpieczenie chemicznej
i strukturalnej integralno$ci materii biologicznej. Konieczna jest ochrona
powierzchni préobki przed zanieczyszczeniami. Spektrometria masowa wtornych
jondéw jest technika wysoce czuta powierzchniowo, z tego wzgledu prébki powinny
by¢ przechowywane i przygotowywane z duzg ostroznoscia w celu
minimalizowania prawdopodobnych, powierzchniowych kontaminacji. Wszystkie
probki do analizy poréwnawczej powinny by¢ przygotowywane wedle tego
samego protokotu oraz mozliwie w tym samym czasie [193]. Pozadane jest, aby
procedura preparatyki byta w miare mozliwosci prosta, powtarzalna oraz
niedroga, tak aby z tatwoscig mogta by¢ wprowadzona do rutynowej analizy [194,
195].

Gtowny problem w badaniach struktur biologicznych za pomoca techniki
SIMS wynika z faktu, iZ pomiary widm masowych musza by¢ prowadzone
w warunkach ultra-wysokiej prozni. Ekspozycja biologicznej préobki na warunki
prozniowe powoduje przemieszczanie sie lotnych zwigzkéw z ich macierzystych
lokalizacji, w tym usuniecie z jej objetosci wody w procesie szybkiego parowania.
Wzrost ciSnienia parcjalnego w spektrometrze utrudnia pomiary i analize
otrzymywanych widm, a w skrajnych przypadkach wrecz uniemozliwia dokonanie
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tych pomiaréw. W przypadku wysoce uwodnionych préobek zachodzi konieczno$¢
usuniecia wody z materialu biologicznego przed rozpoczeciem wtasciwych
pomiardéw.

Wiekszos$¢ komorek i tkanek biologicznych sktada sie w 70% z wody, ktora
pelni wazne funkcje dla wiasciwosci i struktury wiekszosci biologicznych
systemOw. Jej gwattowne usuwanie moze powodowac¢ wiele zniszczen
w strukturze biologicznej oraz przyczynic¢ sie do migracji czasteczek/atomow z ich
pierwotnych miejsc powodujac duze zmiany w natywnym stanie chemicznym. Jest
to przyczyna, dla ktérej koniecznym jest aby w procesie preparatyki probki
biologicznej nastepowalo powolne usuwanie czasteczek wody z badanych
systemow biologicznych [196].

Istnieje wiele opisanych i sprawdzonych sposobdéw usuwania czasteczek
wody i przygotowania probki w celu analizy technikg TOF-SIMS. Posrod tych
procedur wyroédzniajg sie trzy najczeSciej opisywane i stosowane. W dwoch,
z ponizej wymienionych metod, stosowane jest ultra szybkie mrozenie
(> 5000 Ks1) w celu unikniecia mechanicznych zniszczen struktury powstajacych
na skutek wzrostu krysztatéw lodu w procesie wolnego ochtadzania biologicznej
probki [197].

Pierwsza metoda jest liofilizacja (ang. freeze - drying), podczas ktérej
struktura biologiczna jest gwattownie mrozona np. w cieklym propanie,
anastepnie woda jest usuwana w kontrolowany sposob poprzez sublimacje
w niskiej temperaturze. W kolejnym etapie, przechowuje sie probke w cieklym
azocie, po czym przed wtasciwymi pomiarami ogrzewa sie ja powoli w warunkach
prozniowych do temperatury pokojowej w celu ostatecznej dehydratacji [198].

Druga metoda jest chemiczne utrwalanie, najczeSciej w formalinie lub
aldehydzie glutarowym, ktére to zwigzki wzajemnie wigzg biatka komoérkowe
w celu utrwalenia chemicznej i fizycznej struktury badanego materiatu
biologicznego.

Ostatnia to metoda wymagajaca specjalistycznego oprzyrzadowania, jest
nig ,tamanie” uwodnionego, zamrozonego materialu biologicznego (ang. freeze
fracture). Procedura ta polega na gwattownym mrozeniu w ciektym propanie lub
izopropanie probki umieszczonej miedzy dwoma substratami (np. ptytkami
krzemu), nastepnie przechowywaniu w natywnym, uwodnionym stanie
i ostatecznie za pomoca specjalnego urzadzenia prébka jest roztamywana tak, aby
wyeksponowa¢ wnetrze materiatu. Wydaje sie, Ze jest to jedna z najlepszych
aktualnie stosowanych metod do badan materiatu biologicznego w warunkach
prozniowych, oraz ktéra niweluje gromadzenie sie wody na powierzchni prébki
[199]. Metoda ta, z powodzeniem jest stosowana w mikroskopii elektronowej, do
badan technika SIMS zostata zaadoptowana w latach 80-tych [200].

Oczywiscie, o ile jest to mozliwe, zdecydowanie najbardziej optymalnym
podejsciem jest przygotowanie probki w jej niezmienionym, uwodnionym stanie,
gdyz po takim przygotowaniu struktura jest najbardziej zblizona do swej natywne;j
natury [198, 201]. Przeglad literaturowy wskazuje na przyktad, ze obecnos¢ wody
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w materiale biologicznym, jak rowniez zachowanie pierwotnej struktury
dwuwarstwy lipidowej zapewnia optymalne warunki do jonizacji, co wiecej ten
sposéb preparatyki umozliwia otrzymanie bardzo dobrych wynikow w analizie
iloSciowej oraz w obserwacji przegrupowania lipidow w btonach komorek
Tetrahymeny [198, 202, 203]. Jednak, ro6wniez w tej metodzie, obserwowane s3
artefakty, ktore nalezy bra¢ pod uwage podczas analizy. S3 one spowodowane
miedzy innymi, specyficzng topografia otrzymanej powierzchni oraz jej
efektywnym tadowaniem sie w trakcie bombardowania jonowego, gdy probka ma
zbyt duza grubos$¢. Neutralizacje powierzchniowego tadunku jest trudno
przeprowadzi¢ nawet po zastosowaniu napylania elektronami, co powoduje iz
analiza iloSciowa otrzymanych wynikow jest utrudniona. Co wiecej, jak juz
wspomniano metoda ta wymaga specjalistycznego sprzetu sprzezonego
z aparaturg TOF-SIMS.

Innym istotnym czynnikiem, ktdry nalezy rozpatrzy¢ w trakcie
przygotowania materiatu biologicznego do pomiaréw SIMS jest czas uptywajacy
miedzy momentem uzyskania probki, poprzez przykltadowo wyciecie tkanki,
arozpoczeciem zasadniczego pomiaru. Warto w tym miejscu nawigza¢ do
rezultatow przedstawionych przez Sjovalla i in. [204] oraz Debois i in. [204, 205],
wskazujacych na migracje lipidow do powierzchni probki, w czasie pomiedzy
cieciem skrawkéw na kriotomie w temperaturze ok. -20°C, a ich analizg
przeprowadzong w prozni, w temperaturze pokojowej. Dotychczas opisane
badania nie wykazuja rdwnoczesnej depozycji lateralnej sktadnikow biologicznych
probek. W konsekwencji wiekszos¢ lipidéw jest skupiona w powierzchniowych
warstwach, tj. w obrebie 200-300 nm.

Relatywnie czesta procedurg stosowang w badaniach materiatu
biologicznego metoda SIMS jest deponowanie nanowarstwy (jednej lub dwéch)
srebra lub ztota na badanych powierzchniach [206]. Ma to na celu zwiekszenie
przekroju czynnego na jonizacje czastek emitowanych z powierzchni, co prowadzi
do wzrostu sygnatu wtérnych jonow. Dodatkowo, metaliczna nanowarstwa
skutecznie zapobiega gromadzeniu sie tadunku na bombardowanej powierzchni.
Te efekty byty obserwowane przez Nygren’a i in. [207] w badaniach krwinek oraz
tkanek z materiatu pobranego z nerek.

W przypadku analizy tkanek pod wzgledem obecnos$ci oraz zawartosci
lipidéw mozna zastosowac kazda z powyzej opisanych metod, oczywiscie w miare
posiadanych zasobow laboratoryjnych oraz aparaturowych.

Konkludujgc, mozna stwierdzi¢, iz pomiary probek biologicznych
spektrometrig masowa TOF-SIMS stanowig, w dalszym ciggu, duze wyzwanie dla
eksperymentatorow. Jednak zwazywszy na istote informacji jakie dostarcza ta
technika, niezwykle cenne jest udoskonalanie juz istniejacych procedur oraz praca
nad nowymi metodami przygotowania materiatu biologicznego.
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2.7. Analiza danych eksperymentalnych

Nie istnieje jeden, idealny protokot zawierajacy parametry aparaturowe
oraz opis preparatyki probek, ktory moégtby by¢ uniwersalnie stosowany
w badaniach réznych struktur biologicznych metoda SIMS. Na przyktad,
zdecydowanie odmiennego podejscia eksperymentalnego wymaga obrazowanie
komorkowe a innego analiza lipidow w prdébkach tkankowych. Niewatpliwie
wspolng cechag badan SIMS ukladéw biologicznych jest wysoka ztozonos¢
uzyskiwanych widm masowych, wymagajaca duzego nakitadu pracy celem
interpretacji bardzo licznych piké6w masowych w widmach. Réwnoczesnie,
uzyskane pomiary pozwalaja na kompleksowg analize badanej probki, obejmujaca
identyfikacje struktur molekularnych, okreslenie ich koncentracji oraz
zobrazowanie ich powierzchniowej lokalizacji, niezaleznie od rodzaju materiatu
biologicznego poddanego badaniu.

W kontekscie analiz powierzchniowych uktadéw biologicznych technikami
SIMS jako efekt koncowy otrzymuje sie widmo masowe, a wiec wykres zaleznosci
liczby zliczenn od masy atomowej rejestrowanej czastki. Na otrzymanym widmie
mozna zlokalizowa¢ piki molekularne, ktéorych masy sa identyczne jak masy
macierzystych czasteczek wchodzacych w sktad prébki, piki pseudomolekularne,
ktérych masy sa powiekszone o okresSlony addukt (np. [M+H]*, [M+Na]*) oraz
fragmenty wyemitowanych molekut. Przewaznie w trakcie fragmentacji
emitowanych molekul odrywaja sie grupy funkcyjne (np. OH-) lub jak ma to
miejsce w przypadku polimeréw powtarzajgce sie fragmenty, monomery. Stad,
pierwszym i koniecznym etapem analizy danych jest identyfikacja interesujacych
nas zwiazkdow, dla ktérych znane sg charakterystyczne masy atomowe pikow oraz
ich fragmentow. Ze wzgledu na fakt, iz celem pracy jest analiza zmian profili
lipidowych, pod uwage wzieto tylko te grupe czasteczek. Na potrzeby niniejszej
pracy stworzono liste charakterystycznych pikéw dla lipidéw oraz ich fragmentéw.
Lista jest oparta o liczne doniesienia literaturowe i przedstawiona zostata
w zatgczonym ankesie. Bazg do stworzenia przedstawionej listy byty réwniez
pomiary wykonane dla wybranych probek referencyjnych w Instytucie Fizyki U]J.
Takie podejscie do analizy mozna zastosowac¢ w sytuacji, gdy badania skupione sg
wokoét okreslonej grupy czasteczek lub gdy znamy masy i charakterystyke
czasteczek réznicujacych badane probki. W chwili, gdy celem przeprowadzanej
analizy jest identyfikacja czynnikow rdéznicujacych proébki, np. zdrowych od
chorych, koniecznym jest zastosowanie bardziej skomplikowanej analizy opartej
na zlozonych metodach statystycznych, a wiec wielowymiarowych analizach
danych. Metodami takimi sa m.in.: analiza gléwnych skladowych (PCA, ang.
Principal Component Analysis), analiza skupien (PC, ang. Partitioning Clustering)
[208,209].

Uzyskawszy dostateczne intensywnosci pikéw dla znanych mas lub
intensywnosci dla mas roznicujacych badane prébki, przeprowadza sie zazwyczaj
analize porodwnawcza uzyskanych wynikéw. Na podstawie doniesien

49



literaturowych mozna uznag, iz jest mozliwa wzgledna ocena iloSciowa zmian np.
intensywnoSci dla okreslonych pikow w przypadku pomiaru powierzchni prébek
o podobnej charakterystyce, a doktadniej o analogicznych wtasciwosciach
jonizacyjnych [210]. Podobny schemat postepowania zaprezentowano w pracy
autorstwa Touboul i in. [211]. Wedtug tego schematu, nalezy wyekstrahowac
z powierzchni badanej probki obszary, ktére beda poréwnywane, np. réznigce sie
histologicznie, nastepnie uzyskac¢ dla tych obszaré6w widma masowe, w kolejnym
kroku znormalizowa¢ je do takiej samej catkowitej liczby zliczen dla wybranego
obszaru zainteresowania ROI (ang. Region Of Interest) i ostatecznie porownywac
znormalizowane intensywnosci dla istotnych pikow. Opisane podejscie moze by¢
stosowane dla probek réznigcych sie pod réznymi wzgledami, przyktadowo
w rozréznieniu probek od pacjentow zdrowych i chorych. Nalezy przy tym
zaznaczyC, ze wszystkie warunki eksperymentalne musza by¢ takie same,
a pomiary wykonane wzglednie w tym samym czasie [193, 211-214]. Ze wzgledu
na bardzo mate powierzchnie analizy, podobng charakterystyke badanych
powierzchni oraz fakt identycznos$ci parametréw pomiarowych, uzyskane w ten
sposéb wyniki dla réznych prébek moga by¢ poré6wnywane miedzy soba [213].
Doktadnos$¢ i prawidtowo$¢ metody zwieksza sie wraz ze wzrostem liczebnosci
prob, a wiec w przypadku gdy do analizy porownawczej zestawiamy Srednie
wartosci dla znormalizowanych intensywnosSci z poréwnywanych probek lub
obszaréw na powierzchni.

Kolejnym istotnym elementem jest analiza statystyczna stosowana podczas
wykonywania porownan. Przy poréwnywaniu S$rednich w wielu grupach
(populacjach) mozna zastosowa¢ analize wariancji zaproponowang przez
angielskiego biologia i genetyka R.A. Fishera (ANOVA, ang. ANalysis Of VAriance).
Analiza wariancji ANOVA, majgca szerokie zastosowanie w naukach biologicznych
i medycznych, umozliwia ocene wplywu poziomu okre$lonego czynnika na
mierzalng charakterystyke badanego obiektu. W konsekwencji ANOVA bada
istotno$¢ rdéznic miedzy grupami doswiadczalnymi [215]. W tym przypadku,
analiza opiera sie na badaniu zmiennos$ci miedzygrupowej powstatej na skutek
réznic powstatych miedzy grupami doswiadczalnymi. Zmienno$¢ ta wywotywana
jest dziataniem czynnika doSwiadczalnego na poszczegdlne grupy doswiadczalne,
a wyrazana jest zréznicowaniem Srednich poszczeg6lnych grup doswiadczalnych
w stosunku do ogolnej Sredniej. Analiza, w sposéb opisowy, sprawdza jak
przebiega rozktad stosunku kwadratéw odchylen miedzygrupowych do kwadratu
odchylen wewnatrzgrupowych. Przy przedstawionej analizie koniecznym jest
spelnienie pewnych zatozen, mianowicie przy k grupach charakteryzowanych
przez zmienng X, zaktada sie ze zmienne X1, ..., Xk, przypisane grupom 1, ..., k s3
niezalezne i majg rozktady normalne, a ich wariancje s3 homogenne. Sprawdzana
hipoteza zerowa stanowi o réwnosci wszystkich Srednich, a hipoteza do niej
alternatywna, mowi o istnieniu co najmniej jednej pary Srednich, ktore réznia sie
ze soba.
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Gdy na podstawie analizy wariancji wykazany zostanie wptyw czynnika
réznicujgcego na zmiany badanej cechy mozna przystgpi¢ do wykonani testow
wielokrotnych poréwnan (tzw. testy post-hoc). Takie dziatanie umozliwi
okresSlenie, ktére z analizowanych grup rdéznia sie w sposob istotny statystycznie.
Umozliwia to, wykonanie bardziej szczeg6towej analizy badanego zjawiska.
[stnieje szereg roznych testdw post-hoc, ktorych klasyfikatorem jest czuto$c¢ testu,
okreSlona przez prawdopodobienstwo wykrycia rzeczywistych réznic miedzy
grupami, oraz popetnienie btedu pierwszego rodzaju, czyli przyjecia za istotne
roznic, ktore w rzeczywistosSci nie sg istotne statystycznie. Jednym z najczes$ciej
stosowanych testow do poréwnywania par Srednich jest test Tukey’a, bedacy
testem opartym na studentyzowanym rozstepie, a ktory pozwala wyznaczy¢ grupy
$rednich jednorodnych. W przypadku tego testu btad pierwszego rodzaju jest
mniejszy niz przy innych testach, réwnoczes$nie gwarantuje réwny poziom
istotnosci dla wszystkich porownywanych par.

Przedstawione powyzej podejscie do otrzymanych wynikéw technika
TOF-SIMS jest nowatorskie. W zakresie wiedzy dostepnej autorowi rozprawy
opisane powyzej metody analizy nie byly dotad uzywane w pomiarach SIMS.
Pozwalajg one na dosy¢ szczegétowa analize pord6wnawcza otrzymanych wynikéw
w konteks$cie obserwacji zmian jako$ciowych.

2.8. TOF-SIMS w badaniach profili lipidowych

W wiekszosci metod stosowanych do tej pory w biologii, do badania lipidow
w tkankach konieczna jest ekstrakcja tych zwigzkéw z ich macierzystego uktadu.
W tych przypadkach, zatracona =zostaje informacja o przestrzennym
umiejscowieniu interesujagcych nas zwigzkdbw w badanym materiale.
W odniesieniu do probek biologicznych wiedza na temat lokalizacji waznych
biologicznie zwigzkow jest niezwykle istotna. W pomiarach TOF-SIMS mozliwe jest
uzyskanie informacji o przestrzennym rozmieszczeniu biomolekut z bardzo
wysoka rozdzielczoscig (400 nm - 2 um) [216, 217].

Analiza lipidow i ich obrazowanie na powierzchni prébek biologicznych
pochodzenia zwierzecego stanowily gtdwny przedmiot poczatkowych zastosowan
spektrometrii TOF-SIMS w dziedzinie biologii. Od poczatku zaimplementowania
techniki TOF-SIMS do badan biologicznych, wiekszos$¢ prac dotyczyta cholesterolu,
witaminy E oraz kwaséw ttuszczowych. Powodem tego jest wysoka wydajnos¢
emisji jonowej dla tych czasteczek. Fosfolipidy i sfingolipidy muszg by¢ natomiast
skumulowane w danym obszarze aby byly widoczne na widmach masowych ze
wzgledu na mniejsza intensywnos$¢ sygnatéw. Od poczatku uzycia techniki
TOF-SIMS, powstata obszerna biblioteka widm jak réwniez bogata lista
charakterystycznych pikéw pojawiajacych sie w widmach masowych lipidow.
Charakterystyka tych pikéw dla poszczegélnych grup lipidowych znajduje sie
w tabelach znajdujacych sie aneksie.

Juz w latach dziewiecdziesigtych podjeto pierwsze proby zastosowan tej
metody do badan nad probkami biologicznymi, lecz przeprowadzone
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eksperymenty byly w wiekszosci przypadkdéw ograniczone mozliwoSciami
aparaturowymi. Pionierskie wyniki obrazowania lipidow zaprezentowane przez
McMahon w 1995 roku [218] dotyczyty analizy fosfatydylocholiny i sfingomieliny
w tkankach mézgu Swini oraz prébkach nadnerczy pochodzacych od psa. Kolejnym
przykladem jest identyfikacja cholesterolu we krwi u os6b chorujacych na zespoét
Smitha - Lemliego - Opitza, co mozna potraktowac jako poczatek wykorzystania
tej metody w zakresie biomedycyny [219]. W tej dziedzinie uzyskano mapy 2D,
o wysokiej rozdzielczoSci, redystrybucji cholesterolu w ludzkim jelicie po
uprzednim podaniu toksyny cholery. Na podstawie tych badan wykazano
zwiekszong kumulacje cholesterolu w enterocytach kosmkéw jelitowych tkanki
potraktowanej toksyna [220]. Kolejne badania wykazaty specyficzng kumulacje
dwoch typow glikosfingolipidow w prébkach skéry i nerek oséb ze zdiagnozowana
chorobg Fabry’ego. Wymienione lipidy gromadzity sie w skorze wtasciwej
i w tkance podskornej. Natomiast, u zdrowych ochotnikdéw sygnaty pochodzace od
lipidéw w naskérku byty stabe. W dodatku, w przypadku materiatu z biopsji nerki
zaobserwowano  korelacje @ miedzy poziomem  intensywnos$ci  pikow,
odpowiadajacych glikosfingolipidom, a stopniem zaawansowania choroby [221].

Uzycie konglomeratow jonowych, takich jak Aun*, Bin*, Ceo*, spowodowaty
wzrost emisji wtornych jonéw o wyzszych masach przy réwnoczesnym
zwiekszeniu emisji macierzystych jonéw molekularnych [199]. Umozliwito to
analize i wizualizacje 3D skomplikowanych molekut biologicznych. Jonowe wiagzki
konglomeratéow stworzyty mozliwo$¢ zobrazowania cholesterolu w komoérkach
przez Nygrena i in [222], umozliwily identyfikacje cholesterolu, sulfatydéw,
fosfatydyloinozytolu oraz fosfatydylocholiny oraz byty pomocne dla okreslenia
lokalizacji w korze mozdzku szczura cholesterolu oraz fosfocholiny [199,
222-224]. Dzieki zastosowaniu dziata emitujacego klastry ztota (Ausz*), rozrézniono
trzy rézne obszary w probkach nogi myszy na podstawie specyficznej dystrybucji
roznych klas lipidow (kwaséw ttuszczowych, tréjglicerydow, fosfolipidow,
tokoferolu, koenzymu Q9 oraz cholesterolu). Badania te pokazaly mozliwos$¢
bezposredniego zlokalizowania w tkance okreslonej ilosci lipidow, ktérych
zawarto$¢ moze odzwierciedla¢ stan metaboliczny struktury [211]. Podejmowano
rowniez proby przeprowadzenia badan o charakterze iloSciowym. Prinz i in. [225]
analizujgc rézne grubosci modelowych warstw fosfolipidow pokazali mianowicie,
iz piki przypisane zjonizowanym  molekutom, takim jak dimer
1-oleoyl-2-palmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC), maja r6zng intensywnos$¢
w zaleznosci od grubo$ci warstw badanych lipidow. Zasugerowat, ze
wystepowanie pikow $wiadczacych o emisji molekut moze zostac¢ uzyte jako czuty
wskaznik zmian w strukturach btony oraz informowa¢ o istnieniu
dwuwarstwowych struktur btonowych w komoérkach i tkankach. W pracy
Ostowskiego i in. [226] dokonano rozréznienia pojedynczych komorek na
podstawie sktadu lipidowego, a konkretnie na przykladzie cholesterolu
w zewnetrznych warstwach plazmolemmy makrofagow.
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Touboul oraz Kollmer [227] przeprowadzili badania witaminy E w aspekcie
jej wlasciwosci przeciwutleniajacych. Wykonali oni szczeg6towa analize lokalizacji
tokoferolu w moézgu myszy. Ten sam lipid zbadat Monroe w pracy z 2005 roku
[228]. Przedstawit on lokalizacje tokoferolu w skali sub-komérkowej w btonach
pojedynczych, wyizolowanych neuronéw z modelowego Aplysia californica.
Wykonano réwniez obrazowanie kwasow tluszczowych w siatkdwce szczuréw,
kwaséw fosfatydowych w blaszce miazdzycowej, czy tez di- i trojglicerydéw
(DAGs, TAGs) w ludzkiej tkance ttuszczowej [229-231].

Majac zatem na uwadze cel badawczy postawiony w niniejszej pracy, oraz
biorgc pod uwage powyzej przedstawionemu zarysowi wybranych pozycji
naukowych mozna uzna¢ za obiecujacy wybér techniki TOF-SIMS do zbadania
zmian profili lipidowych w tkankach bedacych przedmiotem rozprawy.
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Czesc¢ eksperymentalna

Czes¢ eksperymentalna rozprawy obejmuje opis cato$ci prac o charakterze
doswiadczalnym i interpretacyjnym, realizowanych w ramach tematu badawczego
rozprawy. Opis przedstawiony jest w trzech rozdziatach, ktore zawieraja
wyczerpujace informacje dotyczace materialu biologicznego uzytego do badan,
przebiegu eksperymentéw, zastosowanych metodach badawczych oraz
uzyskanych wynikoéw i ich analizy.

Pierwszy rozdziat opisuje warunki hodowli i zastosowane zywienie
zwierzat bedacych obiektem badan, procedury zwigzane z preparatyka probek
iich przechowywaniem. Gtéwna cze$¢ prac eksperymentalnych byta realizowana
przy uzyciu aparatury TOF-SIMS. W rozdziale podano stosowne parametry
aparatury i opisano przebieg eksperymentéw. Omoéwiono réwniez sposob
przygotowania danych dos$wiadczalnych, z udziatem statystycznych metod analizy
wynikéw, do charakterystyki ukitadéw lipidowych w badanych tkankach.
Wszystkie informacje zawarte w tym rozdziale dotycza dwodch nastepnych
rozdzialéw czesci eksperymentalnej rozprawy.

Prace eksperymentalne realizowano w dwodch cyklach pomiarowych.
Pierwszy cykl pomiaréw dotyczyt badan zwigzanych z zawartoScig poszczego6lnych
lipidéw w tkance mieSniowej m. pectoralis superficialis brojleréw Ross 308. Wyniki
tych badan przedstawia rozdziat drugi. Czynnikiem rdznicujacym cztery grupy
probek poddanych badaniu w pomiarowym cyklu, byto zastosowanie réznego typu
zrodta tluszczu w diecie zwierzat. Wzbogacony sktad lipidowy miesa uzyskano
dzieki podaniu w paszach zwierzat olejow roslinnych, o specyficznych
zawartoSciach lipidow i kwasow ttuszczowych. Celem opisanych w tym rozdziale
badan byto wykorzystanie techniki TOF-SIMS do analizy réznic w profilach
lipidowych tkanek mie$nia piersiowego (m. pectoralis superficialis) brojlerow
objetych r6znymi programami zywieniowymi.

Zaobserwowane w tym cyklu prac dos$wiadczalnych wyniki wykazaty
miedzy innymi, iz przy uzyciu czynnika zywieniowego mozliwe jest sterowanie
profilami lipidowymi w miesie brojleréw, co moze postuzy¢ do uzyskania miesa
o wtasciwosciach ,zywnosci funkcjonalnej”, cechujacego sie miedzy innymi wysoka
zawarto$cig wielonienasyconych kwaséw w-6 i w-3 w proporcjach zalecanych dla
zdrowia cztowieka.

Trzeci rozdzial poswiecony jest wynikom uzyskanym w drugim cyklu prac
doswiadczalnych. Eksperymenty przeprowadzono na fragmentach mies$ni, dla
ktérych czynnikiem doswiadczalnym byt czas, pomiedzy ubojem zwierzat a analiza
miesSni przechowywanych w chtodniczych warunkach. Wyodrebniono trzy
interwaty czasowe, po ktorych odpowiednia grupa probek zostala w taki sam
sposéb przygotowana i poddana eksperymentalnej analizie. Jako$¢ produktéw
miesnych jest warunkowana wieloma czynnikami, miedzy innymi wartos$cia
odzywcza, wlasnoSciami funkcjonalnymi, ale i cechami sensorycznymi. W dobie
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powszechnego dostepu do produktéw miesnych waznym czynnikiem, w duzym
stopniu decydujacym o jako$ci miesa, jest czas i warunki jego przechowywania.
Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu czasu przechowywania
chtodniczego na sktad lipidowy miesa kurczat brojlerow, dokonana przy
zastosowaniu techniki TOF-SIMS.

Ze wzgledu na fakt, iz utlenione formy poszczegdlnych lipidow w miesie
bezposrednio rzutujg na jego jakoS¢ i przydatno$¢ do spozycia, niezwykle
przydatna staje sie wiedza kiedy i w jakim stopniu zachodzi proces utleniania
w strukturze tkankowej. Informacje te, moga nastepnie postuzy¢ do doktadnego
okresSlenia ‘bezpiecznego’ czasu przechowywania produktéw pochodzenia
zwierzecego, w celu minimalizacji zagrozen wynikajacych z konsumpcji zywnoSci
o wysokiej zawarto$ci utlenionych form lipidowych (np. oksysteroli). Z tych
powodow, otrzymane w niniejszym eksperymencie wyniki wnosza cenne
informacje o zmianie profili lipidowych w trakcie przechowywania chtodniczego
i moga stanowi¢ dobry prognostyk do dalszych badan technikg TOF-SIMS w tej
tematyce.
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3. Materialy i metody
3.1. Hodowlaizywienie zwierzat

W pierwszym cyklu prac doswiadczalnych, a wiec w analizie dotyczacej
wptywu zastosowania réznego typu Zrodta tluszczu w diecie zwierzat na
zawarto$¢ poszczegOlnych lipidow w tkance mie$niowej, materiat do badan
stanowity miesSnie piersiowe powierzchniowe (m. pectoralis superficialis) szybko
rosnacych kurczat brojleréw Ross 308. Zwierzeta utrzymywano na fermie
doswiadczalnej Instytutu Zootechniki PIB w Balicach. Materiatem doswiadczalnym
byto szes$¢set osiem jednodniowych, indywidualnie zwazonych i oznakowanych
pisklat (kogutkow), ktére przydzielono losowo do 16 oddziatéw, po 38 osobnikéw.
W kazdym oddziale wyodrebniono po cztery grupy, dla ktérych wprowadzono
odmienny plan zywieniowy. Kurczeta brojler6w odchowywano w bezokiennym
budynku, na $cidtce, w przedziatach, do 42 dnia Zycia. Wszystkim brojlerom
zapewniono jednakowe, optymalne, elektronicznie sterowane warunki
Srodowiskowe (temperature, wilgotno$¢ wzgledng, program $wietlny) oraz
swobodny dostep do paszy i wody. Podczas catego eksperymentu kazda z czterech
grup badawczych zywiono pelnoporcjowymi granulowanymi mieszankami
paszowymi, ktére zmieniano wraz ze wzrostem i rozwojem zwierzat.

Dieta dla drobiu hodowlanego w giéwnej mierze oparta jest na zbozach
dostarczajacych niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe z rodziny w-6
i nieznaczne ilosci kwaséow z rodziny w-3. Od urodzenia do 21 dnia Zycia
podawano mieszanke paszowa, tzw. ,starter”, nastepnie od 22 do 35 dnia Zycia
,grower” i ostatecznie do 42 dnia ,finisher”. Wymienione diety w swoim sktadzie
zawieraly okreSlone proporcje sktadnikéw pokarmowych. Odpowiednio
w ,starter” 22%, ,grower” 20,5% oraz w ,finisher” 20,5% surowego biatka oraz
odpowiednio po 2990 kcal/kg (12,5 kJ), 3130 kcal/kg (13,1 kJ) i 3130 kcal/kg
(13,1 KkJ) energii metabolicznej (Drobin Nutrition Standards, 2005).
W podstawowej diecie zwierzeta otrzymywaty odpowiednia iloé¢ ttuszczu. Zrédio
pochodzenia ttuszczu réznito sie dla kazdej badanej grupy oraz miato inng
proporcje w zaleznosci o wieku brojleréw. Mianowicie, proporcje ttuszczu w diecie
podstawowej w zaleznosci od wieku wynosity odpowiednio: 2,9%, 4,8% oraz
4,8%. Zrédtem thuszczu w pierwszej grupie (grupa I) byt olej sojowy bogaty
w kwas linolowy, w ktérym wystepuje przewaga PUFA w-6. Druga grupa (grupa II)
otrzymywata tluszcz w postaci oleju Inianego, ktéry stanowi zrodio kwasu
linolenowego, w-3. Trzecig badang grupe (grupa III) karmiono mieszanka dwéch
olejow, Inianego i sojowego, w proporcji 44%:56%, ktéra odpowiada rowne;j ilosci
obu tluszczy w mieszance. Brojlery w grupie kontrolnej (grupa IV) karmiono pasza
z dodatkiem toju wotowego, ktory jest powszechnie wykorzystywany w masowej
produkcji komercyjnej, z tego wzgledu grupa ta traktowana jest jako referencyjna.
Codziennie, w trakcie hodowli zwierzat, kontrolowano mase kazdego brojlera,
spozycie paszy oraz liczbe padtych osobnikéw. Po zakonczonym odchowie, w 42
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dniu zycia wybrano po dziesie¢ osobnikow z kazdej grupy doswiadczalnej o masie
ciata zblizonej do Sredniej w grupie (2,9 + 0,9 kg). W celu przygotowania probek
do pomiaréw spektrometrig masowa oraz do analizy mikrostrukturalnej wybrano
losowo po cztery osobniki z kazdej grupy zywieniowe;j.
Eksperymenty dotyczace wplywu czasu przechowywania miesni
w warunkach chtodniczych (4°C) na sktad lipidowy tkanki mieSniowej
(m. pectoralis  superficialis), a wiec drugi cykl prac doswiadczalnych,
przeprowadzono na kurczetach brojlerach Ross 308 utrzymywanych
w standardowych warunkach na fermie drobiu w Zalesianach (Gdéw, powiat
Wielicki). W dniu przyjecia na ferme piskleta zwazono, skontrolowano ogolny stan
zdrowia i kondycji oraz podano pasze - mieszanke treSciwg typu ,starter”.
W trakcie odchowu stosowano nastepujace mieszanki paszowe granulowane:
- mieszanka typu ,starter”, od pierwszej do 7 doby zycia,
- mieszanka typu ,grower I”, od 8 do 19 doby zycia,
- mieszanka typu ,grower 11", od 20 do 32 doby zZycia,
- mieszanka typu ,finisher”, od 33 doby Zycia do uboju (42 dzien zycia).
Mieszanki te, pochodzity z wytworni pasz Cargill Feed & Nutrition Poland
Sp. zo.o w Ropczycach. Pasze i wode podawano ad libitum przez caty cykl
produkcyjny, przy jednoczesnej ciggtej kontroli iloSci podawanej paszy (kg/dobe)
oraz zuzycia wody (litrow/dobe). Proces podawania pasz odbywat sie
paszociggami i byl sterowany automatycznie. Woda, ktérg pojono kurczeta
pochodzita z sieci miejskiej i speiniata normy wody pitnej dla ludzi (Dz. U. Nr 61,
poz. 417). Wysoko$¢ zawieszenia poidet regulowano stopniowo wraz ze wzrostem
kurczat w celu utatwienia pobierania wody. W trakcie tuczu nie stosowano
programu Swietlnego - brojlery byty doswietlane $wiattem sztucznym przez cata
dobe.
W 42 dniu zycia wybrano 4 osobniki o $redniej masie ciata (2,7 + 0,6kg),
z ktorych uzyskano prébki poddane analizie TOF-SIMS oraz analizie
mikrostrukturalnej.

3.2. Przygotowanie préobek

Do badan mikrostrukturalnych oraz analizy TOF-SIMS, od wszystkich
analizowanych kurczat z doSwiadczenia zywieniowego, w pierwszym cyklu prac
doswiadczalnych, z lewej czeSci tuszki w 15 minucie post mortem pobierano
fragmenty mies$ni piersiowych powierzchniowych (m. pectoralis superficialis)
o wymiarach ~1 cm3. Pobrane fragmenty miesni mrozono w ciektym azocie,
anastepnie przechowywano w temperaturze -86°C. Podobnie postepowano
wdrugim cyklu prac doswiadczalnych, a wiec analizie wptywu czasu
przechowywania mie$ni w warunkach chtodniczych (4°C) na sktad lipidowy tkanki
mieSniowej. W tym przypadku, 24 godziny po uboju, z lewej czesci tuszki
pobierano fragmenty mies$ni piersiowych (1 cm3). Dodatkowo, fragmenty tkanek
pobierano takze po 48 h oraz 72 h przechowywania miesa w warunkach
chtodniczych. Preparatyka prébek po kazdym odstepie czasowym przebiegata
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wedlug tej samej procedury. Pobrane tkanki mrozono w ciektym azocie
i przechowywano w temperaturze -86°C. W kolejnym etapie, materiat
histologiczny przyklejano do holderé6w za pomoca medium do tkanek mrozonych
OCT Embedding Matrix firmy CellPath, a nastepnie krojono w kriostacie typu Slee
Mev (Niemcy) w temperaturze -20°C, na seryjne skrawki (w poprzek witokien
mieSniowych) gruboSci 10 pm. W przypadku analizy TOF-SIMS doniesienia
literaturowe wskazuja, iz dla ptaskich probek otrzymuje sie lepsze wyniki niz
w przypadku prébek o nier6wnej, chropowatej powierzchni. Badania wykonane na
cienkich skrawkach (do okoto 10 pm) charakteryzuja sie dodatkowo mniejszym
efektem matrycy [232]. Skrawki mrozeniowe naklejano na szkietka podstawowe
typu Star-Frost, a nastepnie przechowywano w warunkach prézniowych
w temperaturze -86°C. Wykonano dwa seryjne preparaty mrozeniowe, z ktérych
jeden wykorzystano do analizy TOF-SIMS, natomiast drugi do wybarwienia
ttuszczu SrodmiesSniowego. Reakcja wybarwiania tluszczu S$réodmiesniowego
zostata przeprowadzona na Swiezych, nieutrwalonych skrawkach przy uzyciu
alkoholowego roztworu czerwieni oleistej ‘Oil Red O’ firmy Sigma [233]. Przebieg
procedury:

e barwienie czerwienig oleistg ‘Oil Red O’ (Sigma) - 10 minut,

e ptukanie w wodzie destylowanej - 2 minuty,

e podbarwianie hematoksyling Erlicha - 5 minut,

e ptukanie w wodzie biezacej - 15 minut,

e zamykanie w glicerol-zelu (Sigma).

Tak przygotowane preparaty analizowano w mikroskopie $wietlnym
NIKON E600 (Japonia).
Bezposrednio przed analiza TOF-SIMS, preparaty mrozeniowe suszono

w eksykatorze w temperaturze pokojowej przez okres 1 h. Czas suszenia probki
zamrozonej jest zalezny od typu materiatu, grubosci tkanki oraz jej powierzchni.
Jak wskazuja dane literaturowe czas suszenia tkanek moze wynosi¢ od kilku
godzin do kilku dni w zalezno$ci od rodzaju tkanek [232, 234]. Sjovall i in. [204]
oraz Jones i in. [235] sugerujg, iZ np. cholesterol moze zosta¢ catkowicie utracony
podczas dtugotrwatej liofilizacji. Stad tez, suszenie preparatow w prezentowanych
badaniach ograniczono do okresu 1 godziny. Pomimo tego, ze w trakcie suszenia,
a konkretnie w trakcie usuwania wody, nastepuje strukturalna deformacja oraz
powstaja artefakty zwigzane z przemieszczaniem sie jondw (tj. Na* oraz K*), wiele
dotychczas przeprowadzonych badan wskazuje, ze taki sposéb preparatyki probki
jest wiasciwy w przypadku badan prowadzonych przy uzyciu spektrometrii
masowej [236-238].

3.3. Pomiary TOF-SIMS

Wszystkie pomiary, ktérych analiza jest przedmiotem czeSci doSwiadczalnej
prezentowanej rozprawy, wykonano na systemie dynamicznej i statycznej
spektrometrii mas wtérnych jonow z analizatorem czasu przelotu TOF-SIMS 5
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(ION-TOF GmbH, Miinster, Niemcy), znajdujacym sie w Instytucie Fizyki
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Jako Zrddto pierwotnych jonéw zastosowano dziato
bizmutowe LMIG. W przypadku wszystkich wykonanych pomiaréw jonami
bombardujgcymi powierzchnie prébek byly klastry Bif. Wybor takiego dziata
zostat podyktowany analiza danych literaturowych oraz przeprowadzonych
pilotazowych, poréwnawczych pomiaré6w prébek lipidéw referencyjnych, ktére
wykonano na spektrometrze TOF-SIMS w Instytucie Fizyki U]. [185, 234].

Jony pierwotne bombardowaty badane powierzchnie z energia 30 keV pod
katem 45° do powierzchni prébki, ktérg umiejscowiono na specjalnym uchwycie
(holderze). Gorna granica zakresu masowego podlegajacego analizie wynosita 900
amu. CiSnienie gazow resztkowych w komorze spektrometru utrzymywano na
poziomie 10-10 mbar w trakcie wykonywania pomiardow.

Spektrometr TOF-SIMS 5 moze pracowa¢ w réznych modach w zaleznosci
od potrzeb eksperymentatora. W przypadku przestawionych w tej pracy wynikéw,
analiza sktadu powierzchniowego byta wykonywana w statycznym modzie pracy
spektrometru. Umozliwia on otrzymanie szczegélowej informacji o sktadzie
chemicznym powierzchni badanego materiatu. Statyczny charakter pomiaru widm
byt potwierdzony liniowa zaleznosci liczby zliczen dla charakterystycznych pikow
w funkcji dozy wigzki pierwotnej. W celu neutralizacji powstajacego tadunku na
powierzchni probki, w przerwie miedzy dwoma impulsami pochodzacymi ze
zrodta pierwotnych jondw, zastosowano niskoenergetyczne dziato elektronowe.
W obrebie kazdego cyklu prac dosSwiadczalnych przeprowadzone eksperymenty
wykonano w tym samym czasie i takich samych warunkach.

Do analizy TOF-SIMS preparatow pochodzacych od zwierzat objetych
réznymi programami zywieniowymi wykorzystano uchwyt, na ktérym
umieszczono rownocze$nie 16 skrawkow tkankowych, po cztery ze wszystkich
czterech grup pomiarowych. W pierwszym kroku wykonano analize
powierzchniowa na obszarze 500x500 upum? dla ujemnie oraz dodatnio
natadowanych wtdérnych jonéw. Wyniki przeprowadzonych analiz w przypadku
pierwszego cyklu prac doswiadczalnych odnosza sie gtéwnie do ujemnie
natadowanych jonéw, za wyjatkiem czeSci omawiajacej sterole, dla ktorych
przedstawiono analize jonow dodatnich. Powodem takiego postepowania byty
zbyt niskie intensywnos$ci charakterystycznych pikow mierzonych w polaryzacji
dodatniej. Jedynie w przypadku cholesterolu, reprezentujacego grupe steroli, piki
otrzymane w polaryzacji dodatniej charakteryzowaly sie znaczaco wyzZszymi
intensywno$ciami w stosunku do pikow znajdujacych sie na widmach
w polaryzacji ujemnej. W trakcie wykonywania pomiaré6w na biezaco
obserwowano mapy 2D  sygnatow  pochodzacych od  cholesterolu
i fosfatydylocholiny w celu identyfikacji obszaréw charakterystycznych dla
ttuszczu Srodmiesniowego i widkien miesniowych.

W drugim cyklu prac doswiadczalnych, w ktérym badano wptyw czasu
przechowywania chtodniczego, do analizy zastosowano uchwyt, na ktérym
umieszczono cztery szkietka laboratoryjne, po jednym dla kazdego wybranego
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osobnika. Na kazdym szkietku laboratoryjnym znajdowaly sie po trzy skrawki
miesni piersiowych, co w sumie dato 12 prébek do pomiaru spektrometrycznego.
Wszystkie przeprowadzone analizy wykonano dla joné6w dodatnich, analizowane
powierzchnie miaty wymiar 500x500 um? oraz 256x256 pikseli.

Kalibracje kazdego zmierzonego widma wykonano za pomoca sygnatow
zidentyfikowanych od nastepujgcych jonéw dodatnich: H*, HS, CH*, CHy, CHF
oraz C;Hy, natomiast w przypadku widm jonéw ujemnie natadowanych za pomocg
pikéw C~,CH~, CH;,C;,C,H™ [239].

Obrazy 2D uzyskane metoda TOF-SIMS posiadaja 256 odcieni szarosci.
Odcien o indeksie 0 (czarny) odpowiada najmniejszej intensywnosci, natomiast
odcien 255 (biaty) odpowiada maksymalnej intensywnosci emisji wtérnych jondw.
Wszystkie pozostate intensywnosci mieszczace sie w tym zakresie sg odpowiednio
przypisane stosujac zalezno$¢ liniowa. W celu poprawy czytelnosci obrazow dla
wszystkich zaprezentowanych map 2D zastosowano taka sama palete kolorow:

_—

najmniejsza intensywnos¢ najwieksza intensywnos¢
emisji wtoérnych jonow emisji wtérnych jonow
Wszystkie wyniki edytowano i analizowano w programie SURFACELAB 6.3
(ION-TOF GmbH, Miinster, Niemcy).

3.4. Przygotowanie danych

Wynikiem wszystkich przeprowadzonych powierzchniowych analiz byto
kazdorazowo widmo masowe zmierzone na powierzchni 500x500 pm?. W celu
przeprowadzenia analizy poréwnawczej, dla obu cykli prac doswiadczalnych,
otrzymane dane poddano opisanej ponizej obrébce.

W pierwszym cyklu prac doswiadczalnych dla kazdego, otrzymanego
skrawka preparatu wykonano po cztery pomiary. Tak dobierano analizowane
miejsce, aby na badanej powierzchni znajdowaty sie obszary ttuszczu
Srodmiesniowego oraz wtokien miesniowych. Podczas pomiaru eksperymentator
ma do dyspozycji obraz probki uzyskany z kamery CCD (Rys. 8) nie mniej jednak,
obraz ten nie pozwala na szczegétowe rozrdznienie miejsc wystepowania obu
struktur.

Rys. 8. Zdjecie z kamery CCD tkanki
badanej metoda TOF-SIMS.
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Trudnos¢ w identyfikacji poszczegdlnych obszaréw na obrazie CCD jest
powodem, dla ktérego w trakcie analizy SIMS obserwowano mape dystrybucji jonu
pochodzacego od cholesterolu (masa m/z 369) oraz jonu charakterystycznego dla
fosfatydylocholiny (masa m/z 184). Do identyfikacji obszaréw wtdkien
mieSniowych oraz tluszczu S$réodmiesniowego, postuzyly réwniez seryjne
preparaty histologiczne z wybarwionym tluszczem czerwienig oleista.
Przyktadowe zestawienie obrazu histologicznego oraz obrazéw ilustrujacych
sygnaly wybranych jonéw umieszczono na Rys. 9.

A) »B),
P
: 3 AN
Ed b % =
' A L

Rys. 9. A) obraz z mikroskopu $wietlnego fragmentu miesni piersiowych kurczat brojleréw Ross
308 - barwienie ttuszczu czerwienig oleista. B)-E) obrazy emisji wtérnych, dodatnie natadowanych
jonéw z powierzchni 500X500 um?2 z miesni piersiowych kurczat brojleréw Ross 308. B) m/z
59,08; C) m/z 109,12; D) m/z 339,34; E) m/z 579,60.

Obrazy na Rys. 10 przedstawiajace przyktady map 2D, charakteryzuje
wystepowanie dwoch komplementarnych obszaréw. Regiony o wysokim sygnale
jonu cholesterolu [jasniejsze miejsca w wierszu (B)] to obszary ttuszczowe, za$
miejsca, dla ktorych widoczna jest wysoka intensywnos$¢ jonu fosfatydylocholiny
[jasniejsze miejsca w wierszu (C)] wskazujg obecno$¢ wtokien mieSniowych.

I GRUPA II GRUPA [T GRUPA IV GRUPA
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Rys. 10. Wybrane obrazy TOF-SIMS emisji ujemnie natadowanych jonéw z powierzchni 500x500
um2 pochodzace z miesni piersiowych kurczat brojlerow Ross 308. (A) sygnat od wszystkich
wyemitowanych jonéw, (B) zliczenia jonu charakterystycznego dla cholesterolu, o m/z 385,4 oraz
(C) zliczenia charakterystycznego jonu fosfatydylocholiny, 123 amu.

Po wykonaniu pomiaréw na duzych powierzchniach (500x500 pm?),
manualnie wybrano z kazdej pojedynczego obszaru po 4 miejsca o wielkoSci
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5050 pum? charakterystyczne dla ttuszczu $rédmiesniowego i odpowiednio 4
obszary dla wtokien mieSniowych. Rys. 11 ukazuje peina metodyke analizy,
w efekcie ktdrej otrzymano pojedyncze widmo do dalszej analizy poréwnawczej.

GRUPA GRUPA 1 GRUPA 1I GRUPA III GRUPA IV
Pasza Pasza Pasza Pasza
Dieta podstawowa + podstawowa + podstawowa + podstawowa +
olej sojowy olej Iniany 56% OS 16j wolowy
(0S) (OL) 44% OL (BT)
4 osobniki z kazdej grupy = 4 skrawki tkankowe z kazdej grupy
Do analizy
ToF-SIMS

16 skrawkow tkankowych

Dla pojedynczego skrawka CL\>
Dla kazdego wykonano 4 pomiary 500 x 500 pm? f' \

skrawka
tl '(

tkankowego \L ¥ ,( 3 é \',‘

64 pomiary obszaru 500 x 500 pm?

Z pojedynczego pomiaru 500 x 500 pm? ':” <—— J— ""’

wybrano 4 charakterystyczne obszary dla — \ \" -

thuszezu i takg sama liczbe dla ' =

ROI (Region Of | widkien migsniowych, / / \ ~~~~~~
Interest) powierzchnia analizy t050 x 50 pm? . I

Dato to po 64 pomiary dla kazdej grupy TN
w przypadku tluszczu $rodmiesniowego oraz w przypadku widkien
miesniowych.

Rys. 11. Schemat procedury otrzymania pojedynczego widma z obszaru ttuszczu $rédmiesniowego
i obszaru wiékien miesniowych.

Jak wynika z przedstawionego schematu, dla kazdej badanej grupy do
analizy poréwnawczej otrzymano 64 widma pochodzace z obszaréw tluszczu
Srodmiesniowego oraz taka samg liczbe widm z regionow charakterystycznych dla
wtokien mie$niowych. Opisang metodyke zastosowano w przypadku jonow
ujemnych dla wiekszosci grup lipidowych, za wyjatkiem grupy steroli dla ktdrej
wykonano analize w polaryzacji dodatniej. Nastepnie, kazda otrzymana
intensywnos¢, bedaca scatkowang powierzchnig pod krzywa charakterystycznego
piku, znormalizowano do catkowitej ilosci zliczenn dla danego widma z obszaru
5050 pm?.

Drugi cykl prac doswiadczalnych, w ktéorym badano wptyw
przechowywania chtodniczego na zmiane profili lipidowych, obejmowat trzy
interwaty czasowe przechowywania miesa. Dla kazdego osobnika, sposréd
wybranych czterech, przygotowano po 3 preparaty dla okresu 24 h, 48 h oraz 72 h
po uboju. Analize obszaru 500x500 pum? przeprowadzono na kazdej prdbce
trzykrotnie, w rdéznych miejscach. W konsekwencji, dla kazdego odstepu
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czasowego otrzymano 9 pomiaréw, w przypadku kazdego jednego wybranego
osobnika. Wszystkie pomiary wykonano dla jon6w dodatnich. Rys. 12 prezentuje
procedure, jaka zastosowano nastepnie do otrzymania pojedynczego widma
z obszaru wtdkien mieSniowych o powierzchni 50x50 pm?.

500 x 500 pm? 500 x 500 wm?
D 0+ “l 4 A ; N I\,LJL ’ ! :
0 50 100 150 200 250 300 350
Mass [amu]
zdjecie z kamery CCD obraz emisji wszystkich widmo masowe z obszaru 50 x50 pm?

wtornych jonow

Rys. 12. Metodyka otrzymania widma masowego z obszaru 50x50 pm?, pokazana na pojedynczym
pomiarze préobki z I grupy doswiadczalnej (24 h po uboju).

Jak pokazuje powyzszy rysunek, z kazdego pojedynczego pomiaru na obszarze
500500 pm? wybrano po 4 mniejsze obszary, o powierzchni 50X50 pm?. W ten
sposéb otrzymano 4 widma masowe z obszaréw obejmujacych wtékna mieSniowe
lub obszary ttuszczu S$rédmieSniowego. Reasumujgc, dla kazdego okresu
przechowywania miesa (24 h, 48 h oraz 72 h po uboju) otrzymano 144 widma do
analizy poréwnawczej (dla kazdego odstepu czasowego 4 osobniki, dla kazdego
osobnika po 9 pomiaréw 500x500 pm? z kazdego obszaru wybrano 4
powierzchnie 50X50 pm?).

3.5. Analiza statystyczna wynikow

Wyniki przeprowadzonych pomiar6w poddano nastepnie analizie
statystycznej, okreSlajac wartosci Srednie, odchylenia standardowe dla danej
grupy oraz jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA. O istotnosci rdznic
pomiedzy warto$ciami Srednimi dla grup wnioskowano na podstawie testu
Tukey’a.

Odnosnie badania wptywu zywnosSci na zmiane profili lipidowych,
w pierwszym cyklu prac do$wiadczalnych, wystepowaty k = 4 grupy (populacje)
oraz N; = Y¥ . n; = 64 -4 = 256 niezaleznych préb. Natomiast w drugim cyklu
prac doswiadczalnych, wystepowaly k =3 populacje, a liczba wszystkich
niezaleznych préb wyniosta N, = ¥, n; = 144 -3 = 432. Do przeprowadzenia
testow przyjeto poziom istotnosci a = 0,05. Parametr ten okresla maksymalne,
akceptowalne ryzyko Dbtedu, co oznacza maksymalne, dopuszczalne
prawdopodobienstwo popetnienia biedu odrzucenia hipotezy zerowej bedacej
w rzeczywisto$ci prawda. W pierwszym kroku analizy danych sprawdzono
jednorodnos$¢ wariancji testem Levene’a, ktorego hipoteza zerowa (Hy) zaktada, iz
wariancje wrdznych grupach s3a jednorodne. Decyzje o odrzuceniu lub
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podtrzymaniu Hy podjeto poréwnujac warto$¢ p z ustalonym poziomem istotnosci,
gdzie dla p < a hipoteza Hy zostaje odrzucona, w innym przypadku nie ma
podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej. Parametr p definiowany jest jako
testowe, kumulatywne prawdopodobienstwo wylosowania préby takiej, lub
bardziej skrajnej, jak zaobserwowana, z zalozeniem spetnienia hipotezy zerowe;j.
Statystyke F (Fischera-Snedecora) o k—1 i n—k stopniach swobody, na
przyjetym poziomie istotnosci, uzyto do sprawdzenia istotno$¢ réznic miedzy
$rednimi. W tym celu, dla kazdej porownywanej wartosci obliczono wspdtczynnik
F bedacy wartosScia stosunku probkowych wariancji dwoch poréwnywanych
zbiorow prob.

Dla podanej wartosci stopni swobody odczytano z tablic wartoSci krytyczne
rozktadu F-Snedecora, F(k — 1,N — k). Warto$¢ krytyczna dla pierwszego cyklu
prac dos$wiadczalnych miata wartos¢ F(3,252) = 2,65, natomiast dla drugiego
cyklu prac do$wiadczalnych warto$¢ wynosita F(2,429) = 3,01. W przypadku
wartosci wiekszej od odczytanej z tablicy przyjeto istotny statystycznie wptyw
czynnika réznicujacego na wartosci Srednie, wyniki tej analizy przestawia
wspotczynnik  F;. Dla charakterystycznych pikéw okreSlonych zwigzkow
lipidowych, dla ktérych analiza wariancji wykazata réznice istotng statystycznie
wykonano nastepnie test wielokrotnych poréwnan. Zastosowano test Tukey’a,
ktéory dokladnie wskazat grupy réznigce sie miedzy soba w sposob istotny
statystycznie. W niniejszej rozprawie rezultaty przeprowadzonych testéw post-hoc
opisane zostaty matymi literami alfabetu, gdzie taka sama litera przypisana dla
réoznych grup oznacza brak znaczacej statystycznie zmiany, natomiast rézne litery
$wiadczg o wystepujacych istotnych statystycznie réznicach.

W  przypadku pierwszego cyklu prac doswiadczalnych dla trzech
najbardziej znaczacych kwaséw ttuszczowych, z perspektywy przeprowadzonego
eksperymentu zywieniowego, wykonano dodatkowo analize wariancji ANOVA
odnoszaca sie do réznic w wystepowaniu poszczeg6lnych lipidow w obrebie
pojedynczej grupy. Sa nimi kwasy oleinowy, linolowy oraz linolenowy. Druga
z przeprowadzonych analiz ANOVA, ma na celu przedstawienie zmiany w profilach
lipidowych wybranych lipidow w obrebie danej grupy zywieniowej. W tym
przypadku wyniki analizy przedstawia wspotczynnik Fz. Wartos$ci krytyczne dla tej
analizy zmieniaty sie w zaleznoSci od iloSci charakterystycznych pikow lipidow
poddanych analizie i zostaty podane w opisie tabel w dalszej czeSci pracy.
Wykonana analiza jest mozliwa ze wzgledu na zbliZone masy rejestrowanych
jonéw oraz niezmienny uktad pomiarowy, co moze $wiadczy¢ o zbliZzonym
wspotczynniku jonizacji dla trzech istotnych czasteczek: kwasu oleinowego,
linolowego i Inianego [175].

64



4. Wplyw zywienia na profile lipidowe

Przed wykonaniem szczeg6towej analizy wynikéw dotyczacych wptywu
zastosowanej diety na profile lipidowe, w pierwszym kroku, po otrzymaniu widm
masowych z powierzchni 500 X 500 pm? dla wszystkich analizowanych probek,
wybrano po jednym widmie dla préobki z kazdej grupy zywieniowej i zestawiono je
razem. Zestawienie widm zaprezentowane jest na Rys. 13. Zestawienie to ma na
celu obserwacje czy wystepuja znaczace réznice pomiedzy poziomami
intensywnoSci poszczegdlnych pikéw dla czterech badanych grup. Wystapienie
takich réznic jest bezposrednim dowodem, Ze rodzaj stosowanej diety znajduje
swe odbicie w charakterystycznych cechach danego widma masowego.
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Rys. 13. Widma TOF-SIMS ujemnych jonéw w przedziale masowym m/z: 50 - 850 dla prébek
z czterech grup zywieniowych. Emisja jonéw z powierzchni 50x50 pm?2. Strzatkami zaznaczono piki
odpowiadajace wybranym kwasom tluszczowym, dla ktérych wystepuje widoczna roéznica
w poziomach intensywnosci.
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Widma umieszczone na rysunku charakteryzuja sie bardzo duza iloscia
pikow, co jest ogo6lng cecha widm masowych pochodzacych z biologicznych
probek. Z tatwosScig mozna dostrzec réznice miedzy widmami rejestrowanymi dla
poszczegblnych grup zywieniowych. Zmiany w widmach uwidaczniaja sie dla
czastek o masach powyzej 300 amu, a dla czastek o masach przewyzszajacych 600
amu sg juz jaskrawo widoczne.

Na Rys. 14 przedstawiono widma TOF-SIMS ujemnych jonéw z proébki
nalezacej do [ grupy zywieniowej z dwodch obszaréw powierzchni, widkien
miesSniowych i thuszczu srédmiesniowego. W odroznieniu od wynikéw pokazanych
na poprzednim rysunku, badane obszary byty 100 razy mniejsze, ich rozmiary
wynosity 50x50 pm?.
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Rys. 14. Widma TOF-SIMS ujemnych jondw emitowanych z powierzchni
5050 pm? tkanki pochodzacej z 1 grupy. Widma A) i C) pochodza
z obszaréw witokien mie$niowych, zas B) i D) z obszaru ttuszczu
srodmiesniowego. Widma A) i B) obejmujg zakres mas 0-350 m/z, a C)
i D) obszar 350-700 m/z. Widma zawieraja charakterystyczne piki wielu
lipidéw, w tym takze cholesterolu E).

W catym zakresie mierzonych mas, widoczna jest wyrazna roznica
pomiedzy widmem 2z obszaru widékien mieSniowych, a widmem ttuszczu
Srodmiesniowego. W zakresie od m/z 0 do 350, widoczny jest wzrost sygnatu
fosfatydylocholiny (m/z 184) w przypadku wtokien miesniowych. Dla wiekszych
mas zauwazalna jest obecno$¢ wielu pikdbw o duzej intensywnosci,
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charakterystycznych dla czastek pochodzacych od struktur lipidowych. Dla
przyktadu, w zakresie m/z 500 - 600 widoczne s3g sygnaty charakterystyczne dla
ceramidéw i diglicerydow. Dodatkowo, wyekstrahowany fragment widma (E)
ukazuje charakterystyczne piki cholesterolu.

Wraz z mozliwosciami jakie daje aparatura TOF-SIMS do powierzchniowego
mapowania okre$lonego zwigzku molekularnego, istnieje rowniez mozliwos¢
zobrazowania wzajemnej lokalizacji kilku sktadnikow molekularnych na
analizowanej powierzchni. Dla przyktadu, na Rys. 15 zaprezentowano obraz
powstaty ze ztozenia trzech indywidualnie otrzymanych map 2D okreslajacych
powierzchniowy rozktad fosfatydylocholiny i cholesterolu w obszarach ttuszczu
Srodmiesniowego i widkien miesniowych prébek uzyskanych z mieé$ni piersiowych
brojleréow IV grupy. Mapowania przeprowadzono dla charakterystycznego jonu
fosfatydylocholiny o m/z 123 oraz dwodch jonéw cholesterolu: m/z 385,4 i m/z
771,74. Jonowym sygnatom przypisano trzy kolory, odpowiednio czerwony,
zielony i niebieski.

70 x 70 um?

m/z; 123
C,H,PO

m/7 385,4
C,,H,;s80,

Wioékna
mies$niowe

m/z 771,74
CsHy, 05

Rys. 15. Obraz zlozenia trzech map 2D dla charakterystycznego jonu fosfatydylocholiny (czerwony
kolor) i jonéw cholesterolu (zielony i niebieski kolor). Obrazy pochodza z powierzchni 70x70 um?
probki miesni piersiowych brojleréw z IV grupy. Na obrazie zaznaczono obszary tluszczu
$srodmiesniowego i widkien miesniowych.

Uzyskany obraz pokazuje, ze wysoki sygnat jonéw cholesterolu pochodzi
z obszaru ttuszczu SrédmieSniowego, zas w obszarze witdkien miesniowych jest on
zdecydowanie stabszy. Widoczne jest rdwniez, ze fosfatydylocholina zlokalizowana
jest gtdbwnie w obszarach wiékien mieSniowych. Ztozenie map 2D moze by¢
wykonane dla dowolnie wybranych, interesujacych nas jonow. W dalszej czesSci
pracy przedstawiono szczeg6towa analize obejmujaca kazda kategorie lipidowa
z osobna.
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4.1. Kwasy tluszczowe

Przedmiotem rozwazan w tym podrozdziale jest grupa lipidowa obejmujaca
kwasy ttuszczowe. Wiele doniesien literaturowych wykazuje wplyw zywienia
brojlerow na skiad kwaséw ttuszczowych w tkance mie$niowej [125, 240].
W wiekszosci prac, autorzy podkreslaja potrzebe poprawy stosunku
nienasyconych kwasow ttuszczowych w-6/w-3 w spozywanym pozywieniu. Dieta
brojleréw, w gtdwnej mierze, opiera sie na spozyciu zb6z bogatych w nienasycone
kwasy tluszczowe z rodziny w-6, stad istotne jest dostarczenie do paszy takich
sktadnikéw, ktére zwieksza spozycie kwaséw z rodziny w-3. Zwiekszenie udziatu
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w-3 w miesie moze jednak prowadzi¢
do szeregu niekorzystnych zmian jakoSci sensorycznej i obnizenia trwatosci
otrzymanego wyrobu. Z tego powodu, istotne znaczenie ma okreS$lenie
optymalnego poziomu wzbogacenia produktu miesnego. Najczestszym sposobem
zwiekszenia zawarto$ci wielonienasyconych kwaséw tluszczowych w-3 w miesie,
jest stosowanie w paszach dla zwierzat hodowlanych réznych dodatkéw, np.
siemienia Inianego, oleju lnianego, oleju rybnego, jak rowniez preparatéw z alg
morskich. Dotychczas przedstawiono wiele interesujacych wynikéw opisujacych to
zagadnienie [125].

Pogladowe wykresy przedstawiajace wartosci usrednionych,
znormalizowanych  intensywnos$ci  dla  wszystkich  zidentyfikowanych,
charakterystycznych pikéow dla kwasow ttuszczowych w polaryzacji ujemnej,
w przypadku obszaréw witokien mie$niowych oraz ttuszczu Srédmiesniowego,
przedstawiono na Rys. 16 i Rys. 17.
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Rys. 16. Pogladowe zestawienie Srednich, znormalizowanych
intensywnos$ci charakterystycznych pikéow kwaséw tluszczowych
w polaryzacji ujemnej dla wtékien miesniowych.
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Rys. 17. Pogladowe zestawienie Srednich, znormalizowanych
intensywnos$ci charakterystycznych pikéw kwaséw tluszczowych
w polaryzacji ujemnej dla ttuszczu sSrédmiesniowego.

Masy charakterystycznych jondw wymienionych na powyzszych rysunkach
zostaty zebrane na podstawie licznych danych literaturowych oraz biblioteki
zawartej w programie SurfaceLab. Charakterystyka tych jonéw, a wiec wzory
sumaryczne, nazwy oraz przyklady struktur tkankowych, w ktérych jony te
wystepuja, znajduja sie w zatgczonym aneksie.

Zaleznosci zilustrowane na powyzszych wykresach maja przede wszystkim
na celu zaprezentowanie wszystkich zidentyfikowanych jonow
charakterystycznych dla kwasow tluszczowych. Bardziej szczegétowa analiza
wystepujacych zmian miedzygrupowych dotyczy¢ bedzie wybranych jonow
charakterystycznych, zazwyczaj jon6w macierzystych lub innych jonéw o duzych
masach (zakres m/z 200 - 800), charakterystycznych dla danych zwigzkow
lipidowych. Z informacji zawartych w czeSci teoretycznej, wynika iz
bombardowanie wigzka jonéw pierwotnych powoduje powstanie zjonizowanych
fragmentéw czasteczek oraz jonizacje calych, macierzystych czasteczek proébki.
W efekcie, na widmie masowym otrzymujemy piki od charakterystycznych
fragmentéw lipidéw zawartych w tkance oraz od czasteczek macierzystych. Ze
wzgledu na charakter zjawiska, dla wielu réznych lipidéw lub innych czasteczek
biologicznych obserwuje sie takie same zjonizowane fragmenty, szczegdlnie
w zakresie niskich mas. Takie zjawiska moga prowadzi¢ do btednych wnioskow
w analizie poréwnawczej, z tego powodu jony z zakresu niskich mas pominieto
w szczegOtowej analizie.

Na Rys. 16 zaprezentowano wartoSci Srednich intensywnosci dla 33
charakterystycznych mas ujemnych jonéw pochodzacych od kwasow
ttuszczowych w obszarze widkien miesniowych. Mozna dostrzec, iz dla mas
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wiekszych od 200 amu nie ma jednoznacznej tendencji zmian, za$ dla mas
mniejszych od 200 amu wartosci intensywnoSci dla czterech wystepujacych grup
plasuja sie w podobnej tendencji. Zdecydowanie wieksze r6znice mozna dostrzec
na Rys. 17, na ktérym zaprezentowano wyniki dla thuszczu sré6dmiesniowego. Dla
wiekszo$ci mas w przypadku grupy III wystepuja mniejsze wartosci Srednich
intensywnosci, natomiast wieksze wartos$ci zaobserwowano w grupach [, IT lub IV.
Aby szczegdétowo zbada¢ wystepujace tendencje oraz sprawdziC czy
uzyskane, miedzygrupowe roéznice s istotne ze statystycznego punktu widzenia,
ponizej przedstawiono doktadng analize dla wybranych kwasow tluszczowych.
Jonem macierzystym dla kwasu oleinowego jest jon o masie m/z 281,20
([C18H3302], dla kwasu linolowego jon o m/z 279,23 ([C18H3102]") oraz dla kwasu
linolenowego jon o m/z 277,20 ([C18H2902]"). Wyniki analizy ANOVA oraz testu
Tukey’a odnoszacych sie do wyzej wymienionych jonéw molekularnych
charakteryzujacych te kwasy ttuszczowe znajduja sie w Tab. 3.
Tab. 3. Analiza wariancji $rednich, znormalizowanych intensywnosci dla kwaséw linolenowego,

linolowego oraz oleinowego w polaryzacji ujemnej. Zgodnie z analiza wariancji dla F;> 2,65
wystepuje réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

Masa jonu Wynik testu analiz anzjlf;:::atfiscf:cji
Kwas molekularnego | wariancji ANOVA, Grupa ANOVA
[m/z] F; !
F
WEOKNO MIESNIOWE (A)
. I GRUPA 725,92
Linolenowy 277,20 66,69 [GRUPA 94,32
Linolowy 279,23 22,12 III GRUPA 109,47
Oleinowy 281,20 10,74 IV GRUPA 74,05
OBSZAR TELUSZCZU SRODMIESNIOWEGO (B)
. I GRUPA 42,63
Linolenowy 277,20 27,10 IGRUPA 23.82
Linolowy 279,23 7,42 II1 GRUPA 62,15
Oleinowy 281,20 15,46 IV GRUPA 50,53

W  przypadku witokien mieSniowych dla wszystkich trzech jonéw
macierzystych, analiza wariancji ANOVA wskazuje na istotnie statystycznie réznice
pomiedzy grupami zywieniowymi. Statystyka F; jest wieksza od wartoSci
krytycznej, najwieksza wartos$¢ statystyki F; przypada dla kwasu linolenowego,
anajmniejsza dla kwasu oleinowego. Podobnie w przypadku tluszczu
Srodmiesniowego, wartosci statystyki F; analizowanych jondéw molekularnych
wskazuja na istotne rdznice pomiedzy grupami zywieniowymi zwierzat. W tym
przypadku najwieksza warto$¢ przypada dla kwasu linolenowego, a najmniejsza
dla kwasu linolowego.

W celu przejrzystego zobrazowania réznic pomiedzy grupami, na Rys. 18
zaprezentowano histogram wartosci usSrednionych i znormalizowanych
intensywnosci dla trzech wybranych jonéw molekularnych w przypadku wtékien
mieSniowych.
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Rys. 18. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnosSci ujemnych, macierzystych jonéw:
kwasu linolenowego (m/z 277,20), linolowego (m/z 279,23), oleinowego (m/z 281,20)
w obszarach witdkien miesniowych. Indeksy a, b przypisane wartosciom $rednim i oznaczone
réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych kwaséw) rdéznia sie istotnie przy
p = 0,05.

Przeprowadzona analiza wykazatla, Ze stosowana dieta miata istotny wptyw
na poziom intensywnosci dla ujemnie natadowanych jonéw macierzystych kwasu
linolenowego (m/z 277,20), linolowego (m/z 279,23) oraz oleinowego
(m/z281,20) analizowanych we wtdéknach mie$niowych. I tak, dla kwasu
linolenowego (m/z 277,20), istotnie wieksze intensywnos$ci odnotowano w grupie
Il oraz grupie III w poréwnaniu do grupy I oraz IV. Tak wysokie intensywnosci
tego jonu w grupach II i IIl zwigzane s3 najprawdopodobniej z zastosowaniem
oleju Inianego w zywieniu tych grup zwierzat, gdyz jak wskazuja wcze$niejsze
badania [241] olej lniany jest bogatym Zrodiem kwasu linolenowego, co
zdecydowanie potwierdzajg uzyskane w pracy wyniki.

W przypadku kwasu linolowego (m/z 279,23) istotnie wyZsze wartosci
intensywnosci tego jonu stwierdzono w grupie I oraz III w poréwnaniu do grup II
i IV, pomiedzy ktérymi nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic. Zwierzeta
w grupie I byly karmione pasza z dodatkiem oleju sojowego, ktdry jest bogatym
zrodtem kwasu linolowego (wysoka zawarto$¢ w-6). W grupie Il zwierzeta
otrzymywaty pokarm, w ktérym zastosowano oba ttuszcze. Olej Iniany w swoim
sktadzie zawiera réwniez kwas linolowy, jednak w zdecydowanie mniejszej iloSci
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w stosunku do oleju sojowego. Fakt ten moze ttumaczy¢ obserwowane w niniejszej
pracy istotnie nizsze wartosci intensywnosci jonu kwasu linolowego w grupie Il
w stosunku do grupy I oraz Il [242]. Wyniki sugeruja, iz olej sojowy zwieksza ilo$¢
kwasu linolowego w tkance mie$niowej, co jest zgodne z wcze$niejszymi
badaniami [243].

Pewne wspolne cechy zaistniatych réznic miedzygrupowych mozna
zauwazyC rowniez w przypadku jonu molekularnego kwasu oleinowego
(m/z 281,20). Kwas ten nalezy do rodziny kwaséw w-9, a znajduje sie w wiekszosci
olejow roslinnych oraz w znacznej zawartosci w toju wotowym [244]. NajwyzZsze
wartosci stwierdzono w grupie IV, a wiec w tej w ktdrej nie zastosowano ttuszczy
pochodzenia roslinnego, w poréwnaniu do pozostatych grup zywieniowych,
pomiedzy ktorymi réznice byty nieistotne statystycznie. Mozna jedynie wskaza¢ na
tendencje do wzrostu intensywnosci tego jonu poczawszy od grupy I przez II do III.

Analogicznie, jak dla wtékien mieSniowych, na Rys. 19 zaprezentowano
zestawienia odnoszace sie do tluszczu S$rédmiesniowego dla trzech kwasow
ttuszczowych: linolenowego (m/z 277,20), linolowego (m/z 279,23), oleinowego
(m/z 281,20).
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Rys. 19. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci ujemnych, macierzystych jondw:
kwasu linolenowego (m/z 277,20), linolowego (m/z 279,23), oleinowego (m/z 281,20)
w obszarach ttuszczu $rédmiesniowego. Indeksy a, b przypisane warto$ciom $rednim i oznaczone
réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegélnych kwaséw) roznig sie istotnie przy
p = 0,05.
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Pierwsza masa, dla ktdrej wartosci intensywnoSci zostaty zilustrowane na
Rys. 19, odpowiada macierzystemu jonowi kwasu linolenowego (m/z 277,20).
Zgodnie z oczekiwaniami najwieksza warto$¢ intensywnosci wystepuje w grupie II,
w ktorej zastosowano w suplementacji olej lniany, niezwykle bogaty w kwas
linolenowy z rodziny w-3. W pozostatych grupach nie odnotowano istotnych
roznic w wartosSciach intensywnosci. Tak wysoka intensywno$¢ jonu kwasu
linolenowego wykazana w grupie Il w przypadku tluszczu srédmieSniowego oraz
w grupie II i IIl w przypadku wiékien miesniowych moze by¢ korzystna z punktu
widzenia wtasciwej diety cztowieka, gdyz kwas linolenowy jest prekursorem
takich kwaséw jak: eikozapentaenowy (EPA) i dokozaheksaenowy (DHA), czyli
kwaséw niezbednych do prawidtowego rozwoju i zdrowia cztowieka. Kwasy te s3
szczegoblnie istotne w zapobieganiu miazdzycy [245].

W przypadku kwasu linolowego, ktorego jon macierzysty ma mase
m/z 279,23 ([Ci8H3102]"), test Tukey’a wskazuje na istotnie nizsze wartosci
intensywnosci tego jonu w grupie IIIl w poréwnaniu do grupy I oraz IV, w obrebie
ktérych réznice byty nieistotne statystycznie. Z kolei, warto$¢ intensywnosci jonu
kwasu linolowego w grupie II nie rdéznita sie istotnie od wartosci intensywnosci
obserwowanymi dla pozostatych grup zywieniowych.

Analogicznie jak dla wtékien miesniowych, w przypadku ttuszczu
Srodmiesniowego istotnie wieksza warto$¢ intensywnoSci dla jonu o masie
m/z 281,20 ([C18H3302]"), czyli jonu macierzystego kwasu oleinowego, przypada
w grupie IV, a wiec u zwierzat karmionych tojem wotowym, w stosunku do
pozostatych grup zywieniowych, pomiedzy ktérymi réznice byty nieistotne
statystycznie. Jednakze warto zaznaczy¢, zZe w przeciwienstwie do witokien
mieSniowych, w tluszczu $rédmiesniowym obserwowano tendencje do spadku
intensywnosci tego jonu od grupy I przez Il do III.

Uzyskane dla tluszczu sr6dmiesniowego wyniki potwierdzaja wczesSniejsze
obserwacje Migdat i in. [246], w ktorych wykazano, ze skiad ttuszczu zwierzat
gospodarskich, w tym drobiu jest w duzym stopniu odzwierciedleniem sktadu
ttuszczu obecnego w diecie zwierzat. Nalezy jednak pamieta¢, ze modyfikowanie
profilu kwaséw ttuszczowych miesa zwierzat rzeznych niesie za sobg takze pewne
negatywne konsekwencje. Zbyt duza ilo$¢ wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych w tluszczu $rédmieSniowym wptywa na proces jetczenia
oksydacyjnego, co skutkuje zmianami w barwie i teksturze miesa, a takze
niekorzystnie wptywa na cechy sensoryczne, w tym gtéwnie smak i zapach miesa
[247,248].

Dotychczas przedstawiono wyniki dla trzech wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych, dla ktérych istniejg literaturowe przestanki dotyczace znaczacych
réznic miedzygrupowych. Nasuwa sie pytanie jak ksztattujg sie miedzy grupowe
zmiany w przypadku innych kwasow ttuszczowych. W Tab. 4 zestawiono dane
dotyczace pieciu nasyconych kwasow ttuszczowych oraz dwoch nienasyconych
kwaséw thuszczowych z rodziny w-6. Umieszczone w tabeli dane dotycza wynikow
uzyskanych dla ujemnych jonéw pochodzacych z wtékien mieSniowych.
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Tab. 4. Analiza wariancji dla wybranych kwaséw ttuszczowych w polaryzacji ujemnej dla obszaréw
wiékien miesniowych. Zgodnie z analiza wariancji dla F;=> 2,65 wystepuje réznica miedzygrupowa
na poziomie ufnosci «a=0,05

Masa jonu Wzor Wynik testu analiz
kwas molekularnego sumaryczny wariancji ANOVA, F,
[m/z] ;
Kaprynowy 171,09 [C10H1902] 6,75
2 | Mirystynowy 227,20 [C14H2702] 75,23
S | Palmitynowy 255,23 [C16H310,]" 3,83
@ | Stearynowy 283,26 [C18H350,] 2,33
= ["Arachidowy 311,30 [C20H3902] 1,38
. Arachidonowy 303,24 [C20H3102] 58,81
< 2 Dihomo-y-

g S linolenowy (DGLA) 305,25 [C20H3302] 14,33

[ tak, w przypadku dwoch kwaséw, to jest kwasu stearynowego
i arachidowego, statystyka F; w analizie ANOVA ma mniejszg warto$¢ od wartosci
krytycznej na poziomie ufnosci a=0,05, co Swiadczy o braku istotnego wptywy
zywienia na wartoSci intensywnosci jondw molekularnych wspomnianych
kwasow.

Na Rys. 20 przedstawiono histogram zestawiajacy Srednie wartosci
znormalizowanych intensywnoSci dla ujemnych, charakterystycznych jonéw
wybranych trzech kwas6w nasyconych oraz dwoch kwas6w nienasyconych
analizowanych we witdknach mieSniowych, w przypadku ktoérych wartosci
statystyki F; sg wieksze od wartosci krytyczne;j.
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Rys. 20. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych kwaséw ttuszczowych dla widkien miesniowych. Indeksy a, b, ¢ przypisane
wartosciom $rednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegé6lnych
kwaso6w) réznia sie istotnie przy p = 0,05.
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Pierwszy z analizowanych kwaséw nasyconych, kwas kaprynowy
(m/171,09), jest 10-cio weglowym kwasem nasyconym wystepujacym w
naturalnych produktach zywnosciowych. Kwas ten, o Sredniej dtugosci tancucha,
bierze udziat w dystrybucji lipoprotein HDL transportujacych cholesterol z tkanek
i narzadéw do watroby [249]. Analizujac wyniki dla wartos$ci intensywnosci jonu
molekularnego kwasu kaprynowego (m/z 171,09) stwierdzono, Ze istotnie wyzsza
wartoscig tej cechy charakteryzowata sie grupa III w poréwnaniu do grupy [ oraz
I, gdzie dla obu tych grup réznice byly nieistotne statystycznie. Z kolei, grupa IV
cechowata sie wyzsza intensywnoscia w pordwnaniu do grupy [, przy
réwnoczesnym braku istotnych réznic z grupa Il oraz IIL

W przypadku kwasu mirystynowego, o jonie macierzystym m/z 227,20,
istotnie wyzsze wartosci intensywnosci odnotowano w grupie IV w porownaniu do
grupy I, II oraz IIl, pomiedzy ktérymi nie stwierdzono istotnych statystycznie
roznic. Kwas mirystynowy wstepuje w wiekszosci tluszczy i olejéw pochodzenia
zwierzecego oraz roslinnego [33]. Jest on takze jednym =z najczeSciej
wystepujacych nasyconych kwaséw ttuszczowych w diecie. Podobnie jak kwas
palmitynowy uwazany jest za czynnik wzrostu poziomu ,ztego” cholesterolu.
Bierze on udziat w mechanizmie regulacji aktywnosci lipoprotein niskiej gestosci
LDL i przyczynia sie do kumulacji cholesterolu LDL w osoczu [250]. Stad tez,
z wymienionych powyzej przyczyn, zalecane jest ograniczenie spozycia tego
ttuszczu. Stwierdzona w niniejszej pracy ponad dwukrotnie wyzsza intensywnos$¢
jonu tego kwasu w grupie IV, czyli w grupie, w ktdrej zwierzeta byty karmione
standardowa dieta bez dodatku oleju pochodzenia ros$linnego natomiast
z dodatkiem toju wotowego wskazuje, ze to wtasnie ten sktadnik diety przyczynia
sie do wzrostu zawarto$ci kwasu mirystynowego.

Do grupy ttuszczy, ktorych zaleca sie ograniczenie w spozywanej diecie
nalezy rowniez kwas palmitynowy (m/z 255,23). Wystepuje on w wiekszoSci
produktéw spozywczych i analogicznie jak kwas mirystynowy wptywa na wzrost
poziomu cholesterolu LDL [33]. Jednakze co istotne, w prezentowanej pracy w
odrdznieniu od kwasu mirystynowego, istotnie wyzsze wartosci intensywnosci dla
jonu molekularnego kwasu palmitynowego stwierdzono w grupie I
suplementowanej olejem sojowym w stosunku do pozostaty analizowanych grup
zywieniowych.

Pozostate dwa kwasy, dla ktorych przeprowadzono analize TOF SIMS naleza
do wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. W szlaku metabolicznym lipidéw
kwas arachidonowy (AA), ktéry obecny jest we wszystkich tkankach, jest
produktem przemian z rodziny wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w-6
[34]. W efekcie kolejnych przemian metabolizowany jest do eikozanoidéw
(prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanow), tzw. hormonéw tkankowych, ktore
moga posredniczy¢ takze w procesach niekorzystnych dla zdrowia [33]. Uzyskane
w niniejszej pracy wyniki wskazuja, iz istotnie najwieksza warto$¢ intensywnosci
dla jonu molekularnego kwasu AA (m/z 303,24) odnotowana w grupie I, jest
prawdopodobnie wynikiem suplementacji olejem sojowym bogatym w kwas
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linolowy z rodziny w-6. W pozostatych grupach wartoSci intensywnosci sa
w granicach btedu statystycznego.

Ostatni, z przedstawionych na histogramie kwaséw, to kwas
dihomo-y-linolenowy (DGLA, m/z 305,25) bedacy produktem elongacji kwasu
linolowego (w-6). W przeprowadzonej analizie wartos$¢ intensywnosci dla grupy IV
byta istotnie nizsza w poréwnaniu do pozostatych trzech grup, pomiedzy ktérymi
nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic. Wynik ten potwierdza, iz w grupie,
w ktorej nie zastosowano suplementacji olejami roslinnymi, bogatymi
w wielonienasycone kwasy ttuszczowe, poziom kwasu nalezacego do rodziny w-6
jest nizszy od pozostatych grup zywieniowych.

Przedstawione powyzej wyniki badan odnosity sie do analizy réznic we
wtoknach mieSniowych. W Tab. 5 zawarto analogiczng analize dotyczaca siedmiu
wybranych kwaséw ttuszczowych w przypadku obszaréw zidentyfikowanych jako
ttuszcz Srodmiesniowy.

Tab. 5. Analiza wariancji dla wybranych kwaséw tluszczowych w polaryzacji ujemnej dla obszaréw

tluszczu Srédmiesniowego. Zgodnie z analizg wariancji dla F1>2,65 wystepuje réznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

Masa jonu ‘ Wynik testu
Wzor f L
Kwas molekularnego sumarvezn analiz wariancji
[m/z] yezny ANOVA, Fy
o Kaprynowy 171,09 [C10H1902] 8,76
£ | Mirystynowy 227,20 [C14H2702] 23,07
% Palmitynowy 255,23 [C16H3102] 8,07
S | Stearynowy 283,26 [C18H3502] 10,20
Arachidowy 311,30 [C20H3902] 13,66
('n>\ . Arachidonowy 303,24 [C20H3102] 15,30
g g Dihomo-y-
3 9 . 305,25 [C20H3302] 7,54
= | linolenowy

Odmiennie, niz byto to w przypadku wtdékien miesniowych, w przypadku
ttuszczu Srédmiesniowego dla wszystkich wyr6znionych kwaséw analiza wariancji

ANOVA wykazata réznice miedzygrupowe.
Rys. 21 prezentuje histogram znormalizowanych $rednich wartosci
intensywnosci dla wszystkich siedmiu kwaséw ttuszczowych.
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Rys. 21. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych kwasow ttuszczowych dla thuszczu $rédmiesniowego. Indeksy a, b, ¢ przypisane
wartosciom $rednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegé6lnych
kwaséw) réznig sie istotnie przy p = 0,05.

W przypadku ttuszczu SrédmiesSniowego, kwas kaprynowy (m/z 171,09)
przyjmuje istotnie wyzsze wartoSci w grupie III w poréwnaniu do pozostatych
trzech grup zywieniowych. Z kolei, tak samo jak w przypadku wiékien
mieSniowych, tak i dla tluszczu SrodmieSniowego, najwieksza wartos¢
intensywnosSci dla kwasu mirystynowego (m/z 227,20) wystepuje w grupie IV,
w ktorej zwierzeta karmione byly podstawowa pasza bez dodatku olejow
roslinnych, natomiast z dodatkiem toju wotowego. Nieco odmiennie sytuacja
wyglada dla pozostatych trzech grup, gdzie istotnie wyZsza intensywnos¢
przypada w grupie [ w stosunku do grupy II i III, miedzy ktérymi réznice okazaty
sie nieistotne statystycznie.

Jak wskazuja uzyskane wyniki wartosci intensywnos$ci dla kwaséw
palmitynowego (m/z 255,23) oraz stearynowego (m/z 283,26) s3 co najmniej rzad
wielkos$ci wieksze od pozostaltych kwasow, przy czym dla kwasu palmitynowego
(m/z 255,23), istotnie wyzsze wartosci intensywnos$ci odnotowano w grupie I
w porownaniu do grupy II i Ill, gdzie roznice byly nieistotne statystycznie.
[stotnych statystycznie roznic nie stwierdzono takze pomiedzy grupa I oraz IV,
jednoczes$nie grupa IV cechowata sie istotnie wyzsza wartoscig intensywnoSci
w porownaniu do grupy IIL

Kwas stearynowy jest jednym z tych kwasow ttuszczowych, ktéry odgrywa
istotng role w ksztattowaniu kruchosci i soczystoSci miesa [246]. Badania Wood’a
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iin. [251] wskazuja, Ze istnieje dodatnia korelacja pomiedzy smakiem miesa
a zawartosciag w nim nasyconych kwasow ttuszczowych oraz ujemna korelacja
w odniesieniu do kwasow nienasyconych. W prezentowanej pracy w przypadku
pomiaréw wykonanych dla kwasu stearynowego (m/z 283,26) i arachidowego
(m/z 311,30) zaobserwowano analogiczne zaleznosci. W obu przypadkach istotnie
wyzsze wartosci intensywnosci stwierdzono w grupie I w pordwnaniu do
pozostatych trzech grup zywieniowych.

Przechodzac do analizy nienasyconych kwaséw ttuszczowych, z ktérych
pierwszy - kwas arachidonowy (m/z 303,24), bedacy budulcem fosfolipidow bton
komorkowych neuronéw mézgu i fotoreceptoréow siatkowki oka [252], cechowat
sie istotnie wyzszymi warto$ciami intensywnos$ci w grupie [ w stosunku do grupy
[l i IV, przy ré6wnoczesnym braku istotnych réznic z grupg II. Grupa III natomiast,
cechowata sie istotnie najnizsza intensywnoS$cia sposréd wszystkich
analizowanych grup zywieniowych. Tak jak miato to miejsce dla widkien
miesSniowych, tak rowniez w przypadku ttuszczu sSrodmiesniowego, wysoki poziom
intensywnosSci dla jonu molekularnego kwasu arachidonowego stwierdzony
w grupie [ jest prawdopodobnie efektem Zywienia, gdyz wtasnie ta grupa byta
karmiona olejem sojowym bogatym w kwas linolowy (w-6) bedacy kwasem
macierzystym dla kwasy arachidonowego.

Jak wynika z danych dla ttuszczu $rédmie$sniowego, nieco odmiennie
ksztattuja sie poziomy intensywnosci dla kwasu dihomo-y-linolenowego
(m/z 305,25) w stosunku do wiékien mieSniowych. W tym przypadku, istotnie
nizszg warto$¢ znormalizowanej intensywnos$ci stwierdzono w grupie III
w poréwnaniu do pozostatych trzech, analizowanych grup zywieniowych.

Wczesniejsze badania jednoznacznie wskazujg, ze mieso brojleréw jest
jednym z tych produktow pochodzenia zwierzecego, ktéry oprocz dobrze
przyswajalnego biatka, witamin czy zwigzkdw mineralnych, dostarcza
cztowiekowi znacznej iloSci wielonienasyconych kwaséw tluszczowych, przy
relatywnie niskiej iloSci ttuszczow nasyconych [253, 254]. Wielonienasycone
kwasy tluszczowe, a w szczegdlnosSci kwasy szeregu w-3 i w-6 sa fizjologicznie
aktywnymi sktadnikami zywnosSci nazywanymi witaming F, poniewaz musza by¢
dostarczane cztowiekowi z pozywienia [255]. Najwazniejsze z nich to kwas
a-linolenowy (w-3) i kwas linolowy (w-6). Sposrod wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych, kwasy ttuszczowe w-3 s3a szczegOlnie istotne, poniewaz obnizaja
ryzyko wystapienia niektorych choréb sercowo-naczyniowych, a takze pewnych
typow raka i alergii [256-260].

W prezentowanej pracy, w Tab. 3 oraz na Rys. 22 i Rys. 23, przedstawiono
wyniki dotyczace udziatu procentowego trzech istotnych wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych w obrebie poszczegélnych grup zywieniowych,
analizowanych odpowiednio na obszarze witdkien mie$sniowych oraz ttuszczu
Srodmiesniowego. Poréwnanie udziatu procentowego kwaséw a-linolenowego,
linolowego oraz oleinowego bylo mozliwe ze wzgledu na zblizone masy
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rejestrowanych jonéw oraz niezmienny ukitad pomiarowy, co moze $wiadczy¢
o zblizonym wspétczynniku jonizacji dla tych trzech czasteczek [175].
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Rys. 22. Procentowy udziat wybranych, trzech kwaséw ttuszczowych w obrebie danej grupy
zywieniowej wyznaczony dla widkien mie$niowych. Indeksy a, b, ¢ przypisane $rednim i oznaczone
réoznymi literami (pomiedzy kwasami ttuszczowymi, w obrebie poszczegélnych grup) réznig sie
istotnie przy p = 0,05.
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Rys. 23. Procentowy udziat wybranych, trzech kwaséw ttuszczowych w obrebie danej grupy
zywieniowej, dane dotycza ttuszczu $rodmiesniowego. Indeksy a, b, c przypisane warto$ciom
Srednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy kwasami tluszczowymi, w obrebie
poszczegolnych grup) réznig sie istotnie przy p = 0,05.
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[ tak, przeprowadzona analiza wykazata, ze we wszystkich grupach
zywieniowych, zarowno we witoknach mieSniowych jak i w tluszczu
$Srodmiesniowym, istotnie najwiekszy udzial w  kompozycji trzech
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych stanowit kwas oleinowy, a istotnie
najmniejszy kwas a-linolenowy. Z kolei, udzial procentowy kwasu linolowego
ksztattowat sie na poSrednim poziomie.

Liczne badania wskazuja, ze poziom wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych ma ogromny wptyw na ludzkie zdrowie, przy czym wazny jest nie
tylko udziat procentowy kwaséw ttuszczowych w diecie, ale przede wszystkim
proporcje kwaséw szeregu w-6 do w-3. Kolanowski i Swiderski [261] oraz
Marciniak-tukasiak i Krygier [262] wykazali, Ze wielonienasycone kwasy
ttuszczowe szeregu w-6 (linolowy, arachidonowy) i -3 (linolenowy,
dokozaheksaenowy, eikozapentaenowy) w diecie cztowieka powinny stanowi¢ 1/3
w dziennym spozyciu wszystkich kwaséw ttuszczowych. Z kolei Gomez i in. [263],
atakze zalecenia British Nutrition Foundation [264] wskazuja, Ze optymalny
stosunek kwasow w-6 do w-3 w diecie cztowieka powinien wynosi¢ 4:1 lub mniej,
oraz nie powinien by¢ on wyzszy niz 10:1. Wysoki stosunek kwaséow w-6 do w-3
w diecie cztowieka jest niepozadany z uwagi na fakt, Ze rodzina kwaséow w-6
w drodze dalszych przemian jest metabolizowana do kwasu arachidonowego (AA),
aten z kolei do eikozanoidéow - prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanow
okreSlanych mianem hormonéw tkankowych, ktére posrednicza w wielu
procesach niekorzystnych dla zdrowia. W trakcie przemian metabolicznych kwasy
linolowy i a-linolenowy konkuruja do tych samych enzyméw desaturaz i elongaz
oraz wzajemnie wptywaja na poziom metabolitow w tkankach, dlatego tak istotny
jest stosunek kwaséw w-6 do w-3 w diecie. de Almeida [254] oraz Radu-Rusu i in.
[265] analizujgc stosunek kwaséw w-6 do w-3 w miesie brojlerow wykazali, Ze
waha sie on $rednio od ok. 7:1 do 12,5:1, przy czym najkorzystniejsza proporcja
cechuja sie mies$nie piersiowe - ok. 3,7:1 [265]. W prezentowanej pracy rOwniez
okreslono stosunek kwasow w-6 do w-3, przy czym mozliwe byto okreslenie tego
stosunku tylko dla macierzystych kwasow z tych dwoch rodzin, a mianowicie dla
kwasu linolowego i a-linolenowy. Przyczyng byt brak widocznych na widmie
pikow charakterystycznych dla innych kwaséw nalezacych do rodziny w-3. I tak,
w przypadku wtokien miesniowych stosunek zawartosci kwasu linolowego (w-6)
do kwasu a-linolenowego (w-3) dla grupy I wyniést odpowiednio 8,71:1, dla grupy
II 2,13:1, dla grupy III 2,9:1, a dla grupy IV 8,25:1. Z kolei, dla obszaru ttuszczu
Srodmiesniowego stosunek kwasu linolowego do kwasu a-linolenowego
oszacowano na poziomie 5,54:1 w przypadku grupy I, 1,55:1 w grupie I, 2,57:1
w grupie III oraz 6,82:1 w grupie IV. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze
zarowno we wiloknach mie$niowych jak i w tluszczu $réodmiesniowym
najkorzystniejsza proporcja kwaséw szeregu w-6 do w-3 wystepuje w grupie III,
w ktorej zastosowano w diecie zwierzat mieszanine olejow sojowego i Inianego
oraz w grupie II, gdzie zwierzeta suplementowano olejem lnianym, natomiast
najmniej korzystna proporcje oszacowano dla grupy I suplementowanej olejem
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sojowym, gtéwnym Zrddtem kwaséw w-6 i IV Zywionej dodatkiem oleju wotowego.
Pieszka i Janik [266] wykazali, Ze mieso zawierajace wiecej kwasdw ttuszczowych
z rodziny w-6 jest smaczniejsze w poréwnaniu z miesem zawierajagcym wiecej
kwaséw z rodziny w-3.

Z drugiej strony, nadmierna konsumpcja kwaséow w-6 (linolowy,
arachidonowy) zaréwno przez ludzi, jak i zwierzeta zaburza metabolizm kwasow
w-3 (linolenowy, dokozaheksaenowy, eikozapentaenowy), co prowadzi do
zaburzen regulacji gospodarki lipidowej i przeszkadza w fizjologicznej
rownowadze zwigzkdw, ktére sa syntetyzowane z tych kwasow [36]. Taki stan
rzeczy moze odpowiada¢ lub przynajmniej przyczynia¢ sie do rozwoju
przewlektych chor6b spowodowanych wzrostem odpowiedzi zapalnej organizmu,
a takze moze zwieksza¢ ryzyko wystapienia choréb uktady krazenia nawet o 70%,
[259, 267].

Zaobserwowane w niniejszej pracy réznice w intensywnosci jonow
poszczegb6lnych kwaséw ttuszczowych pomiedzy grupami zywieniowymi zwierzat,
potwierdzajg wyniki wcze$niejszych badan [268, 269], ktére wykazaty, ze przy
uzyciu czynnika zywieniowego mozliwe jest manipulowanie skladem kwaséw
ttuszczowych w miesie brojleré6w, co moze pozwoli¢ na uzyskanie miesa o cechach
»Zywnosci funkcjonalnej” dostarczajacego duzej ilosci wielonienasyconych kwaséw
w-6 1 w-3 w proporcjach zalecanych dla zdrowia cztowieka.

Ponadto, przedstawione wyniki badan dla wtékien miesniowych i ttuszczu
Srodmiesniowego pozwalajg stwierdzi¢ prawidtowa tendencje dla analizowanych
kwaséw ttuszczowych oraz sktaniajg do przestanek, iz technika TOF-SIMS
umozliwia otrzymanie warto$ciowych informacji o charakterze jakoSciowym.

4.2. Glicerolipidy

Druga analizowana grupg lipidowa s glicerolipidy. Jak zostato to opisane
we wstepie teoretycznym, glicerolipidy stanowig wazna grupe uczestniczaca
w strukturalnej budowie bton biologicznych i s3 gtdwnymi sktadnikami ttuszczow
zapasowych, acylogliceroli. Ponadto, lipidy nalezace do tej grupy zwigzkéw oraz
ich pochodne sa powszechnie wykorzystywane jako biomarkery w mikrobiologii
iinnych dziedzinach nauki [203, 220, 270]. Rys. 24, Rys. 25, analogicznie jak
w przypadku kwasow tluszczowych, ilustrujg wartosci znormalizowanych
intensywnosci dla wszystkich charakterystycznych pikéw w przypadku tej grupy
lipidowej w polaryzacji ujemne;.
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Rys. 24. Pogladowe zestawienie S$rednich, znormalizowanych
intensywnosci charakterystycznych pikow glicerolipidow w polaryzacji
ujemnej dla wtdkien miesniowych.

Przedstawione wyniki dotycza obszaréw widkien miesniowych dla 10
wybranych charakterystycznych jonéw glicerolipidow. Mozna zauwazy¢, ze dla
najmniejszej masy roznice miedzy intensywnoS$ciami znacznie odbiegaja od roznic
dla pozostalych mas. Moze to wynika¢ z faktu, iz masa m/z 281,2, jest
charakterystyczng masga rowniez dla innych lipidéw, chociazby dla kwasu
oleinowego. Z tego powodu, ta masa nie jest uwzgledniana w dalszej analizie. Dla
pozostatych mas widoczna jest taka sama tendencja wskazujaca, iz w grupie IV
wartoSci intensywno$ci s3 najmniejsze, natomiast najwieksze wartoSci
intensywnosci obserwowano dla grup [ oraz II.
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Rys. 25. Pogladowe zestawienie S$rednich, znormalizowanych
intensywnosci charakterystycznych pikow glicerolipidow w polaryzacji
ujemne;j dla ttuszczu sSrédmiesniowego.
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Dane przedstawione na Rys. 25 odnosza sie do wartosci intensywnosci
zmierzonych na obszarach zidentyfikowanych jako ttuszcz S$rédmiesniowy.
Podobnie jak dla wtokien mieSniowych, w analizie pominieto najmniejsza mase,
skupiono sie na 9 pozostatych charakterystycznych jonach. Rowniez w tym
przypadku mozna dostrzec pewne zrdznicowanie miedzygrupowe dla
wyroznionych mas. Za wyjatkiem m/z 567,54, widoczne jest, iZ najwieksze
intensywnosSci wystepuja dla grup [ oraz II, natomiast mniejsze wartoSci
przyporzadkowane s3 grupie III oraz IV. Szczeg6towa analize statystycznag
dotyczaca wtokien mieSniowych zawarto w Tab. 6, natomiast wyniki dla ttuszczu
Srodmiesniowego przedstawiono w Tab. 7.

Tab. 6. Analiza wariancji dla wybranych glikolipidébw w polaryzacji ujemnej dla wtdkien

mies$niowych. Zgodnie z analiza wariancji dla F1> 2,65 wystepuje réznica miedzygrupowa na
poziomie ufnosci a=0,05

Masa jonu Wzor sumarycz- Wynik testu analiz
Kwas molekularnego ny wariancji ANOVA, F;
[m/z] ;

Digliceryd 32:0 567,54 [C35He70s5]- 16,05
TAG 48:0 805,00 [Cs51Ho706]- 62,14
TAG 50:2 829,00 [Cs3Ho706]- 49,03
TAG 50:0 833,00 [Cs53H10106] 59,51
TAG 52:3 855,71 [Cs5Ho906]- 40,85
TAG 52:2 857,63 [Cs5H10106] 49,30
TAG 52:0 861,87 [Cs5H10506] 47,91
TAG 54:4 881,00 [C57H10106] 42,24
TAG 54:3 883,00 [Cs57H906]- 87,79

Tabela przedstawia wyniki analizy wariancji ANOVA oraz testu Tukey’a dla
9 wybranych charakterystycznych jonéw w polaryzacji ujemnej, zmierzonych dla
witokien mieSniowych. Posréd wybranych jonow znajduje sie jeden
charakterystyczny jon dla diglicerydu 32:0, natomiast pozostate masy to masy
charakterystycznych jonéw trojglicerydow (TAG) rdznigce sie iloScia atomow
wegla oraz umiejscowieniem wigzania podwojnego w tancuchu. Przeprowadzona
analiza wariancji ANOVA wykazata znaczace statystycznie roznice
miedzygrupowe. Na Rys. 26 zaprezentowano w postaci histograméw wyniki
odnoszace sie do wiokien miesniowych dla wszystkich jonéw umieszczonych
w Tab. 6.
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Rys. 26. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci dla ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych glicerolipidow dla wtékien mie$niowych. Indeksy a, b, ¢, d przypisane
wartosciom $rednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegélnych
glicerolipidow) r6znig sie istotnie przy p = 0, 05.
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Analiza wykazata podobne rdznice pomiedzy poszczegllnymi grupami
zywieniowymi dla diglicerydu 32:0 (m/z 67,54), TAG 48:0 (m/z 805,00), TAG 50:2
(m/z 829,00),TAG 50:0 (m/z 833,00), TAG 52:2 (m/z 857,63) oraz TAG 52:0 (m/z
861,87). Grupy I oraz II cechuja sie istotnie wyzszymi warto$ciami Srednich
intensywnos$ci w poréwnaniu z grupami III oraz IV, miedzy ktérymi réznice sa
nieistotne statystycznie. Z kolei, w przypadku TAG 52:3 (m/z 855,71) najwyzsza
wartos$¢ intensywnosci przypada w grupie I, nastepnie wartosci istotnie malejg od
grupy II, przez III do najmniejszej wartosci dla grupy IV.

W przypadku dwdch mas charakterystycznych dla tréojglicerydow TAG 52:0
(m/z 861,87) oraz TAG 54:3 (m/z 883,00), intensywnos$ci przyjmuja okoto
dwukrotnie wieksze wartosci niz w przypadku pozostatych jonéw. Poréwnujac,
z kolei, wartosci intensywnosci TAG 54:4 (m/z 881,00) uwidocznity sie istotne
roznice miedzy wszystkimi czterema grupami, gdzie najwieksza intensywnos¢
przypisana jest dla II grupy, nastepnie znacznie mniejsza w grupie
suplementowanej olejem sojowym (I grupa) i kolejno istotnie mniejsza grupie III,
a istotnie najmniejsza w grupie IV. Podobne wyniki otrzymano w przypadku TAG
54:3 (m/z 883,00), z ta roznica, iz pomiedzy grupa III i IV nie stwierdzono
istotnych statystycznie rdéznic.
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Wartos$ci statystyki F; tluszczu Srodmiesniowego dotyczace wybranych,
charakterystycznych jondéw dla glicerolipidéw mierzonych w polaryzacji ujemnej
przedstawia Tab. 7.

Tab. 7. Analiza wariancji dla wybranych glicerolipidéw w polaryzacji ujemnej dla obszaréw

tluszczu Srédmiesniowego. Zgodnie z analizg wariancji dla F1>2,65 wystepuje réznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

Masa jonu Wzor Wynik testu analiz
kwas molekularnego sumaryczny wariancji ANOVA, F,
[m/z] ;
Digliceryd 32:0 567,54 [C3sHe70s5]- 1,72
TAG 48:0 805,00 [Cs51Ho706]- 22,84
TAG 50:2 829,00 [Cs3Ho706]- 20,40
TAG 50:0 833,00 [Cs3H10106] 23,12
TAG 52:3 855,71 [Cs5Ho906]- 9,15
TAG 52:2 857,63 [CssH10106] 8,42
TAG 52:0 861,87 [CssH10506] 63,77
TAG 54:4 881,00 [C57H10106] 7,05
TAG 54:3 883,00 [Cs57H9906]- 20,27

Z tabeli wynika, ze tylko w przypadku diglicerydu 32:0 wartosc¢ statystyki F;
nie klasyfikuje tej masy jako istotnej statystycznie ze wzgledu na réznice
miedzygrupowe. Z tego wzgledu, mase m/z 567,54 pominieto w zestawieniu
kolumnowym umieszczonym na Rys. 27.
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Rys. 27. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci dla ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych glicerolipidow w przypadku ttuszczu $rédmiesniowego. Indeksy a, b, ¢
przypisane wartoSciom Srednim i oznaczone rdéznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie
poszczegolnych glicerolipidow) roznig sie istotnie przy p = 0,05.
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Odnoszac sie do wynikow zaprezentowanych na obu rysunkach,
w przypadku dwoch charakterystycznych jondw, TAG 52:0 (m/z 861,87) oraz TAG
54:3 (m/z 883,00), stosunki wartos$ci intensywnosci dla ttuszczu SrédmieSniowego
pokrywaja sie z proporcjami obliczonymi dla wtékien mie$sniowych. Natomiast,
wartosci intensywnoS$ci dla poszczegélnych grup sa na zbliZzonym poziomie.
W przypadku TAG 48:0 (m/z 805,00), TAG 50:2 (m/z 829,00) oraz TAG 50:0
(m/z833,00) wartoSci Srednich intensywnos$ci w grupie I maja najwieksze
wartosci w stosunku do pozostatych grup. Dla tych trzech jonéw wartoSci
intensywnoSci istotnie maleja dla grupy Il. Z kolei, grupa III i IV dla TAG 50:0
(m/z 833,00) prezentuje najnizsze wartosci intensywnosci. W odniesieniu do TAG
48:0 (m/z 805,00), grupa IV cechuje sie istotnie nizszymi wartoS$ciami
intensywnosci w stosunku do grupy I oraz I, przy réwnoczesnie braku istotnych
statystycznie réznic z grupg IIl. Dla TAG 50:2 (m/z 829,00) wartoSci Srednich
intensywnosSci miedzy grupa IIl a IV oraz IV a II nie byly istotne statystycznie
w przeciwienstwie do grupy Il oraz Ill, pomiedzy ktérymi istotnie nizsze warto$ci
intensywnosci odnotowano w grupie III.

Wyniki niniejszych badan wskazuja rowniez na analogiczne proporcje
w wartoSciach intensywnosci dla poszczeg6lnych grup zywieniowych w przypadku
mas m/z 855,71 (TAG 52:3) oraz m/z 857,63 (TAG 52:2). I tak, grupe I oraz II
charakteryzuja znaczaco wyzsze wartos$ci intensywnos$ci w poréwnaniu z grupa 111,
natomiast miedzy grupa Il oraz IV, jak rowniez miedzy grupa Il i IV nie wystepuja
istotne roznice. Z kolei, jon trojglicerydu 54:4 (m/z 881,00) najwyzsza
intensywnos$¢ uzyskuje w grupie II w poréwnaniu do grupy [, III i IV, miedzy
ktérymi nie odnotowano statystycznie istotnych réznic.

Przedstawione wyniki wskazujg, ze dla wiekszoSci analizowanych jonow
mozna zauwazy¢ podobny trend, iZ mniejsze warto$ci intensywnosci wystepuja
w grupie III oraz IV, natomiast wyzszymi warto$ciami intensywnosci cechuja sie
grupy [ oraz Il suplementowane odpowiednio olejem sojowym i Inianym. Mozna
wiec stwierdzi¢, Ze dodawanie do paszy jednego typu oleju pochodzenia
roslinnego powoduje wzrost zawartosci glicerolipidow, w szczegdlnoSci
trojglicerydow. Otrzymane wyniki s3 zgodne 2z wcze$niejszymi danymi
literaturowymi. Barteczko i in. [271] w pracy nad efektywnosciga zywienia
brojlerow mieszankami z wudzialem nasion réznych odmian Inu oleistego
podkreslaja, iz u brojlerow zywionych pasza wzbogacong lnem obserwowano
wyzszy poziom troéjglicerydéw w stosunku do grupy kontrolnej przy jednoczesnym
mniejszym poziomie cholesterolu catkowitego. Jak sugeruja Barteczko i Kaminski
[272] oraz Niemiec [273] zwiekszona zawarto$¢ trojglicerydow w surowicy krwi
ptakow zywionych mieszankami o duzej zawarto$ci tluszczu roslinnego moze
wynika¢ z ich zwiekszonej syntezy, wywotanej wysoka podaza ttuszczu
paszowego.
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4.3. Glicerofosfolipidy

O roznorodnosSci i wszechstronno$ci  funkcji  glicerofosfolipidow
wspomniano we wstepie teoretycznym. Przyczyna ztozonoSci tej klasy biomolekut
jest ich amfifilowy charakter oraz wystepowanie réznego rodzaju grup gtéwnych
itancuchéw kwasow ttuszczowych przytaczonych do glicerynowego szkieletu.
O aktywnoSci biologicznej tej grupy zwiazkéw decyduje rodzaj kwaséw
ttuszczowych potaczonych wigzaniami estrowymi z glicerolem, natomiast do
grupy gtéwnej w czesci polarnej, za pomoca fosforanu, moze by¢ przytaczona
cholinowa, etanoloaminowa, serynowa, glicerynowa lub inozytolowa grupa
funkcyjna. Z tego powodu do glicerofosfolipidow obecnych w btonach
komorkowych zalicza sie miedzy innymi fosfatydylocholine (znana réwniez pod
nazwg lecytyny lub PC), fosfatydyloetanoloamine (PE), fosfatydyloinozytol (PI)
oraz fosfatydyloseryne (PS) [22]. Udowodniono, iz fosfolipidy, obecne m. in.
w z6ttku jaj, watrobie wieprzowej i drobiowej, owocach morza, czy produktach
mlecznych, stanowig zwigzki niezbedne do prawidlowego funkcjonowania
organizmu oraz petnia istotng role w profilaktyce chordéb cywilizacyjnych [274].
Na Rys. 28, Rys. 29 zamieszczono zestawienia ilustrujgce znormalizowane
wartosci intensywnos$ci wszystkich zebranych, charakterystycznych jonow dla
glicerofosfolipidow w polaryzacji ujemnej, zmierzonych na obszarach wtdkien
miesSniowych i ttuszczu Srodmiesniowego.
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Rys. 28. Pogladowe zestawienie $redniej, znormalizowanej
intensywnosci dla charakterystycznych pikéw glicerofosfolipidow w
polaryzacji ujemnej dla wtékien miesniowych.

Rys. 28 prezentuje wartoSci znormalizowanych intensywnos$ci dla 38
wybranych mas, charakterystycznych, ujemnych jonow glicerofosfolipidow.
Z rysunku wynika, Ze w zakresie mas od m/z 62,96 do m/z 299,1 nie da sie okresli¢
zadnej tendencji, natomiast dla mas powyzej 299,1 amu widoczne jest, iz wieksze
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wartosSci intensywnos$ci wystepuja w grupach I oraz II, natomiast mniejsze
intensywnosci mozna przyporzadkowac grupom III oraz IV.
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Rys. 29. Pogladowe zestawienie S$rednich, znormalizowanych
intensywno$ci  charakterystycznych  pikéw  glicerofosfolipidow
w polaryzacji ujemnej dla ttuszczu sSrédmiesniowego.

Analogiczna sytuacja wystepuje w przypadku pomiaréw wykonanych na
obszarach tluszczu S$rédmiesniowego. Tak jak dla widkien mieSniowych,
intensywnosSci roznicuja sie miedzy grupami dla mas wiekszych od masy
m/z 299,1, gdzie dla grupy IV wartos$ci intensywnosci sg najmniejsze.

Ponizej przedstawiono szczegdétowa analize statystyczng zestawienia
przedstawionego na Rys. 28. Ze wzgledu na liczny zbior charakterystycznych
jonéw dla tej grupy lipidowej, analize podzielono na dwa etapy. Pierwszy etap
dotyczy fosfatydylocholin (glicerofosfolipidy cholinowe), za$ drugi obejmuje
pozostate lipidy z grupy glicerofosfolipidow.

Tab. 8. Analiza wariancji wybranych jonéw charakterystycznych fosfatydylocholin w polaryzacji

ujemnej dla obszaréw witdkien mie$niowych. Zgodnie z analizg wariancji dla F1=> 2,65 wystepuje
réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

M Wynik testu

, . asa . g S

Lipid Wzor sumaryczny | analiz wariancji
[m/z] ANOVA, F1

Fragment PC28:0, PC32:0, )

PC34:1, PC34:2 62,96 [PO:] 8,21

Fragment PC28:0, PC32:0, )

PC34:1, PC34:2 96,96 [PO4H2] 14,81

Fragment PC28:0, PC32:0, )

PC34:1, PC34:2 109,98 [CH304P] 17,04

Fragment PC28:0, PC32:0, )

PC34:1, PC34:2 123,00 [C2H4PO4] 41,15

F t PC32:0, PC34:1,

Prczgfzen 255,23 [C16H3102] 3,83

PC34:1 699,60 [C39H7208P]- 71,22

PC32:0 709,45 [C4oHgoNOgP]- 84,97

PC34:2 733,42 [C42HgoNOgP]- 82,16
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W Tab. 8 zawarto wybrane charakterystyczne jony fosfatydylocholiny,
ktérych intensywnoSci poddano nastepnie szczeg6towej analizie. Dla wszystkich
jonéw analiza wariancji ANOVA wyznaczyta wartosci statystyki F; jako wieksze od
wartosci krytycznej dla okreSlenia statystycznie istotnej réznicy. Otrzymane
wyniki zaprezentowano w postaci histogramu na Rys. 30, w celu zobrazowania
istniejgcych roznic.
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Rys. 30. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywno$ci ujemnych, charakterystycznych
jonéw fosfatydylocholin z obszaréw widkien mie$niowych. Indeksy a, b, c przypisane
wartosciom S$rednim i oznaczone ro6znymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie
poszczegolnych fosfatydylocholin) r6znig sie istotnie przy p = 0, 05.

Na zaprezentowanym histogramie mozna dostrzec kilka zaleznoSci.
Pierwsza dotyczy wartosci intensywno$ci dla pierwszych pieciu jondw, poczawszy
od najmniejszej masy. Widoczna jest zdecydowana roéznica w poziomach
intensywnosci tych joné6w w stosunku do zaprezentowanych pozostatych trzech.

Kolejne zaleznoSci mozna dostrzec analizujagc wyniki uzyskane
z przeprowadzonego testu Tukey’a. [ tak, istotnie wyzsze warto$ci intensywnosci,
dla praktycznie wszystkich wymienionych jonéw, poza fosfatydylocholing PC34:2
(m/z 733,42) oraz fragmentem PC32:0, PC43:1, PC34:2 (m/z 255,23), wystepuja
w grupie I oraz Il w poréwnaniu z grupg III i IV, miedzy ktérymi réznice s3
nieistotne statystycznie. W przypadku jonu PC34:2 (m/z 733,42) najwyzsze
wartosci intensywno$ci rowniez odnotowano w grupie [ oraz II, natomiast istotnie
najnizsze w grupie IV, a warto$ci intensywnosci grupy III plasowaly sie na
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posrednim poziomie. Z kolei, analizujgc jon fragmentacyjny PC32:0, PC34:1,
PC34:2 (m/z 255,23) istotne statystycznie roznice odnotowano jedynie pomiedzy
grupa I oraz Il i IV, gdzie wyzsze warto$ci intensywnosci tego jonu stwierdzono
w grupie I w stosunku do grupy Il i IV.

Uzyskane wyniki dla widékien mieSniowych wskazuja na analogiczne
tendencje charakterystycznych jonéw w tej grupie lipidowej. Oznacza to, Ze
w grupach zywieniowych, w ktdérych zastosowano suplementacje jednym typem
oleju roslinnego, zawartosci fosfatydylocholin wzrosty w stosunku do grupy III
(gdzie zastosowano kombinacje olejow roslinnych) oraz grupy IV, w ktérej nie
zastosowano suplementacji olejami roslinnymi. Przewaga w intensywnosciach dla
pierwszych dwdch grup oraz przedstawiony w poprzednim podrozdziale wzrost
zawarto$ci wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych jest bardzo dobrym
prognostykiem w profilaktyce chordb cywilizacyjnych. Jak podaja Liu i Ma [275],
istnieje chemio-prewencyjny mechanizm dziatania glicerofosfolipidow zawierajacy
kwasy ttuszczowe z rodziny w-3. Mechanizm ten oparty jest przede wszystkim na
mozliwo$ci modyfikacji ptynnosci i przepuszczalnosci bton komérkowych, jak i na
stabym powinowactwie tego typu fosfolipidow do czasteczek cholesterolu. Dzieki
takim mechanizmom spada prawdopodobienstwo powstawania tzw. tratw
lipidowych, bedacych dynamicznymi domenami o duzej zawartosci cholesterolu
i fosfolipidow bogatych w nasycone kwasy ttuszczowe, ktorych zwiekszong
zawarto$¢ stwierdzono w btonach komérek nowotworowych (m.in. raka piersi
i stercza) [276].

Wiedza na temat mozliwos$ci modyfikacji zawartosci czasteczek z rodziny
fosfatydylocholin jest niezwykle przydatna. W wyniku starzenia sie organizmu
zmienia sie sktad blon komorkowych, efektem tego jest spadek zawartosci
fosfolipidow przy rownoczesnym wzroScie iloSci czasteczek cholesterolu.
Mechanizm ten jest wyjatkowo niebezpieczny dla komoérek uktadu
immunologicznego oraz nerwowego, dla ktorych procesy sygnalizacji komorkowej
s3 wyjatkowo istotne [274]. W pracy Rivnay i in. [277] wykazano, iZ suplementacja
fosfatydylocholing poprawia funkcjonowanie bton komoérkowych u myszy powyzej
20 miesigca zycia, co objawiato sie wzmocnieniem odpowiedzi proliferacyjne;.
Dodatkowo, z poziomem spozycia fosfatydylocholin wigze sie rowniez obnizenie
stezenia catkowitego cholesterolu oraz frakcji LDL w osoczu krwi, przez co
zmniejsza sie ryzyko wystgpienia choréb uktadu krwiono$nego [278].

Analize dotyczaca wynikow uzyskanych dla obszarow tluszczu
Srodmiesniowego zawarto w Tab. 9.
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Tab. 9. Analiza wariancji wybranych jonéw charakterystycznych fosfatydylocholin w polaryzacji
ujemnej dla obszarow ttuszczu Srédmiesniowego. Zgodnie z analizg wariancji dla F1= 2,65
wystepuje réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

Masa Wynik testu analiz
Lipid Wzoér sumaryczny | wariancji ANOVA,
[m/z] F,
Fragment PC28:0, PC32:0, )
PC34:1, PC34:2 62,96 [PO:] 2,54
Fragment PC28:0, PC32:0, )
PC34:1, PC34:2 96,96 [PO:Hz] 2,88
Fragment PC28:0, PC32:0, )
PC34:1, PC34:2 109,98 | [CH504P] 281
Fragment PC28:0, PC32:0, )
PC34:1, PC34:2 123,00 | [C2HsPOs] 384
F t PC32:0, PC34:1,
Prczg;flzen 25523 | [Ci6H3102] 8,08
PC34:1 699,60 | [C39H7,08P]- 8,37
PC32:0 709,45 | [CaoHgoNOgP]- 15,85
PC34:2 733,42 | [Ca2HgoNOgP]- 28,28

W przeciwienstwie do wynikéw dla wtokien mie$niowych, w przypadku
ttuszczu S$rédmiesniowego nie dla kazdego jonu analiza wariancji ANOVA
wykazata istotng statystycznie réznice. Z tabeli wynika, iz dla pierwszego
fragmentu fosfatydylocholiny o najmniejszej masie wartos$¢ wspotczynnika F; jest
mniejsza od wartoSci krytycznej. Z tego powodu na Rys. 31 zaprezentowano
histogram dla 7 charakterystycznych mas w przypadku tej grupy lipidowe;j.
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Rys. 31. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnos$ci ujemnych, charakterystycznych
jonéw fosfatydylocholin z obszaréw ttuszczu S$rédmiesniowego. Indeksy a, b, c przypisane
wartosciom $rednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegé6lnych
fosfatydylocholin) réznig sie istotnie przy p = 0,05.
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Z przedstawionego histogramu wynika, iz w przypadku dwoéch jonow
odpowiadajacych fragmentom PC 28:0, PC32:0, PC34:1, PC 34:2 o masach
m/z 96,96 oraz m/z 109,98 istotne statystycznie réznice wykazano tylko miedzy III
oraz IV grupa, gdzie istotnie wieksze intensywnos$ci stwierdzono w grupie III
w stosunku do IV. Pomiedzy pozostalymi grupami nie odnotowano istotnych
statystycznie roznic. W przypadku trzeciego fragmentu o masie m/z 123 (fragment
PC28:0, PC32:0, PC34:1, PC34:2) istotne rdznice odnotowano pomiedzy grupa I,
Il i IV, gdzie wyzZsze wartoSci intensywnosci przypadaja dla grupy III
w porownaniu do grupy II i IV. Dla kolejnego, charakterystycznego fragmentu dla
fosfatydylocholin o masie m/z 255,23, istotne statystycznie wyzsze wartoSci
intensywnoSci stwierdzono w grupie I w stosunku do grupy Il i Ill, miedzy ktorymi
roznice nie byty istotne statystycznie. Grupa Il ponadto cechowata sie istotnie
nizszymi warto$ciami intensywnos$ci w poréwnaniu z grupg IV. Warto podkreslic,
ze intensywnosci dotychczas opisanych fragmentdéw fosfatydylocholin byty o okoto
trzy rzedy wielkoS$ci wieksze w poroéwnaniu z pozostatymi jonami molekularnymi.
Analizujgc dwa kolejne jony fosfatydylocholiny PC34:1 (m/z 699,60) oraz PC32:0
(m/z 709,45), wykazano podobne proporcje miedzygrupowe. W tym przypadku,
istotnie mniejsze wartosSci $rednich intensywno$ci mozna przypisa¢ grupie IV
w stosunku do pozostatych grup zywieniowych. Analiza intensywnosci jonu PC
34:2 (m/z 733,42) wykazata, ze podobnie jak w przypadku wtdkien mieSniowych,
najwyzsze wartosci intensywnos$ci odnotowano w grupie I oraz I, a najnizsze
w grupie [V. Warto$ci intensywnosci tego jonu w grupie III plasowaty sie na
posrednim poziomie.

Uzyskane wyniki, dla obu struktur - widékien mie$niowych i thuszczu
$Srodmiesniowego, pokazuja zdecydowanie wieksze wartoSci $rednich
intensywnosSci fragmentoéw fosfatydylocholin (ok. 1000 krotnie) w stosunku do
jonéw macierzystych tych molekut. Co wiecej, proporcje pomiedzy Srednimi
wartosSciami intensywnosci dla badanych grup w przypadku wtékien miesniowych
sa analogiczne pomiedzy fragmentami molekul, a jonami macierzystymi.
Odmienna sytuacja jest w przypadku ttuszczu Srédmiesniowego, dla ktérego
wystepuja roznice w cechach histograméw dla jonow fragmentacyjnych
i macierzystych. Powodem tego jest fakt, iz dane fragmenty pochodza réwniez od
innych molekut, zwazywszy na ich stosunkowo niewielkie masy, lub tez fragmenty
te moga by¢ produktami ponownej fragmentacji po wybiciu z badanej struktury.

Wczesniejsze badania wskazujg, iz tluszcz Srédmiesniowy w znacznym
stopniu moze determinowac sktad lipidowy miesa i co istotne, zawiera rowniez
znaczng ilo$¢ fosfolipidéw [279]. Dla wiekszos$ci wybranych mas odpowiadajacych
fragmentom i jonom macierzystych zwigzkéw tworzacych tg klase lipidowa, dla
wtokien miesniowych, mozna zauwazy¢ tg sama tendencje. Mianowicie, wartosci
$rednich znormalizowanych intensywnos$ci dla pierwszych dwéch grup
przewyzszaja poziomami pozostale dwie grupy. Dodatkowo, w przypadku
wyroznionych trzech jonéw molekularnych, réznica ta jest bardziej znaczaca.
Analizujgc z kolei wyniki dla ttuszczu $rédmiesniowego, gdzie w przypadku
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fragmentéw czasteczek z rodziny fosfatydylocholin nie ma wyrdzniajacej sie
tendencji, to dla jonow macierzystych widoczna jest przewaga grup
suplementowanych olejami roS$linnymi. Przytoczone wyniki wskazujg, iz po
suplementacji olejami rosSlinnymi, a w przypadku witdkien miesniowych
w szczeg6lnosci jednym typem oleju (grupa I oraz grupa II), wzrasta poziom
zwigzkow z rodziny fosfatydylocholiny.

Przechodzac do pozostatych czasteczek z grupy glicerofosfolipidow, w Tab.
10, 11 przedstawiono wyniki dla wybranych, charakterystycznych mas
w przypadku glicerofosfolipidow innych niz fosfatydylocholiny, takich jak
fosfatydyloetanoloamina (PE) oraz fosfatydyloinozytol (PI).

Tab. 10. Analiza wariancji wybranych jondw charakterystycznych dla wybranych
glicerofosfolipidow w polaryzacji ujemnej dla obszaréw wtékien miesniowych. Zgodnie z analizg
wariancji dla F1> 2,65 wystepuje réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

Wynik testu
Lipid [Mma/szc} Wzér sumaryczny wZ’;?aI;chi
ANOVA, F,
Fragment PI, PE 28:0, PE 32:0 62,96 [PO.]- 8,21
Fragment PE 28:00 109,98 [CH304P]- 17,04
Fragment PE 32:00 122,01 [C2H5NO3sP]- 27,54
Fragment PE 28:0, PE 32:0, PE34:1 140,02 [C2H7NO4P]- 46,64
Fragment PE 28:0, PE 32:0 180,04 [CsH11NO4P]- 75,13
Fragment PI 34:2 241,06 [C6H10POg]- 42,22
Fragment PI 34:2 299,10 [CoH16PO9]- 58,72
Fosfatydyloetanoloamina PE 28:0 634,46 [C33HesNOgP] 62,66
Fosfatydyloetanoloamina PE 32:0 690,56 [C37H73NOgP] 60,95
Fosfatydyloetanoloamina PE 34:1 714,55 [C39H73NOgP]- 77,83
Fosfatydyloetanoloamina PE 36:0 746,60 [C41Hg1NOgP] 76,39
Fosfatydyloinozytol PI 34:2 833,71 [C43H78P013] 59,51
Fosfatydyloinozytol PI 38:3 887,60 [C47Hg4013P] 54,10

Dla wszystkich wymienionych mas analiza wariancji ANOVA wykazata
istotne statystycznie rodznice, z tego wzgledu na histogramach kolumnowych
umieszczonych na Rys. 32 zawarto wszystkie masy z Tab. 10.
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Rys. 32. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych glicerofosfolipidow dla obszaréw widkien miesniowych. Indeksy a, b, ¢
przypisane wartoSciom Srednim i oznaczone rdéznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie
poszczegolnych glicerofosfolipidéw) réznia sie istotnie przy p = 0,05.

Po analizie testu Tukey’a mozna zauwazy¢, podobnie jak to byto
w przypadku fosfatydylocholiny, iz praktycznie dla wszystkich mas, istotnie
wyzsze Srednie wartosci znormalizowanych intensywnos$ci wystepuja w grupie [
oraz Il w poréwnaniu do grupy III i IV. Wyjatek stanowi jedynie jon PE 28:0 (m/z
634,46), dla ktorego istotnie nizsze wartosci intensywnosci odnotowano w grupie
IV w stosunku do grupy IIl. Otrzymane zalezno$ci mogg stanowi¢ potwierdzenie
tezy, iz zwiekszony dostep do fosfatydyloetanoloaminy podwyzsza konwersje do
fosfatydylocholiny ze wzgledu na przeksztaicanie PE do PC dzieki aktywnosci
N-metylotransferazy fosfatydyloetanoloaminowej [280].

Kolejny wniosek wynikajacy z tabeli to fakt, iz dla mas m/z 714,55 (PE 34:1)
oraz 887,60 (PI 38:3), sSrednie warto$ci znormalizowanych intensywnos$ci w grupie
[ oraz II co najmniej czterokrotnie przewyzszaja wartos$ci uzyskane dla grupy III
i IV. Warto zauwazy¢, iz dla siedmiu pierwszych jonow (m/z 62,96; 109,98; 122,01;
140,02; 180,04; 241,06; 299,10), a wiec wszystkich jonéw fragmentacyjnych,
wartosci Srednich intensywnos$ci sg wielokrotnie wieksze w poréwnaniu do
pozostatych jonéw molekularnych.
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W  przypadku  tluszczu Srodmiesniowego Srednie  wartosci
znormalizowanych intensywno$ci mas charakterystycznych glicerofosfolipidow
w polaryzacji ujemnej przedstawiono w Tab. 11.

Tab. 11. Analiza wariancji wybranych jonéw charakterystycznych wybranych glicerofosfolipidéw
w polaryzacji ujemnej dla obszaréow ttuszczu $rédmiesniowego. Zgodnie z analiza wariancji dla
F1> 2,65 wystepuje miedzy Srednimi nie jest znaczgca na poziomie ufnoéci 0,05

Wynik testu
.. Masa Wzoér analiz
Lipid L
[m/z] sumaryczny wariancji
ANOVA, F,
Fragment PI, PE 28:0, PE 32:0 62,96 [PO;] 1,64
Fragment PE 28:00 109,98 [CH304P]- 2,61
Fragment PE 32:00 122,01 [C2H5NO3sP]- 4,42
Fragment PE 28:0, PE 32:0, PE34:1 140,02 [C2H7NO4P]- 6,66
Fragment PE 28:0, PE 32:0 180,04 [CsH11NO4P]- 12,15
Fragment PI 34:2 241,06 [C6H10POg]- 4,64
Fragment PI 34:2 299,10 [CoH16PO9]- 14,50
Fosfatydyloetanoloamina PE 28:0 634,46 [C33HesNOgP]- 6,04
Fosfatydyloetanoloamina PE 32:0 690,56 [C37H73NOgP]- 9,19
Fosfatydyloetanoloamina PE 34:1 714,55 [C39H73NOgP]- 8,26
Fosfatydyloetanoloamina PE 36:0 746,60 [C41Hg1NOgP] 20,54
Fosfatydyloinozytol PI 34:2 833,71 [C43H78P013] 23,12
Fosfatydyloinozytol PI 38:3 887,60 [C47Hg4013P] 33,49

Analiza ANOVA przedstawiona w tabeli dla dwoch jonoéw fragmentacyjnych
o najmniejszych masach nie wykazata istotnych statystycznie réznic. Te dwie masy
zostaty wiec pominiete w zestawieniu umieszczonym na Rys. 33.
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Rys. 33. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych glicerofosfolipidéw dla obszaréow ttuszczu srédmiesniowego. Indeksy a, b, ¢
przypisane wartoSciom Srednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie
poszczegolnych glicerofosfolipidéw) réznia sie istotnie przy p = 0,05.

Wyniki zestawione na histogramie charakteryzuja sie pewnymi wspolnymi
cechami. Mianowicie, prawie dla wszystkich mas, tylko poza fragmentem o masie
241,06 (PI 34:2), w grupie I oraz Il wykazano istotnie wyzsze intensywnosci
w porownaniu z grupg IV. Z kolei, fragment PE 28:0, PE 32:0, PE 34:1 (m/z 140,02)
oraz fragment PI 34:2 o masie m/z 241,06 cechowaty sie wyZszg intensywnoscia
w grupie II w stosunku do grupy III i IV, miedzy ktérymi réznice nie byty istotne
statystycznie. Jon fragmentacyjny PE 28:0, PE 32:0 (m/z 180,04) oraz jon
fragmentacyjny PI 34:2 o masie m/z 299,10, a takze jon PI 38:3 (m/z 887,60)
cechowaty sie podobnymi zaleznos$ciami w stosunku do analizowanych grup
zywieniowych. Dla tych jondw istotnie wyzszy poziom intensywno$ci odnotowano
w grupie [ oraz II w stosunku do grupy III i IV. Rodzaj zywienia zr6znicowat takze
intensywnoSci pozostatych jonéw. I tak, jon PE 34:1 (m/z 714,55) charakteryzowat
sie istotnie nizszym poziomem intensywnos$ci w grupie IV stosunku do
pozostatych grup zywieniowych. Rowniez w grupie IV stwierdzono najnizszy
poziom intensywnosci w przypadku jonu PE 36:0 (m/z 746,60). Z kolei, najwyzszy
poziom intensywnosci odnosnie tego jonu wykazano w grupie I oraz II, natomiast
poziom intensywnos$ci oszacowany w grupie III plasowat sie na posrednim
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poziomie. Kolejny z omawianych jonéw o masie 833,71, Pl 34:2, najwyzsza
wartos$¢ intensywnosci osiggnat w grupie I, a najnizsza w grupie III i IV. Wartosci
intensywnoSci grupy Il natomiast przyjmowaty wartos$ci posrednie.

Fosfolipidy zawierajace etanoloamine oraz inozytol, a wiec PE i P],
odznaczaja sie waznymi wtasciwo$ciami biologicznymi oraz biora udzial w wielu
szlakach biologicznych w zywych organizmach. Jedng z istotnych reakcji, w ktorej
bierze udziat PE jest modulacja stezenia homocysteiny w osoczu krwi, bedacej
czynnikiem ryzyka rozwoju zmian miazdzycowych oraz zakrzepowych [280].
A wiec, dostarczanie do organizmu zbyt wysokiej dawki PE mogtoby za pomoca
tego szlaku niekorzystnie wptynag¢ na stan zdrowia zywego organizmu.
Réwnoczesdnie, jak podaje Eros i in. [281] suplementacja PE wraz z PC oraz
N-acylofosfatydyloetanoloaming wptywa na hamowanie ostrych stanéw zapalnych
i stanowi nowatorska droge =zapobiegawcza lub farmakoterapeutyczna
w patologiach ukiadu immunologicznego. W przypadku PI natomiast, jedna
z istotnych roél jaka odgrywa to posredniczenie w odpowiedzi komoérkowej na
bodZzce zewnetrzne. Ale nie tylko, wedlug badan Shirouchi i in. [282], dieta
szczuréw wzbogacona w olej sojowy, a dzieki temu suplementowana PI, wptywa
hamujgco na hipercholesterolemie i gromadzenie sie cholesterolu w surowicy, co
powigzano z zwiekszonym wydalaniem kwasu zéiciowego.

Ze wzgledu na duze znaczenie biologiczne obu lipidow, wiedza na temat
mozliwo$ci modyfikacji ich zawartosci w strukturach biologicznych, takich jak
tkanki, jest wysoce przydatna. Informacje, jakie uzyskano w przeprowadzonej
analizie $wiadczg, iz technika spektrometryczna TOF-SIMS umozliwia uzyskanie
uzytecznych, réwniez w ocenie iloSciowej, informacji i stwarza nowe mozliwosci
do obserwacji zmian wyzej wymienionych lipidow w uktadach biologicznych
poddanych réznym czynnikom modyfikujacych profil lipidowy uktadéw
biologicznych.

4.4. Sfingolipidy

Kolejna grupa lipidowa, sfingolipidy, ktorych czasteczki s3 elementami
strukturalnymi zewnetrznych warstw bton biologicznych obok fosfolipidow,
glikolipidow i steroidow, warunkujg ksztalt komorki, inicjujg liczne szlaki
sygnalowe jak rowniez petnig funkcje wtérnych przekaznikow sygnatéw [283].
Gtownym szkieletem w czasteczkach nalezacych do tej grupy zwiazkow,
w odroznieniu  od wiekszosci fosfolipidéw, jest sfingozyna zbudowana
z osiemnastoweglowego tancucha [284]. Do tej klasy lipidow naleza ceramidy,
bedace potaczeniem amino-alkoholowej sfingozyny z reszta kwasu ttuszczowego,
sfingomieliny (SM) powstate w wyniku kondensacji ceramidu i fosfatydylocholiny,
oraz glikosfingolipidy bedace produktem reakcji ceramidu i reszt cukrowych
[285]. Sfingolipidy pelnia réwniez wazng role w wielu fizjologicznych
i patofizjologicznych procesach zachodzacych w uktadzie pokarmowym, stanowia
okoto 35% wszystkich frakcji lipidowych obecnych w uktadzie pokarmowym
[286]. Znajdujace sie na powierzchni szczytowej enterocytow, bedacych
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komorkami jelita cienkiego, glikosfingolipidy zabezpieczaja nabtonek jelitowy
przed uszkodzeniem przez sole kwasow zétciowych oraz enzymy trawienne [287].
W wielu pracach podkre$la sie rowniez znaczenie sfingolipidow w uktadzie
krwiono$nym, gdzie petnig funkcje strukturalne, determinujac wtasciwosci bton
biologicznych kardiomiocytéw, oraz dziatajg jak wtorne przekazniki w procesach
dokomorkowej transmisji sygnatéw [288].

Na wykresie Rys. 34 przedstawiono wartoSci Srednie znormalizowanych
intensywnosci wszystkich zebranych charakterystycznych jonow sfingolipidow
w polaryzacji ujemnej w przypadku obszaréw zidentyfikowanych jako widkna

miesSniowe.
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Rys. 34. Pogladowe zestawienie Srednich, znormalizowanych
intensywnosci charakterystycznych pikéw sfingolipidéow w polaryzacji
ujemne;j, dla wtdkien miesniowych.

Uzyskane dane upowazniaja do stwierdzenia, iz w przypadku tej grupy
lipidowej wystepuje widoczna roznica pomiedzy czterema grupami
eksperymentalnymi. Praktycznie dla wszystkich mas, mozna uzna¢, iz najmniejsze
wartosci intensywno$ci wystepuja w grupie IV, a najwieksze wartosci
intensywnosSci przypadaja w grupach I lub II. Jedynie dla najmniejszych mas
wystepuja odstepstwa, jednak jest to zwigzane z faktem, iz te masy moga
odpowiada¢ fragmentom czasteczek innych lipidow. Rys. 35 prezentuje dane dla
tych samych jonéw emitowanych z obszaréw thuszczu sSrodmieSniowego.
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Rys. 35. Pogladowe zestawienie S$rednich, znormalizowanych

intensywnosci charakterystycznych pikéw sfingolipidéw w polaryzacji
ujemne;j dla ttuszczu Srédmiesniowego.

Rezultaty otrzymane dla tluszczu sa zgodne
z Zaobserwowanymi cechami dla tej grupy lipidowej we wtdknach mie$sniowych.
Dla wiekszoSci (za wyjatkiem najmniejszych mas z
m/z79,96-447,34) wystepuje zréznicowanie miedzy grupami pod wzgledem

wartosci intensywno$ci. Najmniejsze wartoSci mozna zauwazy¢ dla grupy IV,

Srodmiesniowego

mas przedziatu

natomiast najwieksze wystepuja w grupie I oraz II. W Tab. 12, 13 umieszczono
szczegbtowa analize statystyczng otrzymanych wartosci intensywnos$ci pod
wzgledem réznic wystepujacych pomiedzy czterema grupami zywieniowymi.

Tab. 12. Analiza wariancji wybranych jondéw charakterystycznych sfingolipidow w polaryzacji

ujemnej dla obszaréw witdkien mie$niowych. Zgodnie z analizg wariancji dla F1=> 2,65 wystepuje
réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

Lipid Masa Wzér sumaryczny Wynik testu analiz
[m/z] wariancji ANOVA, F,
Ceramid 36:1 324,29 | [Cz0H3sNO2]- 14,34
Sfingomielina 34:1 404,31 | [C20H39NOsP]- 55,23
Sfingomielina34:1 447,34 | [C22H44N205P] 56,28
Sulfatyd 42:2 540,32 | [C24H46SNO10]- 8,21
Ceramid 36:1 564,54 | [C3sH70NO3]- 21,95
Sfingomielina 34:1 598,52 | [C34HesNOsP]- 66,26
Sfingomielina 34:1 701,68 | [C39H78N206P]- 61,10
Sulfatyd C18 806,55 | [C42HgoSNO11]- 44,03
Sulfatyd C20 834,60 | [C44HgsSNO14]- 66,84
Sulfatyd C22 862,61 | [C46HgsSNO11]- 52,10
Sulfatyd C23 876,70 | [C47H9oSNO11]- 59,46
Sulfatyd C24:1 oraz 42:2 888,62 | [C4gHooSNO11]- 57,66
Sulfatyd C24 890,64 | [C4gH92SNO11]- 45,68
Sulfatyd C25 904,62 | [C4gH9oSNO12]- 44,01
Sulfatyd C26 918,60 | [C49H92SNO12]- 39,54
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Jak wynika z tabeli, dla wszystkich zamieszczonych mas analiza wariancji
ANOVA wykazala istotne statystycznie roznice miedzygrupowe. Mozna réwniez
zauwazyg¢, iz otrzymane wartosci statystyki F; z testu ANOVA s3 stosunkowe duze
wzgledem wartosci uzyskanych w uprzednich analizach.
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Rys. 36. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych sfingolipidéw dla obszaréw wtdkien miesniowych. Indeksy a, b, ¢ przypisane
wartosciom $rednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegé6lnych
sfingolipidow) réznig sie istotnie przy p = 0,05.

Srednia, znormalizowana intensywnos¢

/4

Z przeprowadzonego testu Tukey’a wynika wniosek, iz dla wszystkich
wybranych jonoéw charakterystycznych dla sfingolipidow nie wystepuja réznice
w wartoSciach intensywno$ci miedzy grupami I oraz II, jak réwniez miedzy grupa
III oraz grupa IV, z wyjatkiem sulfatydu C23 (m/z 876,70), dla ktérego istotnie
wyzsze wartosci intensywnos$ci odnotowano w grupie III w poréwnaniu do grupy
IV. Co warto takze podkresli¢, wartosci intensywnoSci odnotowane w grupie [ oraz
Il a wiec, w grupie w ktorej zastosowano olej sojowy jako Zrodto tluszczu
i w grupie, w ktorej uzyto oleju Inianego bedacego Zrédtem ttuszczu roslinnego,
byty istotnie wyzsze w pordwnaniu z warto$ciami intensywnos$ci odnotowanymi
w grupie III, w ktorej zastosowano kombinacje obu tluszczy roslinnych, jak
rowniez w grupie [V, gdzie zwierzeta suplementowane byty tojem wotowym. Tylko
w przypadku masy m/z 540,32 odpowiadajacej sulfatydowi 42:2 wykazano brak
istotnych zmian miedzy grupami I oraz III.

Objete w niniejszej analizie czasteczki ceramidow s3a odpowiedzialne za
wewnatrzkomorkowa sygnalizacje oraz aktywacje wielu enzyméw prowadzacych
do apoptozy komérkowej [289, 290]. Jednym ze szlakow powstawania ceramidéw
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jest enzymatyczna hydroliza sfingomieliny, w przypadku otrzymanych wynikéw
istnieje analogia w otrzymanych roéznicach miedzygrupowych dla sfingomielin
i ceramidéw. W obu przypadkach, w pierwszych dwoch grupach, wartos$ci srednich
intensywnosci sa wieksze od pozostatych dwoch grup. Modrak i in. [291] wskazuja,
iz zwiekszenie stezenia sfingomieliny moze prowadzi¢ do wzrostu iloSci
wewnatrzkomoérkowych ceramidéw, co w efekcie koncowym moze prowadzi¢ do
inicjacji apoptozy komorkowej. Z kolei, Fincka i in. [292] analizujagc wptyw bogatej
w tluszcze diety na poziom ceramidow w mieSniu sercowym myszy
z uwarunkowang genetycznie nadekspresja wybranych receptoréw regulujacych
metabolizm sfingolipidow wykazali, Ze wysokotluszczowa dieta prowadzi do
akumulacji ceramidu w mie$niu sercowym, przy czym zjawisko to zwigzane jest
rowniez ze zmiang aktywno$ci pewnych enzymow i receptorow w szlaku
metabolicznym sfingolipidow. W Tab. 13 zamieszczono wyniki odnoszace sie do
ttuszczu Srodmiesniowego.

Tab. 13. Analiza wariancji wybranych jondéw charakterystycznych sfingolipidow w polaryzacji
ujemnej dla obszarow tluszczu Srédmiesniowego. Zgodnie z analiza wariancji dla F1= 2,65
wystepuje réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

Lipid Masa Wzér sumaryczny Wynik testu analiz

[m/z] wariancji ANOVA, F,
Ceramid 36:1 324,29 | [C20H3sNO2]- 2,51
Sfingomielina 34:1 404,31 | [C2H39NOsP]- 2,49
Sfingomielina34:1 447,34 | [C22H44N205P] 2,06
Sulfatyd 42:2 540,32 | [C24H46SNO10]- 4,25
Ceramid 36:1 564,54 | [C3sH70NO3]- 1,13
Sfingomielina 34:1 598,52 | [C34HgsNOsP]- 1,73
Sfingomielina 34:1 701,68 | [C39H7s8N206P] 9,22
Sulfatyd C18 806,55 | [C42HgoSNO11]- 21,50
Sulfatyd C20 834,60 | [C44HgsSNO14]- 24,02
Sulfatyd C22 862,61 | [C46HgsSNO11]- 46,65
Sulfatyd C23 876,7 | [C47H90SNO14]- 42,77
Sulfatyd C24:1 oraz 42:2 888,62 | [C4gHooSNO11]- 34,48
Sulfatyd C24 890,64 | [C4gH92SNO14]- 58,60
Sulfatyd C25 904,62 | [C48H9oSNO12]- 28,75
Sulfatyd C26 918,60 | [C49H92SNO12]- 21,92

Jak mozna zauwazy¢, wartosci testu wariancji ANOVA ksztaltuja sie nieco
inaczej niz dla witokien mie$sniowych. Wartosci odnoszace sie do obu mas
przypisanych ceramidowi 36:1 s3 mniejsze niz graniczna warto$¢ wspoétczynnika
F; informujaca o istotnej statystycznie roznicy miedzygrupowej. Stad, masy te nie
sga obecne na Rys. 37. Analogiczny przypadek ma miejsce dla trzech z czterech mas
charakterystycznych sfingomieliny 34:1.
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Rys. 37. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw wybranych sfingolipidow dla obszaréw ttuszczu $rédmiesniowego. Indeksy a, b, ¢
przypisane wartoSciom Srednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie
poszczegolnych sfingolipidow) réznia sie istotnie przy p = 0,05.
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Jedyna masa jonu sfingomieliny 34:1, dla ktorej warto$¢ wspétczynnika F;
informuje o istotnej statystycznie réznicy miedzygrupowej, a wiec masa
m/z 701,68, ma znaczaco wyzsze wartoSci intensywnos$ci w grupie [ oraz II
w stosunku do wartosci dla grupy IV. Natomiast, w przypadku sulfatydu 42:2, jon
o masie m/z 540,32, istotne roznice odnotowano jedynie pomiedzy grupa I a I,
gdzie wyzsze wartoSci intensywnosci stwierdzono w grupie II. Analizujac
natomiast sulfatyd 42:2, jon o masie m/z 888,62, jak rowniez sulfatyd C20
(m/z834,60), istotnie wyzsze intensywno$ci odnotowano w grupie | oraz II
w porownaniu do grupy III i1V, miedzy ktérymi nie wykazano istotnych réznic.
Z kolei, dla sulfatydu C18 (m/z 806,55) wartosci intensywnos$ci w przypadku
grupy | wzrosty istotnie w pordwnaniu z pozostaltymi trzema grupami
zywieniowymi. W przypadku pozostatych sulfatydow C22 (m/z 862,61), C23
(m/z876,70), C24 (m/z 890,64), C25 (m/z 904,62) oraz C26 (m/z 918,60)
stwierdzono podobne zaleznoSci. [ tak, istotnie wyzszymi warto$ciami
intensywnosci cechowaty sie grupy I oraz Il w poréwnaniu z grupa III i IV,
w obrebie ktorych grupa III charakteryzowata sie wyZszym poziomem
intensywnoSci.
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Podsumowujgc, uzyskane wyniki wskazuja, ze zaréwno dla witdkien
mieSniowych jak i tluszczu $rédmiesniowego widoczna jest w wiekszosci
przypadkow zdecydowana przewaga w wartosciach intensywnosci dla dwéch
pierwszych grup, w ktorych zastosowano odpowiednio olej sojowy oraz olej
Iniany, co $wiadczy o wptywie Zywienia na profil lipidowy tej grupy ttuszczy.
Przypuszczenia te potwierdzajg badania Duan [286], w ktorych wykazano, iz m. in.
profil sfingolipidow przewodu pokarmowego, a w konsekwencji réwniez
sfingolipidéw ogoélnoustrojowych zalezy bezposrednio od rodzaju i sktadu
stosowanej diety. Ponadto, otrzymane w niniejszej pracy wyniki dla tkanki
mieSniowej sg zgodne z teza przedstawiong przez Duan’a [285], mowiaca iz
ekspresja sfingolipiddw w jelicie uwarunkowana jest sktadem diety, gdzie
przecietnie z pokarmem dostarczane jest ok. 350 mg sfingolipidéw na dobe, przy
czym pokarm roslinny jest Zrédtem ok. 50 mg. Z kolei, Sugawara i in. [293] podaja,
ze jelitowa adsorpcja sfingolipidow pochodzenia roslinnego u szczuréw podlega
w znacznie mniejszym stopniu niz sfingolipidéw pochodzenia zwierzecego, co
wiecej trawienie sfingomieliny jest procesem powolnym i czeSciowym. U ludzi, jak
wynika z badan Ohlsson i in. [294], znaczna czeS¢ bo ok. 80% przyjmowane;j
z pokarmem sfingomieliny jest trawiona, natomiast pozostata czesS¢ jest wydalana.
Z przedstawionych danych wynika, iz ilos¢ i profil sfingolipidéw w poszczeg6lnych
uktadach zZywego organizmu ma kluczowe znaczenie w prawidtowym
funkcjonowaniu ustroju i warunkuje wiele fizjologicznych i patologicznych
procesOw. Tym bardziej staje sie przydatna wiedza na temat mozliwosci
modyfikacji skladu 1 zawartosci poszczegélnych sfingolipidow poprzez
dostarczane do organizmu pozywienie.

4.5. Sterole

Kolejna grupa lipidéw to sterole nalezace do alkoholi alicyklicznych z grupy
steroidow. Cholesterol jest jednym z wazniejszych i najlepiej poznanych tluszczy
tej grupy, z tego wzgledu, na tej czasteczce zostata skupiona uwaga w niniejszej
analizie. Ze wzgledu na fakt, ktory znajduje potwierdzenie w innych pracach [207],
iZ ujemny sygnat jondw cholesterolu jest niski, ponizej przedstawione wyniki
odnoszg sie do pomiaréw wykonanych w polaryzacji dodatnie;.

Poréwnujac znormalizowane i u$rednione warto$ci intensywnosci dla
czterech badanych grup, zaréwno w przypadku obszaréw tluszczu
$Srodmiesniowego jak i wldékien miesniowych, mozna zaobserwowac
wystepowanie dajacych sie okresli¢ tendencji. Efekty wprowadzonych programoéow
zywieniowych  na  poziomy  intensywnosci dla  dodatnich  jonow
charakterystycznych w przypadku steroli mozna zaobserwowa¢ na pogladowych
wykresach zamieszczonych na Rys. 38 i Rys. 39, odpowiednio dla widkien
mieSniowych i ttuszczu Srodmiesniowego.
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Rys. 38. Pogladowe zestawienie Srednich, znormalizowanych
intensywno$ci charakterystycznych pikéw steroli w polaryzacji
dodatniej dla widkien miesniowych.

Rysunek ilustruje jak ksztaltuja sie poziomy intensywnosci dla o$miu
zebranych mas oznaczonych jako charakterystyczne dla steroli w polaryzacji
dodatniej. Na zestawieniu nie jest mozliwe okres$lenie Zadnych istotnych tendencji.
Wartosci intensywnoSci nie réznicujg sie miedzy grupami w sposob jednoznaczny.
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Rys. 39. Pogladowy wykres Srednich, znormalizowanych
intensywnos$ci charakterystycznych pikéw steroli w polaryzacji
dodatniej dla ttuszczu sSr6dmiesniowego.
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Réwniez dla wykresu Rys. 39 nie jest mozliwe okreSlenie wspolnych
zaleznosci dla wybranych jonéw. Wykonano jednoczynnikowa analize ANOVA oraz
test Tukey’a dla wybranych o$miu mas charakterystycznych dla steroli, wyniki
zamieszczono w Tab. 14, 15, odpowiednio dla widkien mieSniowych oraz ttuszczu
Srodmiesniowego. Do obserwacji zmian w poziomach steroli w poszczegdlnych
grupach uwzgledniono dwie charakterystyczne dla cholesterolu masy, m/z 385,3
a wiec mase jonu molekularnego [cholesterol-H]* oraz mase dla cholesterolu po
utracie czasteczki wody, m/z 369,4 ([cholesterol-H20+H]*).

Tab. 14. Analiza wariancji wybranych jonéw charakterystycznych steroli w polaryzacji dodatniej
dla obszaréw wtoékien miesniowych. Zgodnie z analiza wariancji dla F1> 2,65 wystepuje réznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

Lipid Masa Wzor Wynik testu analiz

[m/z] sumaryczny | wariancji ANOVA, F1
Cholesterol [M+H-H,0]+ 369,35 | [Ca7Has]* 14,25
Cholesterol [M+H]* 385,35 | [C27H460]* 15,07

Z powyzszej tabeli widoczne jest, iz dla obu mas statystyka F; wykazata
istotne réznice miedzy czterema grupami eksperymentalnymi. Uzyskane réznice
pomiedzy warto$ciami intensywnos$ci w sposob obrazowy przedstawia Rys. 40.
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Rys. 40. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatnich, charakterystycznych
jonéw wybranych steroli dla obszaréw witdkien miesniowych. Indeksy a, b, c przypisane
wartosciom $rednim i oznaczone réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczeg6lnych
steroli) r6znig sie istotnie przy p = 0,05.
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Opierajac sie na wynikach zamieszczonych na rysunku mozna stwierdzi¢, ze
wprowadzenie diety roznigcej sie Zrodtem ttuszczu wpltywa na zawartos¢
cholesterolu w probce tkanki miesnia piersiowego brojlerow. W przypadku jonu
m/z 369,35 istotnie wyzsze wartosci intensywnosSci wykazano w grupie IV
w stosunku do grupy 1i I, pomiedzy ktérymi réznice nie byly istotne statystycznie.
W przypadku grupy III wartosci intensywnosSci tego jonu byty istotnie wyzsze
w poréwnaniu z grupg [ i r6wnoczesnie nie réznity sie od wartoSci intensywnosci
stwierdzonych dla grupy II i IV. Drugi jon, o masie m/z 385,35 bedacy jonem
macierzystym, istotnie wyzsza intensywno$¢ przyjmuje w grupie III i IV
w stosunku do grup [ oraz II.

Zaobserwowane w niniejszej pracy roznice w intensywnos$ciach jonéw
cholesterolu pomiedzy grupami zywieniowymi zwierzat potwierdzaja
wcze$niejsze obserwacje [295, 296], iz czynnik zZywieniowy wptywa na poziom
cholesterolu. Wartosci otrzymane dla dwéch analizowanych jonéw wskazuja, iz
zywienie ma istotny wptyw na poziom cholesterolu w tkankach. Wczes$niejsze
badania Xiccato i Trocino [297] nad wptywem suplementacji ttuszczem roslinnym
w zbilansowanych dawkach pokarmowych dla kroélikow réwniez dowodza, iz
zastosowanie niezbednych nienasyconych kwasow tluszczowych o okreslonych
proporcjach w diecie moze wptyna¢ na ograniczenie poziomu cholesterolu
catkowitego w mie$niach i ttuszczu zapasowym. Opisana zalezno$¢ jest efektem
stymulacji badZ hamowania aktywnosci reduktazy znajdujacej sie w cytoplazmie
hepatocytow (HMG CoA), bedacej enzymem kontrolujagcym procesy syntezy
cholesterolu. Réwnoczesnie stwierdzono, co ma kluczowe znaczenie z punktu
widzenia przeprowadzonego eksperymentu, iZ spozywane przez cztowieka mieso
o obnizonej zawartosci cholesterolu (np. wieprzowina) skutkuje znaczacym
spadkiem stezenia cholesterolu catkowitego i jego frakcji LDL w profilu lipidowym
osocza [298]. Obie opisane zaleznoS$ci sktaniajg ku stwierdzeniu, iz mozliwe jest
manipulowanie poziomem cholesterolu w spozywanym miesie poprzez
odpowiednig modyfikacje diety, przyktadowo wzbogacajac ja w odpowiednie oleje
roslinne.

Wyniki odnoszace sie do ttuszczu Srodmiesniowego przedstawiono w Tab.
15.

Tab. 15. Analiza wariancji wybranych jonéw charakterystycznych steroli w polaryzacji dodatniej
dla obszaréw ttuszczu $rédmiesniowego. Zgodnie z analizg wariancji dla F1> 2,65 wystepuje
réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

Lipid Masa Wzor Wynik testu analiz

[m/z] sumaryczny wariancji ANOVA, F,
Cholesterol [M+H-H,0]+ 369,35 | [Co7Has]* 6,90
Cholesterol [M+H]* 385,35 | [CayH440]* 0,14

Analiza ANOVA pokazuje, ze tylko dla jednego sposréd dwoch
charakterystycznych jonoéw steroli w polaryzacji dodatniej wystepuje istotna

106



statystycznie réznica pomiedzy grupami. Na Rys. 41 zamieszczono histogram dla
jednego z dwoch analizowanych jonow.
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Rys. 41. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatniego, charakterystycznego
jonu cholesterolu dla obszaréw ttuszczu srédmiesniowego. Indeksy a, b, ¢ przypisane wartoSciom
$rednim i oznaczone rdéznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych steroli)
réznia sie istotnie przy p = 0,05.

Jak wida¢, istotnie nizsze wartosci intensywnosSci jonu o masie 369,35
([C27H4s]*), stwierdzono w grupie [ i Il w poréwnaniu do grupy zywieniowej II1i IV,
pomiedzy ktorymi réznice nie byty istotne statystycznie.

Opisane wyzej obserwacje znajdujg potwierdzenie w dotychczasowych
badaniach, wskazujacych na silng zalezno$¢ pomiedzy Zrodtem ttuszczu w diecie,
apoziomem cholesterolu w tkance mie$niowej kurczat [299, 300]. Badania
Grabowskiego i Kijowskiego [301] wskazujg, Ze wahania zawartoSci cholesterolu
w miesie zwierzat rzeznych sa efektem wptywu zaréwno czynnikéw genetycznych,
jak i sSrodowiskowych - gtéwnie zywieniowych. Rowniez Barowicz [302] i Brisson
[295] wykazali, ze poziom cholesterolu w produktach zwierzecych moze by¢
uzalezniony od sposobu zywienia jak i od rodzaju ttuszczu w paszy. | tak, nasycone
kwasy ttuszczowe wptywaja na zwiekszenie syntezy cholesterolu w watrobie oraz
wzrost jego stezenia w surowicy krwi, natomiast nienasycone kwasy ttuszczowe
obnizaja poziom cholesterolu w surowicy krwi. Réwniez Barteczko i in. [271]
analizujgc efektywno$¢ zywienia brojleréw Inem oleistym potwierdzaja, iz dieta
ma istotny wplyw na poziom cholesterolu. Autorzy wykazali, iZ poziom
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cholesterolu catkowitego w surowicy krwi brojleré6w z grup otrzymujacych
w paszy dodatek Inu okazat sie istotnie nizszy w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Z drugiej strony, odmienne wyniki odnotowali Jung i in. [303], ktorzy analizujac
wptyw mieszaniny kwasow galusowego i linolowego dodawanych do diety
podstawowej brojleréw nie odnotowali statystycznie istotnych réznic w poziomie
cholesterolu catkowitego w surowicy krwi w grupie suplementowanej mieszaning
kwaséw w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Ponadto, wyniki wielu badan sugeruja, ze wiekszy wptyw na obnizenie
poziomu cholesterolu we krwi moze mie¢ stosunek kwaséw ttuszczowych
zrodziny w-6 do w-3 niz ogdlna zawarto$¢ niezbednych nienasyconych kwasow
ttuszczowych [272, 273]. Co wiecej, na zawarto$¢ cholesterolu w tkankach ma
wptyw nie tylko obecno$¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych w diecie,
wzajemne proporcje kwasow tluszczowych w-6 do w-3, ale réwniez zawartos¢
mikroelementow - gtéwnie chromu i miedzi [302]. Nie mozna takze zapomina¢, ze
cholesterol jest prekursorem hormondéw steroidowych, hormonéw ptciowych
iwraz z obnizeniem poziomu cholesterolu w organizmie pojawiajg sie problemy
zrozrodem. Ponadto, cholesterol jest naturalnym i niezbednym skiadnikiem
strukturalnym bton komdérkowych, prekursorem kwaséw zétciowych, hormonéw,
a takze witaminy D3, a wiec jest substancja niezbedng dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu.

Warto takze przypomnie¢, zaznaczone we wstepie teoretycznym
wiadomosci, iz transportowany w osoczu krwi cholesterol zwigzany jest
w kompleks biatkowo-lipidowy z lipoproteinami. Od typu tych polipeptydéw
zawierajacych w swym sktadzie wolny i zestrtfikowany cholesterol zalezy w jakie
reakcje i szlaki bedzie wchodzit transportowany cholesterol, a przez to jaki efekt
biologiczny bedzie wywotany jego obecnoscia. Nalezy w tym miejscu nadmienic, iz
wykorzystana technika nie umozliwia rozréznienia opisanych dwdch frakcji
cholesterolu, a jedynie daje informacje o catkowitej zawartos$ci tej czasteczki
biologicznej w badanej strukturze. A wiec, na podstawie otrzymanych wynikow nie
jest mozliwe rozwazanie na temat efektu biologicznego zaobserwowanej zmiany
w analizie porownawczej jonéw charakterystycznych dla cholesterolu.

4.6. Prenole

Witamina E, bedaca, jednym z najwazniejszych przedstawicieli grupy
prenolowej, jest obecna w olejach roslinnych tokoferol (a-tokoferol). Czgsteczka ta
jest silnym przeciwutleniaczem, chronigcym biatka i ttuszcze komorek przed
utlenianiem, promuje wydalanie sodu z moczem. Poza gtéwng funkcja
transportowa tluszczy, oleje roslinne same w sobie posiadajg w swoim sktadzie
miedzy innymi wtasnie witamine E [304]. Na Rys. 42, 43 zamieszczono pogladowe
wykresy zawierajace zestawienie wszystkich charakterystycznych jonéw prenoli
w polaryzacji ujemnej, odpowiednio dla witokien mieSniowych oraz ttuszczu
Srodmiesniowego.
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Rys. 42. Pogladowe zestawienie $rednich, znormalizowanych
intensywnos$ci charakterystycznych pikdw prenoli w polaryzacji
ujemnej dla wtokien miesniowych.

Analiza powyzszego rysunku wykazata zr6znicowanie grup ze wzgledu na
wartosci Srednich, znormalizowanych intensywnoscii W przypadku kazdej
z zaprezentowanych mas najmniejsza intensywnos$¢ zostata wyznaczona w grupie
IV, referencyjnej. Szczego6towa analiza z uwzglednieniem testow statystycznych
zostata przedstawiona w Tab. 16 oraz na Rys. 53.
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Rys. 43. Pogladowe zestawienie Srednich, znormalizowanych
intensywnos$ci charakterystycznych pikéw prenoli w polaryzacji
ujemne;j dla ttuszczu sSrédmiesniowego.
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Odnoszac sie do wynikow prezentowanych na Rys. 43 i tu mozna dostrzec,
iZ w trzech z czterech przypadkdw najmniejsza intensywno$¢ zostata
zaobserwowana w grupie IV. W celu bardziej szczegétowego okreslenia tendencji
obserwowanych na Rys. 43 ponizej przedstawiono szczegétowa analize
statystyczng wynikow.

Tab. 16. Analiza wariancji wybranych jonéw charakterystycznych prenoli w polaryzacji ujemnej

dla widkien mie$sniowych. Zgodnie z analiza wariancji dla F1>2,65 wystepuje rdéznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

Lipid Masa Wzor Wynik testu analiz

[m/z] sumaryczny wariancji ANOVA, F,
a-tokoferol [M-H]- 429,30 [C29H4902] 18,71
Koenzym Q9 [M-H]- 795,60 [C54Hg304] 68,50
Koenzym Q9 [M-H]- 857,78 [Cs8Ho704]- 49,30

W analizie zmian poziomoéw lipidow, ktore zawierajg w sobie witamine
E (a-tokoferol) oraz koenzym Q9, uwzgledniono wyniki otrzymane w polaryzacji
ujemnej dla trzech charakterystycznych jonéw. Pierwszy, o m/z 429,30,
odpowiada jonowi a-tokoferolu ([M-H]-, C29Hg304), drugi i trzeci jon to dwie formy
koenzymu Q9 o masie odpowiednio 795,6 (Cs4Hg304) oraz m/z 857,8 (CsgHo704).
W celu lepszego zobrazowania istniejacych réznic miedzy grupami, na Rys. 44
zamieszczono histogram zestawiajacy warto$ci intensywnosci dla tych jonéw.
Histogram ukazuje wptyw okresSlonej modyfikacji diety brojlerow na zawartos¢
grupy lipidowej - prenoli.
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Rys. 44. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw prenoli w przypadku widkien mie$niowych. Indeksy a, b przypisane warto$ciom Srednim
i oznaczone roéznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych prenoli) réznig sie
istotnie przy p = 0,05.
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W odniesieniu do wtdkien miesniowych, istotnie nizszy poziom witaminy E
(m/z 429,3) zaobserwowano dla tkanek z grupy IV, w poréwnaniu do pozostatych
grup zywieniowych, miedzy ktérymi nie wykryto statystycznie istotnych réznic.
Z kolei, probki tkanek mieSni pobrane od zwierzat z grupy II i IV
charakteryzowaly sie istotnie nizszg intensywnos$cia obydwu form koenzymu Q9
(m/z 795,60 oraz m/z 857,78) w stosunku do grupy [ i Il.

Analogiczng analize statystyczng wykonano dla tluszczu sr6dmiesniowego.
Jej wyniki prezentuje Tab. 17 i Rys. 45.
Tab. 17. Analiza wariancji wybranych jondw charakterystycznych dla prenoli w polaryzacji

ujemnej dla obszarow tluszczu Srédmiesniowego. Zgodnie z analizg wariancji dla F1= 2,65
wystepuje réznica miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

Lipid Masa Wzor Wynik testu analiz

[m/z] sumaryczny wariancji ANOVA, F,
a-tokoferol [M-H]- 429,30 | [C29H4902] 6,67
Koenzym Q9 [M-H]- 795,60 | [Cs4Hg304] 15,39
Koenzym Q9 [M-H]- 857,78 | [CssHo704] 8,42

Podobnie jak w przypadku widékien mieSniowych, wyniki dotyczace
ttuszczu Srédmiesniowego Swiadcza o istotnej statystycznej réznicy miedzy
wartoSciami intensywnosci dla poszczegdlnych grup eksperymentalnych.
Dodatkowo, wartoSci statystyki F; s3a mniejsze w stosunku do wartoSci
wyliczonych dla wtdékien mieSniowych. Wykres kolumnowy obrazujacy roznice
miedzy poszczegdlnymi grupami przedstawiono ponize;j.

175

rr

Srednia, znormalizowana intensywnos$¢
QO

B | GRUPA
B | GRUPA
[ 1l GRUPA

B 'V GRUPA

RN

(&)

o
1

N

N

[(6)]
|

75

50

25

e

o
|

429,30 795,60
Masa [m/z]
Rys. 45. Histogram Srednich, znormalizowanych intensywnosci ujemnych, charakterystycznych
jonéw prenoli dla tluszczu Srédmiesniowego. Indeksy a, b, ¢ przypisane wartosciom Srednim
i oznaczone roéznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych prenoli) réznig sie
istotnie przy p = 0,05.
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Udowadnia on, iz w obszarach tluszczu $rédmieSniowego, wartosci
$rednich intensywnos$ci dla jonu tokoferolu (m/z 429,3) oraz koenzymu Q
(m/z 795,6) dla pierwszych trzech grup, w ktorych zastosowano oleje roslinne, s3
na tym samym poziomie i nie réznig sie istotnie statystycznie. Zmiane mozna
zanotowac jedynie w przypadku prébek z grupy IV (16j wotowy), gdzie wartos¢
$redniej intensywnosSci jest istotnie nizsza w pordéwnaniu od pozostatych grup.
Zkolei, dla jonu koenzymu Q9 o masie 857,78 wyzsza intensywnos$¢
charakteryzuje grupe I w stosunku do grupy Il i IV, miedzy ktérymi réznice byty
istotne statystycznie. Grupa, w ktorej zastosowano olej Iniany (grupa II) rowniez
cechowata sie istotnie wyzsza intensywnosScia omawianego jonu w poréwnaniu
z grupg IIl, w przeciwienstwie do grupy 1V, gdzie rdznice okazaty sie nieistotne
statystycznie.

Wyzszy udzial jonu tokoferolu, a takze obu jonéw koenzymu Q9 zaréwno
w tkance mie$niowej jak i thuszczu sSrodmiesniowym, wykazane w niniejszej pracy
w grupach suplementowanych olejami roslinnymi, a w szczego6lnosci w grupie I
oraz Il gdzie zwierzeta otrzymywaty dodatek odpowiednio oleju sojowego i oleju
Inianego, w poréwnaniu z grupa IV suplementowang tojem wotowym, moze mie¢
zwigzek z faktem, Ze zastosowane oleje roSlinne zawieraja w swoim skiadzie
witamine E. Jak wskazujg badania Rosotowska-Huszcz [256], olej sojowy zawiera
10 mg/100g witaminy E, natomiast olej Iniany 10-cio krotnie mniej, gdyz jedynie 1
mg/100g produktu.

Jak juz wczeSniej wspomniano, organizm czlowieka nie dysponuje
odpowiednimi szlakami metabolicznymi zapewniajgcymi synteze
dtugotancuchowych wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, w przypadku ich
braku w diecie. Prekursorami w tych procesach syntezy sa kwasy linolowy
i a-linolenowy. W przypadku braku syntezy dla wiasciwego przyswajania
wielonienasyconych  kwaséw  tluszczowych  niezbedna jest witamina
E (a-tokoferol), jako naturalny przeciwutleniacz. Poziom koenzymu Q9 ma
rowniez istotne znaczenie, gdyz jako wazny przeciwutleniacz liofilowy, zapobiega
generacji wolnych rodnikéw, a takze oksydacyjnym modyfikacjom biatek, lipidéw
iDNA. Koenzym Q9 odgrywa takze istotng role w regeneracji silnego
przeciwutleniacza liofilowego - witaminy E (a-tokoferolu) [305]. Stad tez,
wykazane w niniejszej pracy wysokie poziomy intensywnosci jonéw a-tokoferolu
i koenzymu Q9 w grupie I oraz Il moga mie¢ pozytywny wptyw na jako$¢ miesa
drobiowego w aspekcie zywnosci funkcjonalnej, gdyz jako naturalne
przeciwutleniacze, neutralizujagc wolne rodniki, zapobiegaja jetczeniu
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych [306, 307]. Co oczywiste hamuja
utlenianie cholesterolu i powstawanie oksysteroli w miesie [308, 309].
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5. Wplyw przechowywania chtodniczego na profile lipidowe
5.1. Kwasy tluszczowe

Pierwsza analizowana klasa lipidowa obejmuje kwasy ttuszczowe. Istnieje
wiele prac wskazujacych na zmiany zawarto$ci poszczegélnych kwasow
ttuszczowych w miesie drobiowym przechowywanym w warunkach chtodniczych.
Ten typ miesa jest istotnie bardziej czuly na procesy peroksydacji w poréwnaniu
z innymi rodzajami mies [310]. Wynika to z faktu, iz niemal 70% lipidow w miesie
drobiowym to nienasycone kwasy ttuszczowe, wiaczajac to niezbedne nienasycone
kwasy ttuszczowe, z ktérych ok. 16g/100g ttuszczu stanowi kwas linolowy oraz
3g/100g tluszczu stanowi kwas a-linolenowy [311]. W miesie drobiowym
wystepuja mono- i polienowe kwasy ttuszczowe, a zwazywszy na wspomniang
w czeSci teoretycznej zalezno$¢, iz o szybkosci utleniania lipidow decyduje ilos¢
podwojnych wigzan w kwasach ttuszczowych, proces utleniania lipidéw jest
wysoce prawdopodobny. Utlenianie lipidéow miesa jest wyjatkowo ztoZzonym
procesem, co wigze sie m. in. z duzg wrazliwos$cig produktéw utleniania na rozktad
iwchodzenie w reakcje z innymi sktadnikami miesa, a takze ze ztoZzonym
wptywem katalizatorow i naturalnych przeciwutleniaczy miesa. Zmiany wywotane
w lipidach w trakcie utleniania wynikajg z rodnikowej reakcji autooksydacyjnej,
w przebiegu ktorej mozna wyrdznic: etap inicjacji, propagacji i terminacji fanicucha
[312, 313]. Jednym z wazniejszych czynnikéw wplywajacych na tempo utleniania
lipidéw jest temperatura. Jak wskazuja badania Pikula oraz Kannera [141, 314],
przechowywanie miesa w warunkach chtodniczych umozliwia wydtuzenie okresu
indukcyjnego, co jednak nie oznacza, zZe procesy utleniania lipidow w miesie nie
zachodza.

Rozpoczynajac analize zidentyfikowano wszystkie, charakterystyczne jony
dla tej grupy lipidowej. Baza identyfikacji byty dane literaturowe oraz wtasna
biblioteka oparta na wynikach uzyskanych we wcze$niejszych badaniach uktadéw
lipidowych. Opis wszystkich charakterystycznych jonéw rejestrowanych
w polaryzacji dodatniej znajduje sie w aneksie.

113



aaz g € ® 24h
e € . gag ® 48h
o 72 h
4_.
10" 4 ] a
g
10° - . :
E . “

Srednia, znormalizowana intensywno$¢

1

10" 7 1
L, L, ., e PP e e, e, o B, L e L
ANSTFTOODODNONNNTOTNONT—ONONNITOONON
COOTOTVOOOOOOFTVINNNNLNNNNNQ®
N~ < ON 0N T+~ NND =P m
aNNT < 0O OO~ AN ©ONVVWO
- ANANANAN NNNANN ™

Masa [m/z]

Rys. 46. Zestawienie S$rednich, znormalizowanych intensywnosci
dodatnich, charakterystycznych jonéw kwasow ttuszczowych.

Rys. 46 prezentuje Srednie znormalizowane wartoSci intensywnosci, dla
wszystkich trzech grup doswiadczalnych. Wyznaczono je dla mas molekut
zidentyfikowanych jako jony charakterystyczne kwasoéw tluszczowych,
obserwowanych w polaryzacji dodatniej. Widoczne jest zrdéznicowanie
miedzygrupowe dla mas wiekszych od m/z 229,21, dla ktoérych najmniejsze
intensywnosSci, zgodnie z przewidywaniami, przypisane sa do grupy, w ktdrej
tkanki byty najdtuzej przechowywane w warunkach chtodniczych. Widoczne jest,
iz dla wiekszosci mas najwieksze poziomy intensywnos$ci uzyskano dla probek
pobranych dobe po uboju. Tab. 18 zestawia wyniki analizy ANOVA oraz testu
Tukey’a uzyskanych danych eksperymentalnych.

Tab. 18. Analiza wariancji intensywnosci charakterystycznych jonéw kwaséw ttuszczowych
w polaryzacji dodatniej. Zgodnie z analizg wariancji dla F>3,01 wystepuje réznica miedzygrupowa
na poziomie ufnosci «a=0,05

Livid Masa Wzor Wynik testu analiz
p [m/z] sumaryczny wariancji ANOVA, F,

Fr_agment kwasu 21121 | CraHp0* 6,98
mirystynowego
]o_n molekularny kwasu 229,21 | CyqHzo02* 2,95
mirystynowego
Fragment kwasu 239,26 | Cy6H310* 12,15
palmitynowego
Fragment kwasu .
palmitynowego (16:0) 255,23 | CisHs10; 11,81
Jon n’_lolekularny kwasu 257.00 | CyeHs302" 15,08
palmitynowego
Fragment kwasu 26727 | CrHasO* 9,59
stearynowego
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g | 29125 | Cutt0s
Fragment kwasu .

stearynowego (18:0) 283,26 | C1sHss0: 9,37
Jon molekularny kwasu 285,29 | CyHs705" 11,89
stearynowego

om0 31332 | cator

Opierajac sie na wynikach zamieszczonych w tabeli mozna zauwazy¢, iz dla

wszystkich charakterystycznych jonéw kwasow ttuszczowych analiza wariancji

ANOVA wykazata znaczace statystycznie roéznice. Analiza zmierzonych zmian

pokazana jest na Rys. 47.
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Rys. 47. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatnich, charakterystycznych
jonéw wybranych kwasow ttuszczowych. Indeksy a, b, ¢ przypisane wartoSciom S$rednim

i oznaczone ro6znymi literami

(pomiedzy grupami,

ttuszczowych) réznia sie istotnie przy p = 0,05.
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Na podstawie rysunku mozna wyciggna¢ kilka wnioskéw. Praktycznie dla
wszystkich analizowanych jonoéw, za wyjatkiem jonu o masie m/z 229,21,
odnotowano istotny wpltyw przechowywania chtodniczego miesa na wartosci
intensywnosci analizowanych jonéw molekularnych. Sposr6d omawianych jonéw
najbardziej stabilny okazat sie jon macierzysty kwasu mirystynowego
(m/z 229,21), w przypadku ktérego nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian
w wartoSciach intensywnos$ci w trzech analizowanych okresach czasowych. Mozna
sadzi¢, iz zawartoS¢ tego kwasu w trakcie przechowywania chtodniczego miesa
w temperaturze 4°C nie zmienia sie. Otrzymany wynik moze stanowic
potwierdzenie zaleznosci mowiacej o szybkosci utleniania lipidéw w funkgji ilosci
wigzan nienasyconych. I tak, Coritans i in. [315] wykazali, iz zwiekszenie udziatu
wielonienasyconych, niezbednych kwaséw ttuszczowych w diecie broilerow
zwieksza podatno$¢ miesa drobiowego na oksydacyjne jelczenie proporcjonalnie
do zastosowanej ilosci nienasyconych kwasow ttuszczowych. Wiele prac wskazuje,
iz wielonienasycone kwasy ttuszczowe z rodziny w-3 charakteryzuja sie wyzszym
stopniem reaktywnosci i podatnosci na utlenianie niz lipidy sktadajace sie z innych
frakcji [142, 316]. Niestety, ze wzgledu na niskie intensywnoSci
charakterystycznych pikow kwasu a-linolenowego, niemozliwe byto okreSlenie
czasowych zmian w zawartoSci tego kwasu w badanych prébkach.

W przypadku pozostalych jedenastu wyréznionych jonéw, w charakterze
zaobserwowanych zmian mozna wyr6zni¢ trzy rodzaje. Po pierwsze, dla
fragmentu kwasu mirystynowego (m/z 211,21) oraz jonu fragmentacyjnego kwasu
stearynowego (m/z 283,26), a wiec dla fragmentéw kwasoéw z grupy nasyconych,
istotny spadek wartosci intensywnosci, w stosunku do warto$ci intensywnoSci
odnotowanych po 24 h od uboju (grupa I), stwierdzono po 72 h przechowywania
miesa w warunkach chtodniczych (grupa IlI). Z drugiej strony, brak istotnych
réznic w wartosci intensywnosci tych jonéw pomiedzy grupa Il a grupami I oraz III
wskazuje, ze przechowywanie chlodnicze miesa przez 48 h nie wplywa na
poziomy zawarto$ci obu analizowanych kwasow. Kwasy te nalezg do nasyconych,
co moze ttumaczy¢ ich stabilno$¢ w drugiej dobie przechowywania.

Po drugie, sytuacja wyglada odmiennie dla trzech jonow
charakterystycznych ~ wielonienasyconych  kwaséw  ttuszczowych:  jonu
molekularnego kwasu linolowego o masie m/z 279,24, jonu molekularnego kwasu
oleinowego (m/z 281,25) oraz jonu fragmentacyjnego kwasu arachidonowego
o masie m/z 303, dla ktorych nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w
wartosciach $rednich pomiedzy I oraz Il grupa doswiadczalng, natomiast po 72 h
(grupa III) wystepuje istotny statystycznie spadek wartosci intensywnoSci
omawianych jonow. Mozna wiec przypuszczac, Ze najwiekszy spadek w zawartosci
dla wyzej wymienionych, wielonienasyconych kwaséw tluszczowych,
spowodowany reakcjami utleniania, nastapit w trzeciej dobie po uboju.

Po trzecie, ostatnia najliczniejsza grupa charakterystycznych jondw,
obejmujaca w gtownej mierze jony charakterystyczne dla nasyconych kwaséw
ttuszczowych, za wyjatkiem masy m/z 313,32 charakterystycznej dla fragmentu
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kwasu arachidonowego, odznacza sie istotnym statystycznie spadkiem wartosci
intensywnoSci w grupie II w stosunku do grupy I. Z kolei, dalsze przechowywanie
miesa w warunkach chtodniczych (grupa III) nie mialo istotnego wptywy na
wartosci intensywnos$ci omawianych jonéw w stosunku do grupy II. Taka sytuacja
ma miejsce dla mas m/z 239,26 (fragment kwasu palmitynowego), m/z 255,23
(fragment kwasu palmitynowego), m/z 257,00 (jon kwasu palmitynowego),
m/z 267,27 (fragment kwasu stearynowego) oraz m/z 285,29 (jon kwasu
stearynowego).

Wiadomo, iz $wieze mieso w ciggu kilku dni od wystgpienia stezenia
poubojowego charakteryzuje sie wystarczajgca stabilnoScia wobec procesow
oksydacyjnych ze wzgledu na wystepowanie naturalnych antyoksydantéw, takich
jak dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADH), witamin C i E oraz
oksydoreduktaz, bedacych enzymami antyoksydacyjnymi [307]. Zawarto$¢ tych
sktadnikéw zmniejsza sie wraz z czasem przechowywania, prowadzac ostatecznie
do powstawania szkodliwych dla zdrowia produktéow utleniania [310]. Otrzymane
wyniki, wykazujace iz zawarto$¢ kwaséw ttuszczowych zmniejsza sie w trakcie
przechowywania chtodniczego, potwierdzaja doniesienia literaturowe [315-318].

Jak ustalono na podstawie dotychczas przeprowadzanych badan, szybkos¢
i kierunek utleniania lipidéw miesa zalezy od bardzo wielu czynnikéw, takich jak
sktad chemiczny, stopnienn uwodnienia, zawartosSci naturalnych antyoksydantéw,
proceséw i operacji technologicznych, ilosci uszkodzen tkankowych oraz, co
istotne, warunkéw przechowywania [318, 319]. Jetczenie oksydacyjne zwigzane
z utlenianiem lipidow inicjuje proces psucia miesa oraz produktéw miesnych
i zwigzane jest z uszkodzeniami struktur organicznych w organizmach zywych
[310, 320]. Skutek utleniania lipidow to zmniejszenie waloréw smakowych
i pogorszenie zapachu miesa. Towarzysza im zmiany w teksturze i barwie miesa
[317].

Wraz z poszerzeniem wiedzy na temat pozytywnego dziatania
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych na organizmy zZywe, mozna zauwazy¢
trend zwiekszania wyzej wymienionych sktadnikow w toku produkcyjnym
zZywnosci miesnej, poprzez stosowanie okreslonych dodatkéw do paszy. Nalezy
jednak mie¢ na uwadze, iz takie zabiegi obarczone sg wzrostem podatnosci tych
produktéw zywnos$ciowych na procesy utleniania [321, 322].

5.2. Glicerolipidy

Kolejna grupa, dla ktorej przeprowadzono analize zmian w profilach
lipidowych w miesniach piersiowych kurczat brojleréw, zachodzacych w trakcie
przechowywania w temperaturze 4°C przez okres 72 h, to glicerolipidy. Na Rys. 48
zamieszczono zebrane rezultaty badan nad tg grupa lipidowa. Dla przypomnienia,
lipidy nalezace do tej grupy zwiazkow s3a odpowiedzialne za usztywnianie
powierzchni bton komdérkowych. S3 réwniez gtéwnymi sktadnikami ttuszczy
zapasowych.
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Rys. 48. Zestawienie $rednich, znormalizowanych intensywnosci
dodatnich, charakterystycznych jonow glicerolipidow.

dla
wszystkich charakterystycznych jonow tej grupy lipidowej w polaryzacji dodatniej.

Rysunek prezentuje wartoSci znormalizowanych intensywnosci
Z przedstawionych danych wyraznie widac réznice miedzy trzema analizowanymi
miesa dla wszystkich
charakterystycznych jonoéw. [ tak, najwieksza warto$¢ Sredniej intensywnosci
przypada dla grupy I, a wiec dla ktorej probki pobrano po 24 h, mniejsze
intensywnoSci zaobserwowano w grupie II, za§ z najmniejszymi warto$ciami
sie grupa III, dla ktorej probki
przechowywane w warunkach chtodniczych. Tab. 19 prezentuje wyniki analizy
wariancji ANOVA oraz testu Tukey’a dla wszystkich jonéw glicerolipidow.

okresami przechowywania wyroznionych,

intensywnosSci plasuje byty najdtuzej

Tab. 19. Analiza wariancji intensywno$ci charakterystycznych jonéw glicerolipidow w polaryzacji
dodatniej. Zgodnie z analizg wariancji dla F>3,01 wystepuje réznica miedzygrupowa na poziomie
ufnosci a=0,05

L. Masa Wzor W“‘.’mk te_stu ..
Lipid fm/z] | sumaryczn analiz wariancji
yezny ANOVA, Fy
Fragment diacyloglicerolu DAG (30:2), .
[M+H-OH]* 519,00 | C33Hs904 15,39
Fragment diacyloglicerolu DAG (30:1), .
[M+H-OH]* 521,00 | C33He104 15,43
Fragment diacyloglicerolu DAG (30:0), .
[M+H-OH]* 523,47 | C33He304 9,94
Fragment diacyloglicerolu DAG (32:2), .
[M+H-OH]* 547,00 | C35He304 13,09
Fragment diacyloglicerolu DAG (32:1), .
[M+H-OH]* 549,00 | C3s5Hes04 13,24
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Fragment diacyloglicerolu DAG (32:0),

[M+H-OH]* 551,50 | C3sHe704* 6,81

Fragment diacyloglicerolu DAG (34:3), .

[M+H-OH]* 573,00 | C37Hes04 13,40

Fragment diacyloglicerolu DAG (34:2), .

[M+H-OH]* 575,00 | C37He704 13,16

Fragment diacyloglicerolu DAG (34:1), .

[M+H-OH]* 577,54 | C37He904 13,68

Fragment diacyloglicerolu DAG (34:0)

[M+H-OH]* oraz triacyloglicerolu 579,00 | C37H7104* 9,34

TAG(52:0)

Fragment diacyloglicerolu DAG (32:0) 591,54 | C3sHgsOsNa+ 10,92

Fragment diacyloglicerolu DAG (36:4), .

[M+H-OH]* 599,00 | C39He704 13,99

Fragment diacyloglicerolu DAG (36:3), .

[M+H-OH]* 601,00 | C39He904 14,73

Fragment diacyloglicerolu DAG (36:2), .

[M+H-OH]* 603,54 | C39H7104 14,32

Fragment diacyloglicerolu DAG (36:1), .

[M+H-OH]* 605,40 | C39H7304 13,02

Fragment diacyloglicerolu DAG (36:0),

[M+H-OH]* oraz triacyloglicerolu 607,56 | C39H7504* 10,97

TAG(52:0)

Fragment diacyloglicerolu DAG (34:1), 61752 | CarHooO-Na* 877
) 371170Y5 )

[M+H-OH]*

W tabeli mozna zauwazy¢ charakterystyczne, wspolne cechy dla wszystkich
jonéw. Pierwsza z nich dotyczy statystyki F, ktéra dla wszystkich mas s3 na
podobnym poziomie. Moze to $wiadczy¢ o wplywie czasu przechowywania miesa
na zawarto$¢ poszczeg6lnych zwigzkéw w tej klasie lipidow. Obserwowane
roznice pomiedzy warto$ciami intensywnosci dla wybranych jonow w sposob

obrazowy przedstawia Rys. 49.
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Rys. 49. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywno$ci dla dodatnich, charakterystycznych
jonéw wybranych glicerolipidéw. Indeksy a, b, ¢ przypisane wartosciom Srednim i oznaczone
réznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych glicerolipidéw) réznig sie istotnie
przy p = 0,05.
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Z powyzszego wykresu jednoznacznie widac¢, iz odnotowano w przyblizeniu
takie same zmiany dla wszystkich zanalizowanych jonéw. Mianowicie, warto$ci
intensywnosci dla grupy probek I, dla ktorej préobki miesni pobrano najwczesniej,
a wiec po 24 h przechowywania chlodniczego, s3 istotnie wyzsze od pozostatych
dwéch grup probek, pomiedzy ktéorymi roznice okazaty sie nieistotne
statystycznie. Oznacza to, iz najwieksze zmiany w zawartosci lipidow nalezacych
do tej klasy lipidow zachodza miedzy pierwsza a drugg doba przechowywania
chtodniczego. Tym samym pokazujg, ze juz poczatkowy okres chtodniczego
przechowywania miesa jest istotnym czynnikiem warunkujagcym stabilnos¢
lipidéw.

Wczesniejsze badania dowodza, Ze o stabilnosci lipidéw decyduja wszystkie
te czynniki, ktére wplywaja na reakcje utleniania, miedzy innymi wspomniany juz
sktad i struktura kwasow tluszczowych, struktura czasteczek triacylogliceroli,
a takze ilos$¢ i jakoS$¢ substancji towarzyszacych triacyloglicerolom - niepeinych
acylogliceroli, takich jak monoacyloglicerole oraz dicyloglicerole [323]. Wedtug
Mateckiej [324] obie frakcje niepelnych acylogliceroli moga przyczynia¢ sie do
obnizenia odpornosci na utlenianie produktéw zywnos$ciowych. Ze wzgledu na
fakt, iz w literaturze jest niewiele informacji na temat zmiany zawartosci
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diacyloglicerolow w miesie drobiowych przechowywanym w warunkach
chtodniczych, wyniki otrzymane metodg TOF-SIMS dla tej grupy lipidowej sa tym
bardziej wartoSciowe i daja podstawe do dalszych badan.

5.3. Glicerofosfolipidy

Wyodrebniona sposrod glicerolipidow, grupa lipidowa glicerofosfolipidow,
jest przedmiotem analizy w tym podrozdziale. Jest to grupa o bogatym zasobie
zwigzkow rdznigcych sie strukturg i wiaSciwos$ciami. Dla wszystkich mas,
zidentyfikowanych jako charakterystyczne dla tej grupy lipidowej, wykonano
histogram (Rys. 50) ilustrujacy zmiany w wartosciach Srednich intensywnosci,
ktére powstaly na skutek przechowywania mie$ni piersiowych kurczat brojlerow
w warunkach chtodniczych przez okres$lony interwat czasowy.
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Rys. 50. Zestawienie $rednich, znormalizowanych intensywnosci
dodatnich, charakterystycznych jonow glicerofosfolipidéw.

Na rysunku widoczne sg wyniki przeprowadzonych pomiaréw dla 34 mas
charakterystycznych dla glicerofosfolipidéw w polaryzacji dodatniej. Pomijajac
masy najmniejsze (do m/z 254,26), ktére moga by¢ fragmentami réwniez innych
zwigzkow, a przez to mogg wprowadzac¢ btedy w interpretacji wynikéw, widac iz
najmniejsze wartosci intensywnosci przypisane sg grupie IIl. Wynik ten zgadza sie
Z wczesSniejszymi przewidywaniami, mowigcymi iz po 72 h przechowywania
probek miesni piersiowych brojlerow w warunkach chtodniczych zawartos¢
lipidéw bedzie najmniejsza. W celu doktadniejszej analizy w Tab. 20 zamieszczono
wyniki przeprowadzonej analizy wariancji ANOVA oraz testu Tukey’a. Analiza
zostata przeprowadzona dla jonéw o masach wiekszych niz 495,45 amu.
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Tab. 20. Analiza wariancji intensywnos$ci jonow charakterystycznych glicerofosfolipidéw
w polaryzacji dodatniej. Zgodnie z analizg wariancji dla F> 3,01 wystepuje réznica miedzygrupowa
na poziomie ufnosci «a=0,05

Wynik testu

Masa 5 Y

Lipid sumv::ioz"zn analiz wariancji
[my/z] yeany ANOVA, Fy

Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0 678,49 | C36H73NOgP+ 6,30

Egzg;l;nt fosfatydyloetanoloaminy 692,63 | CsyHysNOgP* 287

Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0 700,58 | C36H72NOgPNa+ 11,38

Fragment glicerofosfocholiny .

(16:0e/18:1) [M+Na-TMA] 709,00 | CsoHzsQsPNa 747

Egzg;l;nt fosfatydyloetanoloaminy 714,58 | CsyH,NOsPNa+ 11,53

Fragment fosfatydyloinozytolu P134:2 717,45 | C37HggPOgNa2+ 6,49

Fragment glicerofosfocholiny .

(16:0e/18:1) [M+Na-TMA]* 725,00 | CasHz507PK 9,71

Fragment fosfatydyloetanoloaminy 730,54 | CayHysNOGPK* 16,68

PE32:0

Fragment glicerofosfocholiny .

GPCho(32:1) [M+H]" 732,55 | CaoH79NOgP 10,36

Jon molekularny fosfatydylocholiny .

PC32:0 [M+H]+ 734,57 | CaoHg1NOgP 9,87

Jon molekularny

glicerofosfoetanoloaminy 746,57 | C41HgiNOgP+ 9,32

GPEthn(36:1) [M+H]+

Fragment fosfatydyloetanoloaminy 756,55 | CaoHyeNOSPK: 14,05

PE34:1

Jon molekularny glicerofosfocholiny .

PC34:2 [M+H]* 758,57 | C42Hg1NOgP 9,78

Jon molekularny fosfatydylocholiny .

PC34:1 [M+H]* 760,59 | C42Hg3NOgP 10,25

Aby precyzyjniej zobrazowa¢ wystepujace roznice ponizej zamieszczono
wykres (Rys. 51) ukazujacy przebiegi zmian dla wybranych mas z Tab. 20.
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Rys. 51. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatnich, charakterystycznych
jonéw wybranych glicerofosfolipidow. Indeksy a, b, c przypisane warto$ciom srednim i oznaczone
réoznymi literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych glicerofosfolipidéw) roznia sie
istotnie przy p = 0,05.
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Wykres ilustruje zmiany warto$ci intensywno$ci pod wptywem
przechowywania mie$ni piersiowych brojlerow w warunkach chtodniczych przez
okres 72 h, dla wybranych charakterystycznych jondw glicerofosfolipidow. Tak jak
dla poprzednio rozwazanych grup lipidowych i w tym przypadku dla wszystkich
analizowanych jondw wystepuje istotna statystycznie rdznica pomiedzy
pierwszym i trzecim analizowanym okresem przechowywania miesa w warunkach
chtodniczych. Jedynie w przypadku jednego fragmentacyjnego jonu
fosfatydyloetanoloaminy PE34:1 (m/z 756,55) =zarejestrowano istotne
statystycznie roznice pomiedzy wszystkimi trzema grupami do$wiadczalnymi.
[tak, warto$¢ intensywnoSci tego jonu obnizata sie istotnie w trakcie
przechowywania probek w warunkach chtodniczych poczawszy od 24 h (grupa I)
przez 48 h (grupa II) do 72 h (grupa III). Dla pozostatych jondw, ze wzgledu na
wnioski wynikajgce z statystycznego opracowania pomiaréw, zmiany wartos$ci
intensywnosci mozna podzieli¢ na trzy grupy.

Pierwsza, zawierajagca jony o masach: m/z 678,49 (fragment
fosfatydylocholiny PC 28:0), 717,45 (fragment fosfatydyloinozytolu PI34:2),
725,00 (fragment glicerofosfocholiny (16:0e/18:1)), charakteryzuje sie istotnymi
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réznicami w warto$ciach intensywnosci jonow jedynie pomiedzy grupa I oraz II],
gdzie istotnie wyzsze wartosci intensywnoSci omawianych jonéw wykazano
w grupie [ w stosunku do grupy najdtuzej przechowywanej w warunkach
chtodniczych, czyli grupy Ill. W drugiej grupie jonéw obejmujacych fragment
fosfatydylocholiny PC28:0 (m/z 700,58), fragment glicerofosfocholiny
(16:0e/18:1) o m/z 709,00 oraz fragment fosfatydyloetanoloaminy PE32:0 (m/z
714,58), wykazano istotnie mniejsze wartosci intensywnosci w grupie II i III,
miedzy ktérymi réznice byty nieistotne statystycznie, w stosunku do grupy I. Dla
pozostatych mas, a wiec dla m/z 730,54 (fragment fosfatydyloetanoloaminy
PE32:0), 732,55 (fragment glicerofosfocholiny GPCho(32:1)), 734,57 (jon
molekularny  fosfatydylocholiny = PC32:0), 746,57 (jon  molekularny
glicerofosfoetanoloaminy GPEthn(36:1)), 758,57 (jon molekularny
glicerofosfocholiny PC34:) oraz 760,59 (jon molekularny fosfatydylocholiny
PC34:1) odnotowano istotnie nizsze wartosci dla grupy, w ktdrej fragmenty tkanek
przechowywano najdtuzej (III grupa) w stosunku do grup, gdzie tkanki
przebywaty w warunkach chtodniczych odpowiednio 24 h (I grupa) i 48 h (II
grupa).

Wiele dotychczasowych badan wskazuje, ze lipidy zawierajace w swoim
sktadzie duza ilos¢ fosfolipidow zwigzanych z polienowymi kwasami thuszczowymi
s3 bardziej narazone na proces utleniania w stosunku do lipidéw ztoZzonych
z glicerolipidéw [142, 325]. Na podstawie pracy Pikul i Kummerow [326] moZna
przypuszczaé, iz fosfatydyloetanoloamina jest gtéwna frakcja fosfolipidow
odpowiedzialng za jelczenie oksydacyjne miesa ze wzgledu na fakt wigzania
znaczaco wiekszej ilosci kwaséw polienowych w stosunku do fosfatydylocholiny.
Kolejnym istotnym lipidem biorgcym udzial w opisywanych reakcjach jest
fosfatydyloinozytol, ktéry zawiera najwiecej kwaséw polienowych w swoim
sktadzie, jednak jego udzial w ogolnej ilosci fosfolipidow miesa drobiowego jest
znacznie mniejszy [316].

Jednym z istotnych sktadnikéw mies$ni, obok witdkien mieSniowych, jest
tkanka ttuszczowa stanowigca tzw. ttuszcz Srodmiesniowy. Jak wskazuja
wcze$niejsze badania [279], im wiekszy jest udziat tkanki tluszczowej w miesie,
a wiec wieksza zawarto$¢ nienasyconych kwaséw tluszczowych w lipidach tej
tkanki, tym szybciej zachodza zmiany oksydacyjne. Wynika to z faktu, ze
wystepujace w tkance mie$niowej zwigzki hemowe katalizujg reakcje utleniania
iz tego powodu sa gtdwna przyczyng jetczenia ttuszczu Srodmiesniowego, ktory
zbudowany jest w gtownej mierze z fosfolipidow zawierajacych w duzej czesci
wolne kwasy ttuszczowe [327]. Tak wiec, w tym przypadku, czas przechowywania
powinien by¢ jak najkrétszy.
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5.4. Sfingolipidy

Grupa sfingolipidéw, bedaca kolejng kategorig lipidowa, ktdrej zmiany
w zawarto$ci poszczegolnych tluszczy zbadano technikg TOF-SIMS, jest
przedmiotem analizy tego rozdziatu pracy. Na Rys. 52 umieszczono wyniki
przeprowadzonych pomiarow, a wiec znormalizowane, $rednie wartoSci
intensywnosci z 144 widm dla 10 wybranych mas, zidentyfikowanych jako masy
odpowiadajace charakterystycznym jonom sfingolipidow w polaryzacji dodatniej
(aneks).

5—
g ] ® 48h
2 40¢ e 72h
e ]
S ] a
2 10% e
< E
g :
1 .
% 102-5
= E L]
E ]
g
g =
§ :
§ 100: i ?
= T
i) ] L
3 -4
NoD) i )
10 I T I I 1 I T I T I
~ -— o [(o] N <t -~ e (3] (o)}
© o T N 2 i 0 0 © 0
© o < = e i < o o o
- o < © ® = rs)
— ) ~ ~ © [N
Masa [m/z] —

Rys. 52. Zestawienie $rednich, znormalizowanych intensywnosci
dodatnich, charakterystycznych jonow sfingolipidéw.

Z przedstawionej prezentacji wida¢, ze dla mas wiekszych od masy m/z
184,07 nastepuje spadek wartosci Srednich intensywnosSci wraz z czasem
przechowywania probek mies$ni piersiowych kurczat brojleréw w warunkach
chtodniczych. Jak w poprzednich przypadkach w Tab. 21 przedstawiono wyniki
analizy wariancji ANOVA, a Rys. 53 prezentuje przebieg zmian dla wybranych
jonéw charakterystycznych grupy sfingolipidow.

Tab. 21. Analiza wariancji $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci jonéw charakterystycznych

sfingolipidow w polaryzacji dodatniej. Zgodnie z analiza wariancji dla F>3,01 wystepuje réznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci a=0,05

, . Masa Wzor W“‘.’ nik te._r;tu ..
Lipid [m/z] sumaryczny analiz wariancji
ANOVA, F,
Fragment sfingocholiny 86,10 | CsHi2N* 3,50
Fragment ceramidu 104,11 | CsH14NO+ 8,97
Fragment fosfosfingolipidu 126,00 | C:HoNPO+* 18,12
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Fragment fosfosfingolipidu 142,00 | C;HoNPO4* 6,25
Fragment ceramidu 184,07 | CsH1sPNO4* 0,04
Fragment ceramidu 36:1 (18:0/18:1) 264,31 | CigH320+ 7,55
Fragment ceramidu 36:1 (18:0/18:1) 282,31 | C1gH3402* 12,75

W tabeli umieszczono wyniki analiz dla 7 charakterystycznych jonéw
sfingolipiddw w polaryzacji dodatniej, a na Rys. 53 przedstawiono histogram
zmian dla tych jondw.
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Rys. 53. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatnich, charakterystycznych
jonéw wybranych sfingolipidow. Indeksy a, b przypisane wartosciom $rednim i oznaczone réznymi
literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych sfingolipidéw) rdznia sie istotnie przy
p = 0,05.

Opierajac sie na prezentowanych wynikach mozna stwierdzi¢, ze wykazane
zmiany grupujg sie zgodnie z podklasami lipidowymi, za wyjatkiem dwéch
najmniejszych mas odpowiadajacych fragmentowi sfingocholiny o m/z 86,10 oraz
fragmentowi ceramidu o m/z 104,11. I tak, dla dw6ch wymienionych jonéw istotne
réoznice w wartosciach intensywnosci odnotowano pomiedzy Il oraz III grupa
badawcza, przy czym w przypadku fragmentu jonu sfingocholiny, odwrotnie niz to
ma miejsce dla jonu fragmentacyjnego ceramidu o m/z 104,11, wartos¢
intensywnosci w 72 h przechowywania (grupa III) wzrasta istotnie w stosunku do
48 h (grupa II). Zaobserwowane réznice w przypadku tych jondw,
a w szczegblnosci wykazany wzrost intensywnoSci fragmentu jonu sfingocholiny
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w 72 h, moga wynikac z faktu, iz analizowane masy sg stosunkowo niskie, co moze
sie wigza¢ z prawdopodobienstwem, ze s3 to fragmenty innych molekut,
nienalezacych do tej grupy lipidowe;j.

Wzrost wartoSci intensywnoS$ci jonow w trakcie przechowywania
chtodniczego wykazano takze dla pierwszego fragmentu fosfosfingolipidu, a wiec
dla jonu o masie m/z 126, gdzie w grupie I odnotowano istotnie nizsze wartosci
intensywnosci w stosunku do dwdch pozostatych grup, miedzy ktérymi roznice nie
byty istotne statystycznie. W przypadku tego jonu rdéwniez istnieje
prawdopodobienstwo, iz jest to jon fragmentacyjny dla innych molekut, a to moze
by¢ przyczyna dla ktorej otrzymane wyniki r6zniag sie od pozostatych rezultatow
otrzymanych w tej czeSci eksperymentalnej. Przebieg zmian dla drugiego
charakterystycznego fragmentu fosfosfingolipidu (m/z 142) wskazuje, ze
w I grupie badawczej, najkrécej przechowywanej w warunkach chtodniczych,
warto$¢ intensywnoSci jest istotnie wyZzsza w pordwnaniu z pozostatymi
analizowanymi okresami przechowywania miesa (grupa II i III).

Z kolei, w przypadku obu charakterystycznych fragmentéw ceramidu,
a wiec dla m/z 264,31 oraz m/z 282,31 spadek wartos$ci intensywnosci tych jonow
nastepuje dopiero w grupie III w poréwnaniu do grupy I oraz II, a wiec w grupie
najdtuzej przechowywanej w warunkach chtodniczych (72 h).

Wiekszos$¢ produktéw pochodzenia zwierzecego (drob, wolowina czy tez
mleko) ma szerokie spektrum wystepujacych klas sfingolipidéw, z tego powodu
grupa ta nie jest fatwa do iloSciowego scharakteryzowania [71]. Strukturalna
roznorodnos¢ i brak materialu odniesienia stanowia szczeg6lny problem
w analizie sfingolipidéw w zywnosci. Dostepne wyniki tandemowej spektrometrii
masowej s3 jedynymi umozliwiajgcymi iloSciowe okreSlenie zlozonych
sfingolipiddw, jednak i te nie umozliwiajg przeprowadzenia analizy poréwnawczej
dla tej grupy lipidow [328]. Z tych powodéw otrzymane w niniejszym
eksperymencie wyniki wnoszga cenne informacje o zmianie zawartosci
poszczegblnych lipidéw z tej grupy w trakcie przechowywania chtodniczego
i moga stanowic¢ dobry prognostyk do dalszych badan.

5.5. Sterole

Przedmiotem rozwazan w tym podrozdziale jest grupa steroidow, ktorej
najwazniejszym  przedstawicielem jest cholesterol.  Analogicznie jak
w poprzedzajacych czeSciach, analize rozpoczyna wykres przedstawiajgcy zmiany
$rednich wartoS$ci znormalizowanych intensywnosci z widm uzyskanych dzieki
technice TOF-SIMS. Na Rys. 54 zamieszczono wyniki dla 7 mas odpowiadajacych
jonom charakterystycznym dla steroli w polaryzacji dodatnie;.
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Rys. 54. Zestawienie $rednich, znormalizowanych intensywnosci
dodatnich, charakterystycznych jonéw steroli.

Analizujgc zebrane dane mozna stwierdzi¢, iz dla prawie wszystkich (poza

masg m/z 147) przedstawionych mas najmniejsze wartoSci intensywnosci

wystepuja w grupie, w ktorej tkanki przechowywano najdtuzej w warunkach

chtodniczych. Powyzsze dane informuja réwniez,

ze najwieksze wartosci

intensywnosSci, w tym przypadku bez wyjatku, przyporzadkowane sg grupie I,
a wiec grupie w ktorej probki pobrano po 24 h przechowywania w warunkach

chtodniczych. Uzupeiniajac dotychczasowq analize w Tab. 22 zestawiono wyniki

analizy wariancji ANOVA.

Tab. 22. Analiza wariancji $rednich, znormalizowanych intensywno$ci jonéw charakterystycznych
steroli w polaryzacji dodatniej. Zgodnie z analizg wariancji dla F>3,01 wystepuje roéznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

L. Masa Wzor W“‘.’mk te._r;tu ..
Lipid [m/z] sumarvezn analiz wariancji
yezny ANOVA, Fy
Fragment cholesterolu i pochodnych 95,00 | C;/Hyq* 13,22
Fragment cholesterolu i pochodnych 147,00 | Ci1Hqs* 10,24
Fragment cholesterolu i pochodnych 161,00 | Ci2Hy7* 12,69
Fragment cholesterolu [M+H-H,0]* 369,35 | Ca7Has* 15,80
Jon molekularny cholesterolu [M-H]+ 385,35 | Ca7H460+ 16,79
Jon molekularny 7-ketocholesterol 42938 | CaoHuoOyr 12,19
[M+H]+
Podwojona czasteczka cholesterolu .
[2M-H:0]" 753,74 | (C27Ha4)2.0H 13,41
Rezultaty = umieszczone  tabeli  wskazuja, iz dla  wszystkich

wyszczegoOlnionych mas charakterystycznych dla steroli wystepuja istotne
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statystycznie zmiany miedzygrupowe. Mozna rowniez dostrzec, ze wspdiczynnik
F; rozktadu F-Snedecora przyjmuje przyblizone wartoSci dla analizowanych mas.
W celu dokladniejszej analizy poszczegdlnych roéznic dla wszystkich mas
wykonano histogram (Rys. 55) warto$ci $rednich, znormalizowanych
intensywnosSci w zaleznosci od czasu przechowywania préobek mieéni piersiowych
kurczat brojleréw w warunkach chtodniczych, w temperaturze 4°C.
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Rys. 55. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatnich, charakterystycznych

jonéw wybranych steroli. Indeksy a, b przypisane warto$ciom $rednim i oznaczone réznymi
literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczeg6lnych steroli) r6znig sie istotnie przy p = 0,05.

Jak wida¢ z histogramu dla wszystkich zebranych w Tab. 22
charakterystycznych jonow wykazane zmiany sg jakoSciowo takie same. Oznacza
to, iz najwieksze wartosci S$rednich intensywnos$ci przypisuje sie grupie I
w stosunku do grupy II i III, miedzy ktérymi nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic. Stad tez mozna przypuszczaé, iz najwiekszy spadek
zawartosci lipidow z grupy sterolowej nastepuje miedzy pierwsza a druga doba
przechowywania miesa w warunkach chtodniczych. Nizszy poziom cholesterolu
w miesie drobiowym wykazany w niniejszej pracy w 48 h i 72 h po uboju wiaze sie
najprawdopodobniej z procesem utleniania cholesterolu [308, 309].

W omoéwionej, w pierwszym cyklu prac doswiadczalnych, analizie grupy
sterolowej zawarto uzasadnienie braku mozliwosci rozréznienia w strukturze
tkanki frakcji cholesterolu (HDL, LDL) przy uzyciu wykorzystywanej techniki.
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A wiec, nie jest mozliwe ustalenie efektu biologicznego czasu przechowywania.
Réwnoczes$nie coraz wiecej badan wskazuje na niejednoznaczne dowody
negatywnego wplywu spozycia cholesterolu w zywnosci pochodzenia zwierzecego
[329]. Z drugiej strony, jak podaje Staprans i in. [330] spozywanie pokarmu
zawierajacego utlenione formy cholesterolu, nazwane oksysterolami lub
produktami utleniania cholesterolu (COPs, ang. cholesterol oxidation compounds),
moze przyczyni¢ sie do wzrostu prawdopodobienstwa choréb serca i ukiadu
krwionos$nego [331]. Wyroéznia sie kilka form oksysteroli obecnych w zywnosci, tj.
7-ketocholesterol, 7a- i 7[-hydroksycholesterol, 5a,6a-epoksycholesterol i inne
[332, 333]. Zgodnie z tym co podaje Vejux i in. [332], oksysterole w sposdb szybszy
i efektywniejszy wnikajg przez jelita do tkanek. Potwierdzajg to rowniez badania
z krolikami zywionymi dieta zawierajaca utleniony cholesterol, u ktorych
zdiagnozowano obecno$¢ oksysteroli w osoczu oraz nacieki na naczyniach
krwionos$nych charakterystyczne dla arterosklerozy [330]. Stwierdzono rowniez,
ze utlenione formy cholesterolu intensyfikuja rozwdj stanéw zapalnych oraz
zwiekszajg prawdopodobienstwo rozwoju choroby Alzhaimera [332, 334]. Stad
tez, informacje na temat zmiany stopnia utlenienia cholesterolu w tkankach
zwierzat hodowlanych w trakcie ich przechowywania sg z punktu widzenia
konsumenta istotne i moga postuzy¢ do doktadnego okres$lenia ‘bezpiecznego’
czasu przechowywania produktéw pochodzenia zwierzecego.

5.6. Prenole

Ostatnig analizowana grupa lipidowg jest grupa prenolowa, ktorej
kluczowym przedstawicielem, o wlasciwosciach przeciwutleniajacych, jest
witamina E. Wykres zestawiajacy S$rednie warto$ci znormalizowanych
intensywnosci dla 144 widm zmierzonych technikg TOF-SIMS, w przypadku jonéw
charakterystycznych dla witaminy E, znajduje sie na Rys. 56.
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Rys. 56. Zestawienie $rednich, znormalizowanych intensywnosci
dodatnich, charakterystycznych jonéw prenoli.
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Jedynym wspolnym mianownikiem zestawionych danych to fakt, iz dla
wszystkich czterech mas najwieksze wartos$ci intensywnosci sg przypisane grupie
[, a wiec grupie w ktdrej znajduja sie probki przechowywane w warunkach
chtodniczych 24 h. Aby dokona¢ przegladu innych wspélnych cech lub roéznic
w Tab. 23 zamieszczono wyniki jednoczynnikowej analizy ANOVA.

Tab. 23. Analiza wariancji $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci jonéw charakterystycznych
prenoli w polaryzacji dodatniej. Zgodnie z analiza wariancji dla F>3,01 wystepuje réznica
miedzygrupowa na poziomie ufnosci «a=0,05

. . Masa Wzoér W“‘.’ nik te._r;tu ..
Lipid [m/z] sumaryczny analiz wariancji
ANOVA, F,
Fragment a-tokoferolu 165,00 | C19H1302* 5,30
Fragment a-tokoferolu 203,11 | C13H150,* 7,46
Fragment a-tokoferolu 205,00 | C13H170,* 13,16
][(K/?-FH;’lolekularny dla witaminy E 43038 | CaoHso0y* 11,53

Dla wszystkich wymienionych mas w tabeli wynik analizy wariancji ANOVA
wykazat istotne statystycznie roéznice miedzygrupowe. Aby mdc doktadniej
zaobserwowac zdiagnozowane zmiany, na Rys. 57 zamieszczony zostat histogram
intensywnosci od czasu przechowywania mies$ni
piersiowych kurczat brojleré6w w warunkach chtodniczych.
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Rys. 57. Histogram $rednich, znormalizowanych intensywnos$ci dodatnich, charakterystycznych
jonéw wybranych prenoli. Indeksy a, b przypisane warto$ciom $rednim i oznaczone réznymi
literami (pomiedzy grupami, w obrebie poszczegdlnych prenoli) rdznig sie istotnie przy p = 0,05.
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Przedstawione wyniki wskazuja, iz dla wszystkich charakterystycznych
jonéw w tej grupie lipidowej wystepuje statystycznie istotna réznica pomiedzy
probkami miesni przechowywanymi w warunkach chtodniczych, gdzie istotnie
wyzsze wartos$ci intensywnosSci przypisane sg grupie I. Co wiecej, dla fragmentu
jonu a-tokoferolu (m/z 203,11) jest to jedyna statystycznie istotna rdznica
pomiedzy trzema grupami eksperymentalnymi.

W przypadku dwoch mas odpowiadajacych fragmentowi o-tokoferolu
(m/z 165) oraz jonowi macierzystemu witaminy E (m/z 430,38), wartosci dla
grupy | istotnie przewyzszajq wartosci dla grupy II oraz III, miedzy ktérymi nie
odnotowano istotnych statystycznie réznic. Z kolei, dla fragmentu jonu
a-tokoferolu o masie m/z 205,00 istotny spadek wartosci intensywnosci
stwierdzono w grupie najdtuzej przechowywanej w warunkach chtodniczych
(grupa III) w stosunku do grupy Ii Il przechowywanych odpowiednio 24 h i 48 h.

Ze wzgledu na swoje wilasciwosci, witamina E jest uwazana za jeden
z najskuteczniejszych biologicznych przeciwutleniaczy, ktéry niweluje wolne
rodniki nadtlenowe odpowiadajace za uszkodzenia strukturalne w komérce i DNA
oraz, co réwnie istotne, inhibituje oksydacje lipidow [98]. Z przeprowadzonej
analizy wynika, iz na przestrzeni 72 godzin przechowywania chtodniczego mies$ni
piersiowych kurczat brojler6w znaczaco spada poziom tego lipidu. Moze to
oznaczac, ze w tym czasie tokoferol wchodzi w reakcje z innymi czasteczkami
znajdujagcymi sie w badanej strukturze. Silne wilasciwosci antyoksydacyjne tej
molekuty wielokrotnie wykorzystywano do badania mozliwosci zahamowania
reakcji oksydacyjnych [98, 335]. Dla przyktadu Coetzee i Hoffman [336] wykazali
istotny wzrost stabilnos$ci oksydacyjnej lipidéw w tkance ttuszczowej broileréw
w trakcie przechowywania chtodniczego i w stanie zamrozonym. Dodatkowo,
w swojej pracy podali czas, o ktére wydtuzyta sie przydatnos¢ miesa do spozycia,
po odpowiednich dawkach witaminy E w diecie broiler6w. Reasumujac, wiedza na
temat zmian zawartoSci lipidow z grupy prenoli jest przydatna i moze by¢
wykorzystana do dalszego udoskonalania planu Zywieniowego zwierzat w celu
optymalizacji czasu przydatnosci do spozycia produktow pochodzenia
zwierzecego.
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Podsumowanie

Celem przedtozonej pracy byto ukazanie wynikéw badan profili lipidowych
wybranych ukitadéw biologicznych technika spektrometrii masowej TOF-SIMS.
Zamieszczony w pracy opis eksperymentéw bezposrednio tgczy w sobie wiedze
biologiczng i zagadnienia z zakresu fizyki. Na podstawie otrzymanych wynikéw
oraz wynikajacych z nich wnioskéw uzasadniono wybor wykorzystanych uktadow
biologicznych, problematyki zwigzanej z lipidami, jak réwniez zastosowanej
techniki badawcze;.

Przeprowadzone pomiary potwierdzity, ze technika TOF-SIMS jest
skuteczng metoda do poréwnywania wzglednych poziomow lipidow oraz
okreslania réznic wystepujacych miedzy probkami biologicznymi. Technika ta ma
ogromny potencjat i mozliwosci w odniesieniu do ogromnej ilosci mozliwych
zastosowan biofizycznych. W badaniach biologicznych i medycznych ciagle istnieja
limity eksperymentalnej natury, ktére ograniczaja stosowalnos$¢ poszczegdlnych
metod badawczych. W technice SIMS problemem jest ztoZzono$¢ otrzymywanych
wynikéw, ktéra wymaga stosowania wieloczynnikowych metod komputerowych
i statystycznych utatwiajacych zrozumienie i interpretacje widm masowych, jak
rowniez preparatyka probek do badan w ultra wysokiej prozni. Jest to tym bardzie
istotne, je$li badang materia sa uktady biologiczne, o wysoce zlozonych
strukturach i wysokim stopniu uwodnienia. Nalezy jednak podkresli¢, iz wielka
zaletg tej techniki, w stosunku do innych stosowanych w biologii, jest mozliwos¢
badania uktadu biologicznego w jego natywnym stanie z wysoka rozdzielczoscia
masowg, co w metodach biochemicznych jest w wiekszosci przypadkow
niemozliwe.

Efekty przeprowadzonych eksperymentow, ktérych wyniki i analiza
znalazty miejsce w tej pracy, majg istotny aspekt praktyczny. Zbadanie wptywu
zastosowania roznych zrodet tluszczu w diecie zwierzat na zawartos¢
poszczegblnych lipidow daje mozliwos¢ wykorzystania uzyskanych informacji do
regulacji poziomdéw lipidowych w miesie w celu uzyskania tzw. zywnoSci
funkcjonalnej. Rezultaty otrzymane w przypadku badania wptywu dlugosci
przechowywania mies$ni piersiowych kurczat brojlerow w warunkach
chtodniczych moga poméc w zrozumieniu reakcji zachodzacych w uktadzie
biologicznym jakim jest tkanka, co wiecej moga stanowic istotny wktad w poprawe
jakosci spozywanego miesa przez konsumenta.

Badania i rozwazania podjete w pracy nie wyczerpuja catoksztattu
problematyki, stwarzaja natomiast nowa perspektywe do dalszych badan
skupionych na zastosowaniu tej techniki spektrometrycznej do analiz
porownawczych profili lipidowych uktadéw biologicznych poddanych wplywowi
réznych czynnikéw zaréwno genetycznych jak i Srodowiskowych.
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Whioski

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych eksperymentow
podano ponizej:

[) Zastosowanie olejow roslinnych w Zywieniu zwierzat determinuje profil
lipidowy tkanek mies$ni piersiowych kurczat brojleréow, przy czym
w przypadku kwaséw ttuszczowych profil lipidowy wtokien mieSniowych
jak i ttuszczu Srodmiesniowego jest odzwierciedleniem sktadu stosowanych
ttuszczy jako dodatkéw paszowych.

[I) Zarowno we witdknach mie$niowych jak i ttuszczu SrodmieSniowym
najkorzystniejszy dla zdrowia cztowieka stosunek kwaséw ttuszczowych
w-6/w-3 wystepuje w grupie, w ktorej zastosowano mieszanine olejow
roslinnych (sojowy i Iniany) oraz w grupie suplementowanej olejem
Inianym.

[II) Wzbogacanie paszy zwierzat jednym typem oleju roslinnego skutkuje
istotnym wzrostem zawartoSci wiekszosci lipidéw z grup glicerolipidow
(w szczegdblnosci trojglicerydow), fosfatydylocholin oraz sfingolipidéw oraz
spadkiem poziomu cholesterolu w obu badanych strukturach (wtdéknach
miesSniowych i ttuszczu SrodmieSniowym).

IV) Zastosowanie w diecie kurczat brojlerow olejow roslinnych w istotnym
stopniu zwieksza zawarto$¢ waznego biologicznie antyoksydantu, witaminy
E we witdknach mie$niowych oraz w ttuszczu SrédmieSniowym miesni
piersiowych.

V) Stabilnos¢ lipidéw mieéni piersiowych kurczat brojleré6w warunkowana jest
czasem przechowywania miesa w warunkach chtodniczych, o czym
$Swiadczy spadek wartosci $rednich, znormalizowanych intensywnosci
jonéw charakteryzujacych dla poszczegdlnych grup lipidowych na
przestrzeni 72h.

Metoda TOF-SIMS umozliwia otrzymanie uzytecznych informacji w analizie
porownawczej tkanek mies$ni zwierzat hodowlanych i utatwia zdobycie nowych,
do niedawna niedostepnych, informacji pomocnych w zrozumieniu biologii
i chemii proceséw zwigzanych z lipidami.
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ANEKS

Masy charakterystyczne dla lipidéw zidentyfikowane technikg TOF-SIMS

w probkach pochodzenia biologicznego. Klasyfikacje wykonano wedle systemu
zaproponowanego przez Lipid MAPS.

JONY DODATNIE
= WZOR
—
o | MASA UKEAD
1) .
| [myz SUMARY NAZWA ZWIAZKU BIOLOGICZNY
3 CZNY
Fragment kwas6w: arachidowego, mirystynowego,
27,02 CHz* :
palmitynowego, stearynowego
29,04 C,Hs* Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego
41,04 CsHs* Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego
43.00 C3H7* lub Lancuch weglowy lub fragment kwasu:
’ C2H,0+ arachidowego, mirystynowego, palmitynowego
44,05 CoHeN~* Fragment kwasow ttuszczowych
45,00 CHO,* Fragment kwasow ttuszczowych
53,00 C4Hs* Fragment tancucha weglowego
Lancuch weglowy lub fragment kwasu:
55,06 C4H7* arachidowego, mirystynowego oraz
palmitynowego
Lancuch weglowy lub fragment kwasu:
57,07 C4Ho* . . .
arachidowego, mirystynowego, palmitynowego
67,00 CsHo+ Fragment tancucha weglowego
Lancuch weglowy lub fragment kwasu:
69,07 CsHo* . 4 :
arachidowego, mirystynowego, palmitynowego
88,04 C3HeNO2* Fragment kwasu asparaginowego
102,06 C4HgNO2* Fragment kwasu glutaminowego
109,10 CoHus* Fragrpent kwasu: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego
150,00 | CsHi3NPOy* | Fragment grupy gtéwnej
183,00 C12H230* Fragment kwasu dodekanowego
211,21 C14H27,0* Fragment kwasu mirystynowego
229,21 C14H290,* Jon molekularny kwasu mirystynowego
239,26 C16H310* Fragment kwasu palmitynowego
tkanka
ttuszczowa
g [337], miesnie
. . ) [338], watroba
g 255,23 C16H3102 Fragment kwasu palmitynowego (16:0) [212], mysi
N neuron [339],
5 oocyt Xenopus
) laevis [187]
% | 257,00 C16H3302* Jon macierzysty kwasu palmitynowego
; 267,27 C1gH350* Fragment kwasu stearynowego
| 279,24 C1gH3102* Jon molekularny kwasu linolowego (18:2) oocyt Xenopus
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laevis [187]

mysi neuron
[339],00cyt

281,25 C1gH3302* Jon molekularny kwasu oleinowego (18:1) Xenopus laevis
[187]
tkanka
ttuszczowa
283,26 C1gH3502* Fragment kwasu stearynowego (18:0) [337], migSnie
’ 1811352 & y § ' [338], watroba
[212], mysi
neuron [340]
285,29 C1gH3702* Jon macierzysty kwasu stearynowego
303,00 C20H3102* Fragment kwasu arachidonowego
313,32 C20H4102* Jon macierzysty kwasu arachidonowego
327,00 C22H3102* Fragment kwasu dokozaheksanowego
239,26 C16H310* Fragment diglicerydu 32:0, 34:1
265,27 C1gH330* Fragment diglicerydu 34:1
311,30 C19H3503* Fragment monoacyloglicerolu (16:1), [M+H-OH]+ |watroba [212]
. Fragment: monoacyloglicerolu (16:0) [M+H-OH]*,
313,27 C15H370s diglicerydu 32:0, triacyloglicerolu TAG (52:0) watroba [212]
. Fragment monoacyloglicerolu (18:1) [M+H-OH]*
339,29 C21H3903 oraz diglicerydu 34:1 watroba [212]
. Fragment monoacyloglicerolu (18:0), [M+H-OH]*
341,30 C21HaOs oraz triacyloglicerolu TAG (52:0) watroba [212]
519,00 C33Hs5904* Fragment diacyloglicerolu DAG (30:2), [M+H-OH]* |watroba [212]
521,00 C33He104* Fragment diacyloglicerolu DAG (30:1), [M+H-OH]* |watroba [212]
tkanka
. . . . , |tluszczowa
523,47 C33Hg304 Fragment diacyloglicerolu DAG (30:0), [M+H-OH] [337], watroba
[212]
547,00 C35Hg304* Fragment diacyloglicerolu DAG (32:2), [M+H-OH]* |watroba [212]
549,00 C35Hg504* Fragment diacyloglicerolu DAG (32:1), [M+H-OH]* |watroba [212]
tkanka
ttuszczowa
551,50 C35Hg704* Fragment diacyloglicerolu DAG (32:0), [M+H-OH]* |[231, 337],
miesnie [338],
watroba [212]
573,00 C37He504* Fragment diacyloglicerolu DAG (34:3), [M+H-OH]* |watroba [212]
575,00 C37He704* Fragment diacyloglicerolu DAG (34:2), [M+H-OH]* |watroba [212]
tkanka
ttuszczowa
577,54 C37Hg904* Fragment diacyloglicerolu DAG (34:1), [M+H-OH]* |[231], mie$nie
[338], watroba
[212]
Fragment diacyloglicerolu DAG (34:0), [M+H-OH]J* thanka
579,00 C37H7104* 8 . y 8 B ttuszczowa
oraz triacyloglicerolu TAG(52:0) 1337]
E 591,54 | CssHesOsNa* | Fragment diacyloglicerolu DAG (32:0)
E 599,00 C39Hg704* Fragment diacyloglicerolu DAG (36:4), [M+H-OH]* |watroba [212]
§ 601,00 C39Hg904* Fragment diacyloglicerolu DAG (36:3), [M+H-OH]* |watroba [212]
= tkanka
E 603,54 C39H7104* Fragment diacyloglicerolu DAG (36:2), [M+H-OH]* |tluszczowa

[231], mie$nie
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[338], watroba
[212]

+

605,40 C39H7304* Fragment diacyloglicerolu DAG (36:1), [M+H-OH]*
. . tkanka
. Fragment diacyloglicerolu DAG (36:0), [M+H-OH]*
607,56 CasHrs04 oraz triacyloglicerolu TAG(52:0) 'Egu?’s;]czowa
617,52 | C37H700sNa* | Fragment diacyloglicerolu DAG (34:1), [M+H-OH]*
851,00 | Cs3Ho7O¢Na* | Fragment triacyloglicerolu TAG (50:3), [M+Na]* watroba [212]
853,00 | Cs3HogO¢Na+ | Fragment triacyloglicerolu TAG (50:2), [M+Na]* watroba [212]
855,00 | Cs3HipoOsNa* | Fragment triacyloglicerolu TAG (50:1), [M+Na]* watroba [212]
857,00 | Cs3Hi10206Na* | Fragment triacyloglicerolu TAG (50:0), [M+Na]* watroba [212]
879,00 | CssHigoOsNa* | Fragment triacyloglicerolu TAG (52:3), [M+Na]* watroba [212]
881,00 | CssHip206Na* | Fragment triacyloglicerolu TAG (52:2), [M+Na]* watroba [212]
883,00 | CssHi10406Na* | Fragment triacyloglicerolu TAG (52:1), [M+Na]* watroba [212]
885,00 | CssHips06Na* | Fragment triacyloglicerolu TAG (52:0), [M+Na]* watroba [212]
901,81 | CssHi0606K* | Fragment triacyloglicerolu TAG (52:0), [M+Na]*
. Fragment fosfatydylocholin: PC 28:0, PC 32:0, PC neurony myszy
10411 CsH1NO 34:1, PC 34:2 [339]
. | Fragment fosfatydyloetanoloamin: PE 28:0, PE
124,021 CHNOsP™ 1 35,6 PE 34:1
. Fragment fosfatydylocholin: PC 28:0, PC 32:0, PC
12501 ) GHeOP™ 134 1 b 3422
PC-12[341],
. . . Tetrahymena
126,00 C2HoNPO3 Fragment glicerofosfoetanoloaminy thermophila
[203, 342]
PC-12 [341],
142,00 | C;HoNPOs | Fragment fosfatydyloetanoloamin: PE 28:0, PE 34:1 | L¢traymena
thermophila
[203, 342]
. | Fragment fosfatydylocholin: PC 28:0, PC 32:0, PC PC-12[341],
166,06 | CsHiNPOs™ | 5 1 pei3sn oocyt [187]
. . neurony
206,00 | CsH14PO4Na* | Fragment fosfatydylocholiny myszy [339]
Fragment fosfatydylocholin: PC 28:0, PC 32:0, PC PC-12[341],
224,10 CgH19NPO4* neurony myszy
34:1,PC 34:2
[339]
246,10 | CgH1gNPO4Na* | Fragment glicerofosfocholiny F;;;?ny myszy
254,26 C16H3002* Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
287,04 CgH16P0o* Fragment fosfatydyloinozytolu PI 34:2
450,36 | C22H4sNOgP+ | Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0
464,36 | C2H43NO,P+ | Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0
478,39 | C24H49NOsP+ | Fragment fosfatydylocholiny PC 32:0
E 495,45 C30Hs505* Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0
& | 636,55 | C33HesNOgP+ | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
S 658,47 | C33HesNOgPO* | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
<3
& | 67443 | C33HeNOsPK* | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
Lo"' 678,49 | C3cH73NOgP+ | Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0
é 692,63 | C37H7sNOgP+ | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 32:0
3 | 700,58 C36H72NOgPNa Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0
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neurony

. | Fragment glicerofosfocholiny (16:0e/18:1), [M+Na- | Aplysia
709,00 | CsoH7s0sPNa TMA]* californica
[343]
714,58 | C37H74NOsPNa+ | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 32:0
716,61 | C39H7sNOgP+ | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 34:2
717,45 | C37HesPOgNaz* | Fragment fosfatydyloinozytolu PI 34:2
neurony
. | Fragment glicerofosfocholiny (16:0e/18:1) [M+Na- | Aplysia
725,00 | CasHrsO7PK TMA]* californica
[343]
730,54 | C37H74NOgPK* | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 32:0
komorki
732,55 | CaoH79NOgP+ | Fragment glicerofosfocholiny GPCho(32:1), [M+H]* | neuroblastomy
[344]
Jon molekularny fosfatydylocholiny PC 32:0 mozg [204,
734,57 | CaoHgiNOgP* [M+H]* ’ 270], miesnie
[211]
740,58 C39H7612108PN3 Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 34:1
neurony
Aplysia
. | Jon molekularny glicerofosfocholiny (16:0e/18:1), | californica
746,00 | C42HgsNO7P [M+H]* [343], komorki
neuroblastomy
[344]
Jon macierzysty glicerofosfoetanoloaminy komérki
746,57 | C41Hg1NOgP+ GPEthn(36:1), [M+H]* neuroblastomy
[344]
756,55 | C39H76NOgPK* | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 34:1
watroba [212],
. |Jon macierzysty glicerofosfocholiny PC 34:2, komorki
758,57 | CazHaiNOsP [M+H]* neuroblastomy
[344]
miesnie [211],
mozg [270]
. . ) , | [204], watroba
760,59 | Cs2HgzNOgP+ |]Jon macierzysty fosfatydylocholiny PC 34:1, [M+H] [212], komérki
neuroblastomy
[344]
neurony
. |Jon macierzysty z adduktem glicerofosfocholiny Aplysia
768,00 | CollsuNOPNa* | opy 1 6:0/18:1) [M+Na]* californica
[343]
770,65 | Cs1Hs2NOsONa+ | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 36:0
komorki
. |Jon macierzysty glicerofosfocholiny PC 34:1 neuroblastomy
782,00 | Cs2Hs3sNOsPNa [M+Na]* [344], neurony
myszy [340]
neurony
. |Jon macierzysty z adduktem glicerofosfocholiny Aplysia
784,00 | CaaHoaNOPR™ | ooy (16:0e/18:1), [M+K]* californica
[343]
786,60 | C41Hg2NOgPK* | Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 36:0
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Jon macierzysty glicerofosfocholiny GPCho(36:1),

mozg [204,
270], komorki

788,62 | CasHa7NOgP* [M+H]* neuroblastomy
[344]
. . . komorki
808,00 | CisHesNOgP* Jon ma+c1erzysty glicerofosfocholiny GPCho(38:5), neuroblastomy
[M+H]
[344]
. . . komorki
810,00 | CicHesNOgP* Jon ma+c1erzysty glicerofosfocholiny GPCho(38:4), neuroblastomy
[M+H]
[344]
879,51 | Ca3H7gP0O13Naz+ | Fragment fosfatydyloinozytolu P134:2
86,10 CsHqioN* Fragment sfingocholiny F;;;?ny myszy
102,10 CsH12NO+ Fragment ceramidu F;;;?ny myszy
104,11 CsH14NO+ Fragment ceramidu F;;;?ny myszy
PC-12[345],
. ' . Tetrahymena
126,00 C2HoNPO Fragment fosfosfingolipidu thermophila
[203, 342]
PC-12[345],
. ' o Tetrahymena
142,00 C2HoNPO4 Fragment fosfosfingolipidu thermophila
[203, 342]
> . . neurony
E 184,07 CsH1sPNO,4 Fragment ceramidu myszy [339]
= | 264,31 C1gH3,0* Fragment ceramidu 36:1 (18:0/18:1)
8 282,31 C1gH3402* Fragment ceramidu 36:1 (18:0/18:1)
E 670,63 | C42HgiNO3Na* | Fragment sulfatydu 42:2
© . |Jon macierzysty glikosfingolipidu z adduktem C mozg [222],
750,59 | C42Hg1NOgNa 18:0, [M+Nal* aorta [346]
. |Jon macierzysty glikosfingolipidu z adduktem C mozg [222,
822,60 C46H89N09Na 22:0‘ [M+Na]+ 347]
. |Jon macierzysty glikosfingolipidu z adduktem C mozg [222,
832,60 | CasHsiNOgNa 18:0, [M+Na]* oraz fragment sulfatydu 42:2 347]
. . ' L mozg [222,
834.60 | CisHosNOgNa* Jon macierzysty glikosfingolipidu z adduktem C 347], aorta
24:0c, [M+Na]*
[346]
. |Jon macierzysty glikosfingolipidu z adduktem C .
836,60 | C47H91NOgNa 23:0, [M+Nal* mozg [222]
. |Jon macierzysty glikosfingolipidu z adduktem C mozg [222,
848,60 C48H91N09Na 24:1‘ [M+Na]+ 347]
934,66 C48H9°S£\IOHNHZ Jon macierzysty dla sulfatydu 42:2
95,00 C7H11* Fragment cholesterolu i jego pochodnych ]774**[348]
147,00 C11H1s* Fragment cholesterolu i jego pochodnych ]774**[348]
161,00 Ci2H17* Fragment cholesterolu i jego pochodnych ]774**[348]
(= mozg [270,
3 347], watroba
E [212], tkanka
= 369,35 C27Has* Fragment cholesterolu [M+H-H,0]* ttuszczowa
[231],
J774*[348], PC-
12*[345]
. mozg [270,
385,35 C27H460* Jon macierzysty cholesterolu [M-H]*

347], watroba
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[212], PC-
12*[345]
399,30 C27H4302* Fragment 7-ketocholesterolu aorta [346]
429,38 C29H4902* Jon macierzysty dla 7-ketocholesterolu, [M+H]*
komorki
583,00 | Cz7H46OAu* |Jon macierzysty cholesterolu z adduktem [M+Au]* | neuroblastomy
[344]
753,74 | (C27H44)20H* | Podwojona czasteczka cholesterolu [2M-H30]*
. komorki
970,00 | CssHos0sAu* 1[3201\(/1[\1\725?51 czasteczka cholesterolu z adduktem neuroblastomy
[344]
. komorki
1167,00|  CssHosAup* 1[3201\(/1[\1\725?51 czasteczka cholesterolu z adduktem neuroblastomy
[344]
neurony
165,00 C1oH1302* Fragment a-tokoferolu Aplysm ,
californica
[228]
203,11 C13H1502% Fragment a-tokoferolu
neurony
E 205,00 C13H1702% Fragment a-tokoferolu fgl%}fZ;(ilica
Z
= [228]
-9 siatkéwka
[349], watroba
430,38 C29H5002* Jon macierzysty dla witaminy E [M+H]* Eplljglfaneumny
californica
[228]
858,74 CsgHogO4t Fragment a-tokoferolu

*- PC12 jest to nowotworowa linia komérkowa, pochodzaca z guza
chromochtonnego nadnercza szczura

**_1774 linia komo6rkowa mysich makrofagow

JONY UJEMNE
_|masa |WZOR UKLAD
= [m/7] SUMARY- NAZWA ZWIAZKU BIOLOGICZNY
S CZNY
g
3801 CsHy Fragment kwasow: arachidowego, mirystynowego,
’ palmitynowego, stearynowego
Fragment dla kwasow: arachidowego,
§ 39,99 C,0- mirystynowego, palmitynowego oraz
8 stearynowego
N Fragment dla kwasow: arachidowego,
S 41,00 C2HO- mirystynowego, palmitynowego oraz
25 stearynowego
o Fragment dla kwasow: arachidowego,
< 143,01 C2H30- mirystynowego, palmitynowego oraz
E stearynowego
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Fragment dla kwasow: arachidowego,
58,00 C2H,0, mirystynowego, palmitynowego oraz
stearynowego
59,01 C,Hs0p Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego
113,06 | CHoOy Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego
127,08 | CHyOy Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego
141,09 | CsHi305 Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego
15511 | CoHisOx Fragrpent kwaséw: arachidowego, mirystynowego,
palmitynowego, stearynowego
169,12 | C10H1702 Fragment kwasow: arachidowego, palmitynowego
i Jon macierzysty kwasu kaprynowego
171,09 | C1oHz200, (dekanowego) [M-H]-
183,13 | C11H1902 Fragment kwasow: arachidowego, palmitynowego
197,16 | Ci2H2102 Fragment kwasow: arachidowego, palmitynowego
198,96 | C12H2407 Jon macierzysty kwasu laurynowego [M-H]-
211,18 | Ci3H2302" Fragment kwasow: arachidowego, palmitynowego
225,20 | Ci4Hys0y Fragrpent dla kwaséw: mirystynowego,
palmitynowego
227,20 | C14H2702 Jon macierzysty kwasu mirystynowego [M-H]- watroba [221]
237,23 | Ci6H290- Fragment kwasu palmitynowego skora [360]
i Jon macierzysty kwasu heksadekodienowego | mie$nie [220]
251,20 | C16H270; FA(16:2), [M-H]
watroba [221],
tkanka
Jon macierzysty kwasu cis-9-heksadecenowego | ttuszczowa
253,20 | C16H2902
rorieotE (16:1), [M-H]- [240], miesnie
[220, 348]
watroba [221],
tkanka
Jon macierzysty kwasu palmitynowego FA(16:0), | ttuszczowa
255,23 | C16H3102
torisIE [M-H]- [240,  347],
miesnie [348]
256,24 | Ci6H3202 Fragment kwasu palmitynowego
27720 | C1eHas0y ]}([)]r-l macierzysty kwasu linolenowego FA(18:3), [M- | mie$nie [220]
watroba [221],
tkanka
279,23 | CigH3102 Jon macierzysty kwasu linolowego FA(18:2), [M-H]- Egu;gizorv;i;énie
[220]
watroba [221],
tkanka
28120 | C1sHa30y Jon macierzysty dla kwasu oleinowego (18:1), [M- tiuszczow_a o
H]- [240], miesnie
[220]
. ) watroba [221],
283,26 | C1sHas0y Jon macierzysty kwasu stearynowego FA(18:0), tkanka

[M-H]-

tluszczowa
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[347],
mies$nie[220,
348]

Jon macierzysty kwasu arachidonowego FA(20:4),

miesnie [220]

303,24 C20H3102' [M-H]-
305,25 | CyoHa30y ][(;/RHrﬁacierzysty kwasu dihomo- y-linolenowego
309,29 | Cz0H3702" Fragment kwasu arachidonowego
311,30 | Cz0H3902" Fragment kwasu arachidonowego
312,31 | Cz20H4002" Fragment kwasu arachidonowego
tkanka
ttuszczowa
281,20 | C1gH3302" Fragment diglicerydu 34:1 [347], miesnie
[220]
567,54 | C3sHg705 Fragment diglicerydu 32:0
593,55 | C37Hg905 Fragment diglicerydu 34:1
tkanka
Fragment triacyloglicerolu TAG (48:0), ttuszczowa
805,00 |Cs1Ho70¢
519706 [M-H]- [347]
829,00 | CssHoyOp Fragrr{ent triacyloglicerolu TAG (50:2), miesnie [220]
[M-H]
tkanka
Fragment triacyloglicerolu TAG (50:0), ttuszczowa
833,00 |Cs3H1010¢
53I1101Ye6 [M_H]_ [347]
moézg, tkanka
Fragment triacyloglicerolu TAG (52:3), ttuszczowa
855,71 | Cs5Ho90¢
55H99U¢ [M-H]- [347]
tkanka
. . . tluszczowa
85763 | CssHi0106 IEI\I;Ia_%Ir]r{ent triacyloglicerolu TAG (52:2), [240], miesnie
[220]
tkanka
Fragment triacyloglicerolu TAG (52:0), ttuszczowa
861,87 |CssH10506
55H10506 [M-H]- [347]
> : : . Y
2 881,00 |CsyHyoi06 Fragrr{ent triacyloglicerolu TAG (54:4), mie$nie [348]
= [M-H]
3 tkanka
e Fragment triacyloglicerolu TAG (54:3), ttuszczowa
= 1883,00 |Cs7Ho906
E 57H99U¢ [M-H]- [240]
©)
neurony mysie
i . . [349], oocyty
59,00 C3HoN Fragment glicerofosfocholiny [196]
E . Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0, PE |neurony [349]
= | 62,96 PO; 32:0
S 71,00 C3H30, F ; neurony [349]
= ) 3H302 ragment fosfatydylocholiny
2 Fragment fosfatydylocholiny PC 28:0, PC 32:0, PC
8 78,96 POs- 34:1, PC 34:2 oraz fosfatydyloetanoloaminy PE
5 28:0
3 | 79,00 POs- Fragment fosfatydylocholiny
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Fragment fosfatydylocholin: PC 28:0, PC 32:0, PC

9696 | SOaH 34:1, PC 34:2
97,00 PO4H, Fragment fosfatydylocholiny neurony [349]
109,98 | CH304P- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
122,01 | C:HsNOsP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 32:0
122,99 | CH4OP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
123,00 |CH4PO4 Fragment fosfatydylocholiny
. Fragment fosfatydyloetanoloamin: PE 28:0, PE
140,02 CH/MNOLP 32:0, PE 34:1
153,02 | C3HgNO4P- Fragment fosfatydyloetanoloamin: PE 28:0, PE 32:0
159,00 |P,0gH- Fragment fosfatydylocholiny
180,04 | CsH11NO4P- Fragment fosfatydyloetanoloamin: PE 28:0, PE 32:0
223,01 Fragment fosfatydyloinozytolu
227,20 | C14H2702 Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0 watroba [221]
241,06 | CeH1oPOg Fragment fosfatydyloinozytolu PI 34:2
watroba [221],
. . tkanka
25523 | C1eHa10y Fragment fosfatydylomozytolu Pl 34:2 oraz thuszezoWa
fosfatydylocholiny PC 34:2
[347]
watroba [221],
. tkanka
i Fragment fosfatydyloinozytolu oraz
279,23 | CasH3102 fosfatydylocholiny PC 34:2 thuszczowa
[347]
299,10 | CoH16POy Fragment fosfatydyloinozytolu PI 34:2
634,46 | C33HesNOgP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 28:0
690,56 | C37H73NOgP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 32:0
699,60 |CsoH7206P- | Fragment fosfatydylocholiny PC 34:1 mézg [213]
714,55 | C39H73NOgP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 34:1
716,54 | C39H75NOgP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 34:1
746,60 | Cs1Hg1NOgP- Fragment fosfatydyloetanoloaminy PE 36:0
833,71 | C43H73P013 Fragment fosfatydyloinozytolu PI 34:2
. . ., | mozg [213,
85750 | CssHygO13P- ][(;/RHrT_aaerzysty dla fosfatydyloinozytolu PI 36:4, 279]
mozg [213,
279], watroba
885,58 | CasHgp015P- Jon macierzysty dla fosfatydyloinozytolu PI 38:4, |[221], tkanka
[M-H]- ttuszczowa
[347]
887,60 | CarHesO13P- ][(;/RHrT_aaerzysty dla fosfatydyloinozytolu PI 38:3, | watroba [221]
79,96 SOs3- Fragment sulfatydu 42:2
96,96 SO4H- Fragment sulfatydu 42:2
> 1237,23 | CieHz00" Fragment ceramidu 36:1 skora [360]
E 265,27 | C1gH330- Fragment ceramidu 36:1
8 283,26 | C1gH3502" Fragment ceramidu 36:1
Z . skora [360]
. | 324,29 | C20H3sNOy Fragment ceramidu 36:1
199}

160




404,31 | C2oH39NOsP- Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1
447,34 | C2HaaN205P- | Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1
540,32 | C24H4SNO1o~ | Fragment sulfatydu 42:2
564,54 | C36H7oNO3- Fragment ceramidu 36:1
598,52 | C34HgsNOsP- Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1
616,50 |CssHeNOP- | Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1 watroba [221]
642,60 |CisHeNOP- | Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1 watroba [221]
687,60 |CigHyeN:06P- | Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1, [M-CH]- watroba [221]
701,68 | C39H78N206P- | Fragment fosfosfingolipidu SM 34:1
778,50 |CaoH76SNOw- | Jon macierzysty glikosfingolipidu C 16:0a [M-H]- | m628 [361]
794,60 |CsoH76SNO1 | Jon macierzysty glikosfingolipidu C 16, [M-H]- mozg [361]

mozg [213,
806,55 | C42HgoSNO11~ |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 18:0, [M-H]- 279, 361]
806,59 | CysH45011NS- | Fragment sulfatydu 18:0

mozg [213,
822,50 | C42HgoSNO12- |Jon macierzysty glikosfingolipidu C 18:0, [M-H]- 279, 361]

mozg [213,
834,60 |C44HgsSNO11~ |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 20:0, [M-H]- 279, 361]

mozg [213,
850,60 | C44HgaSNO12~ | Fragment glikosfingolipidu C 22 279, 361]

mozg [213,
862,61 |C4sHgsSNO11~ |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 22:0, [M-H]- 279, 361]

mozg [279,
876,70 | C47H9oSNO11~ | ]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 23:0, [M-H]- 361]

mozg [213,
878,60 | C46HgsSNO12~ | Fragment glikosfingolipidu C 22 279, 361]

mozg [213,
888,62 | C4sH9oSNO11~ |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 24:1, [M-H]- 279, 361]

mozg [213,
890,64 | CssH92SNO11~ |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 24:0, [M-H]- 279, 361]

mozg [279,
902,60 | Cs9H9,SNO11~ |Jon macierzysty glikosfingolipidu C 25:1, [M-H]- 361]

mozg [213,
904,62 | C4gHooSNO12- | Jon macierzysty glikosfingolipidu C 24:1 lub C 25:0 | 279, 361]

mozg [213,
906,63 | CagsH92SNO12- |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C24-0H, [M-H]- 279, 361]
916,60 | CsoHosSNO11- | Jon macierzysty glikosfingolipidu C 26:1, [M-H]- | ™9z8[361]
918,60 | CyoHopSNO1y ][(;/R}?]l_aaerzysty glikosfingolipidu C 25:1 lub C26, | mézg [361]
932,70 | CsoHosSNO1z | Jon macierzysty glikosfingolipidu C 26:1, [M-H]- | ™9z8[361]
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mozg [361]

934,60 |CsoHoeSNO12~ |]Jon macierzysty glikosfingolipidu C 26, [M-H]-
79,96 SOs3- Fragment cholesterolu i jego pochodnych
96,96 SO4H- Fragment cholesterolu i jego pochodnych
mies$nie [220],
385,40 | Cz7H4s0- Jon macierzysty cholesterolu [M-H]- mozg [279]
[S4]
—
8 465,31 | Cy7H45S04- Jon macierzysty siarczanu cholesterolu
[S.4]
£51771,74 | Cs4Ho102 Podwojona czasteczka cholesterolu [2M-H]-
163,08 | C1oH1102- Fragment a-tokoferolu
mies$nie [220],
429,30 | C29H4907 Jon macierzysty a-tokoferolu [M-H]- watroba [221]
m . . . miesnie [220]
= 795,60 | Cs4Hg304 Jon macierzysty koenzymu Q9 [M-H]
zZ
82 1857,78 | CsgHor04 Fragment koenzymu Q9
(=9
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