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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
monografii naukowych dotyczacych szerokiego spektrum nauk. Znajduja si¢ tutaj pozycje dotyczace
nauk medycznych i nauk o zdrowiu, nauk przyrodniczych, technicznych i inzynieryjnych oraz szeroko
pojetych nauk humanistycznych i spotecznych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest bardzo szeroki przekroj zagadnien, jednak
kazda z osobna sklada si¢ z kilkunastu rozdzialdow, dajacych jednoczes$nie bardzo dobry przeglad
tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studiow doktoranckich lub ich najmtodsi absolwenci,
ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwigzanych ztematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasja i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa ,,Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonalaé¢ swoj warsztat pracy. Dzigki temu, z pewno$cia wielu autorow niniejszych prac,
z czasem zacznie publikowaé prace naukowe w prestizowych czasopismach. Przyczyni si¢ to zar6wno
do rozwoju nauki, jak i kazdego autora, budujac jego potencjat naukowy i 0sobisty.

Redakcja
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1. Diety roslinne u psow i kotow
Plant-based diets for dogs and cats

Alicja Wardak

Uniwersytet w Siedlcach, Wydzial Nauk Rolniczych, Instytut Zootechniki i Rybactwa, Studenckie
Koto Naukowe Sympatykow Zwierzat
Opiekun naukowy: dr inz. Agata Danielewicz

Alicja Wardak: aw85720@stud.uws.edu.pl

Stowa kluczowe: semiwegetarianizm, tauryna, arginina, kwas arachidonowy, kardiomiopatia rozstrzeniowa

Streszczenie

Temat réznorodnosci modeli zywieniowych w odniesieniu do cztowieka wydaje si¢ dobrze
znany. Wsrod diet stosowanych przez ludzi mozna wyr6ézni¢ wiele ich rodzajow, jak np. dieta
srédziemnomorska, dieta ketogeniczna, carnivora i rézne kombinacje diet bezmigsnych Iub
ograniczajacych migso. W zywieniu zwierzat mozna rdwniez wyr6dznic rozne style karmienia, jak np.
dieta monoproteinowa, dieta BARF, domowa czy hipoalergiczna. Jednakze coraz cz¢$ciej wprowadza
si¢ zwierzetom domowym zywienie ograniczajagce migso i produkty odzwierzgce, co obrazuja
przeprowadzane badania (Dodd et al. 2022).

Niniejsza praca przegladowa stanowi rozwazania nad dietami bazujagcymi na roslinach
W zywieniu pséw i kotow. Zaprezentowano filogenetyczne uwarunkowania tychze zwierzat do diety,
ich procesy fizjologiczne istotne z punktu widzenia tematu oraz mozliwe nastgpstwa stosowania
dlugotrwale tego typu diet. Wyr6zniono rowniez schorzenia, w ktorych stosowanie diet ro§linnych
jest absolutnie zakazane oraz takie, w ktérych moga one przyczyni¢ si¢ do poprawy stanu zdrowia
Zwierzgcia.

1. Wstep

Wsrod diet bezmigsnych, a wiec takich, ktore wykluczaja migso, wyrdzni¢ mozna wiele
odmiennych od siebie sposobéw odzywiania. Niektore z nich sg bardzo rygorystyczne. Przyktadem
jest dieta weganska, catkowicie wykluczajaca zaréwno mieso, jak i produkty pochodzenia
zwierzgcego. Podobna jest dieta witarianska, ktora rowniez wyklucza migso i dozwolone jest w niej
spozywanie tylko owocoéw 1 warzyw w stanie surowym, a wiec bez jakiejkolwiek obrobki termicznej.
Z kolei w diecie wegetarianskiej podstawa zywienia rowniez sg rosliny, ale stosunek do spozywania
tkanek zwierzecych moze by¢ odmienny w zalezno$ci od danego wariantu wegetarianizmu. Wsrod
nich wyrézni¢ mozna m.in.: laktoowowegetarianizm, wykluczajacy migso, a dopuszczajacy jaja,
mleko oraz ich przetwory; semiwegetarianizm, pozwalajacy na spozywanie migsa wszystkich
gatunkow zwierzat poza ssakami; czy np. pescowegetarianizm, bazujacy na produktach roslinnych
oraz migsie ryb. Sa to jedynie niektdre z odmian diet bazujacych na roslinach. W rzeczywistosci
mozna wymienic¢ jeszcze wigcej ich rodzajow, jednakze niniejsza praca ktadzie nacisk na stosowanie
takiego modelu zywieniowego wsrdd psow i kotow, totez zostang przywotane diety prawdopodobne
do stosowania u zwierzat.

Wsréd ludzi wyrézni¢ mozna wiele powodow stosowania diet roslinnych, a s3 to m.in.:
walory prozdrowotne takiego sposobu odzywiania, dbato$¢ o ekologi¢, powody moralne i religijne,
sprzeciw przeciwko masowej hodowli zwierzat czy oddziatywania kulturowe (Cader i Lesiow 2021).
W ostatnich latach naukowcy zaczgli zglgbia¢ temat przyczyn karmienia zwierzat takich jak pies i kot
dietami roslinnymi. Duza rolg przypisuje si¢ §wiatopogladowi i stylowi zywienia wlasciciela na sktad
diety jego zwierzecia. W badaniu (Dodd et al. 2022) wykazano, ze zwierzgta na dietach roslinnych
lub wegetarianskich naleza gtéwnie do wegan (taka deklaracje ztozyto 27% sposréd badanych wegan)
oraz w mniejszym stopniu do wegetarian (1 osoba spos$rod badanych wegetarian). To psy cze¢$ciej
byty na takiej diecie niz koty. Z kolei wsrdd osob spozywajacych i migso, i rosliny (wszystkozernych)
oraz na diecie pescowegetarianskiej nie odnotowano przypadkoéw karmienia psow i kotow dietami
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bezmigsnymi. Nalezy zaznaczy¢, ze zdecydowana wigkszo§¢ badanych osob (wegan, wegetarian,
psecowegetarian i 0s6b wszystkozernych) przyznata, ze karmi swoje zwierzeta dieta bazowana na
miesie 1 zglaszata watpliwosci co do ro$linnych diet dla pséw i kotow. Ogdlny odsetek psow
zywionych dieta roslinng wynosit 1,6%, za$ u kotow: 0,7%.

2. Filogenetyczne uwarunkowania diety psa i kota.

Zarébwno pies domowy (Canis lupus familiaris), jak i kot domowy (Felis catus) sa
zwierz¢tami nalezacymi do grupy drapieznikow migsozernych (Carnivora). Jednakze sposob ich
odzywiania nieco si¢ od siebie rézni. Roznice w odzywianiu psow i kotéw mozna wytlumaczy¢
odwolujac si¢ do przynaleznosci ekologicznej tychze gatunkéw. W nadrodzinie psowatych
(Canoidea) wyr6znia si¢ kilka rodzin, spo$rdd ktorych czg$¢ jest wszystkozerna (szopowate,
niedzwiedziowate), jedna rodzina (pandowate) - wylgcznie ro$linozerna oraz czg$é jest
wszystkozerna, np. rodzina psowatych (Canidae), do ktorej nalezy pies. Psa domowego okresla sie
mianem zwierzgcia “wzglednie migsozernego”. Przemawiajg za tym argumenty odnoszace si¢ do
strategii zywieniowych przodkow tego gatunku - uwaza sig, ze juz dawne psowate zywity si¢ gtdéwnie
migsem zwierzecym, jednak gdy z réznych powoddéw niemozliwe bylo spozycie tego typu positku,
zwierzeta te potrafity przystosowaé sie do sytuacji i uzupeliaé swojg diete w pokarmy roslinne.
Rowniez wartym wspomnienia jest fakt, ze zwierzeta te po upolowaniu zwierzyny (ktora najczesciej
byta roslinozerca), najpierw spozywaly ich jelita, a wicc te narzady, w ktdrych przebywat jeszcze
pokarm roslinny (Kurosad i Kungi 2013). Kolejnym argumentem przemawiajacym za “wzgledna
miesozerno$cia” pséw, a wiec spozywaniem przez nie rowniez produktow roslinnych, jest fakt
obecnosci genu AMY 2B wsérod psow. Jest to gen enzymu amylazy trzustkowej, ktory odgrywa wazng
role w procesie trawienia weglowodandw. Stwierdza si¢, ze przyczynita si¢ do tego wspdlna
koewolucja psa i cztowieka, przez ktdra psy przystosowaty si¢ do diety wsokoskrobiowej (Freedman
et al. 2014).

Z kolei w nadrodzinie kotowatych (Feloidea) wszystkie rodziny sg miesozerne (w tym
rodzina kotowatych - Felideae). Kot jest okreslany jako “bezwzgledny migsozerca”. Ich proces
udomowienia przebiegal inaczej niz u psow. Nie znaleziono w ich organizmach ani kodzie
genetycznym takich mechanizméw, ktore pozwalalyby im na spozywanie wigkszej ilosci pokarmu
roslinnego. Co wigcej - w ich anatomii i fizjologii istnieje wiele przeciwwskazan do tego typu diety,
co zostanie zaprezentowane w dalszej czgéci niniejszej pracy. Na podstawowe roéznice w zywieniu
psow i kotow mialy wplyw rézne procesy ewolucyjne i adaptacyjne. Dzi§ mozemy okresli¢
nastepujace wnioski: kot jako bezwzgledny migsozerca powinien je§¢ positki biatkowo-ttuszczowe,
ktore sa mate objetosciowo, ale spozywane czgsto. Natomiast pies - wzgledny migsozerca - powinien
mie¢ diet¢ oparta na weglowodanach, biatkach i tluszczach, duze objetosciowo positki spozywane
rzadziej niz kot (Kurosad i Kungi 2013).

3. Anatomiczne i fizjologiczne przystosowania do diety

3.1 Pies

O przystosowaniu psa do okreslonego typu diety $wiadczy juz jego uzebienie. Pies posiada
W tukach dolnym i goérnym lacznie 42 zgby, z czego kty i siekacze (16 sztuk) stuza gtéwnie do
pobierania i obrabiania migsa, za$ zeby przedtrzonowe i trzonowe (26 sztuk) sg uzywane do
rozdrabniania i rozcierania pokarmu roslinnego (Jank 2013). Pies odbiera 5 smakow: gorzki, stodki,
kwasny stony i umami - smak migsny. Ten ostatni aktywowany jest prawdopodobnie obecny
W pozywieniu glutaminian. Najbardziej atrakcyjnymi smakami dla psa jest stony oraz stodki, dlatego
niektore pokarmy roslinne moga si¢ cechowa¢ wysoka smakowitoscig dla psa, jak np. gotowana
marchew, batat czy miazsz jabtka. Z kolei smak gorzki czgsto jest zle tolerowany przez psy, co moze
szybko decydowac o awersji do tego typu pokarméw. Stad niektdre warzywa, takie jak np. brukselka,
rukola, jarmuz i niektore ziota). Warto nadmienié, ze smak jest drugorzednym kryterium czy dany
pokarm zostanie pobrany przez psa, czy nie. Najwazniejszg role odgrywa w tym przypadku narzad
wechu, ktory jest niezwykle dobrze rozwiniety u tych zwierzat. Slina wydzielana jest u psa przez
cztery pary gruczotéw Slinowych. Jej funkcja jest utatwienie odbierania smakéw, namoczenie
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pokarmu i przystosowanie go do lepszego przyswojenia w dalszych odcinkach uktadu pokarmowego.
Trawienie niektorych pokarmoéw rozpoczyna si¢ juz w jamie ustnej. Jednakze zardwno psy jak i koty
nie posiadaja w swojej §linie enzymu a-amylazy $linowej, ktéra w duzym stopniu jest odpowiedzialna
za trawienie weglowodanow, w zwigzku tym proces ich trawienia i przyswajania rozpoczyna si¢
w dalszych odcinkach uktadu pokarmowego.

Na calej dtugosci przetyku psa wystepuja gruczoty sluzowe przetykowe, ktoérych wydzieliny
wspomagaja transport pokarmu do zotadka. Szybkos¢ perystaltyki przelyku wspomaga budowa tego
narzadu z miesni poprzecznie prazkowanych i gtadkich (Krysiak i Swiezynski 2012). Zawarto$é
positku wptywa na pracg zotadka: na sktad soku zoladkowego, prace obecnych tam enzymoéw, jego
pH oraz czasu przebywania tam tresci pokarmowej. W zotadku nast¢puje wstepna hydroliza biatek.
Wiokno rozpuszczalne (np.: inulina, laktuloza, np. w wigkszosci roslin straczkowych) pozytywnie
wplywa na szybko$¢ oprozniania zoladka, w przeciwienstwie do wiokna nierozpuszczalnego
(celuloza, pektyny, ligniny - np czeSciowo: pulpa buraczana). Jednakze nie nalezy bagatelizowac roli
wiokna nierozpuszczalnego w diecie. Wspiera ono poczucie sytosci w diecie oraz wspiera prace
catego przewodu pokarmowego (Chandler 2016). W zwiazku z faktem nierozpuszczalnos$ci czesci
weglowodanéw w diecie, pokarm zwierzecy jest czesto lepiej trawiony i przyswajany przez
organizmy psow i kotow (Jank 2013).

Jelito cienkie psa jest dtuzsze w poréwnaniu do tego narzadu u kota, a biorac pod uwage, ze
to wilasnie tu zachodzi wigkszo$¢ proceséw zwigzanych z trawieniem pokarmoéw roslinnych, moze to
stanowi¢ przystosowanie do diet wegetarianskich. W jelicie cienkim zachodzi fermentacja (trawienie
chemiczne) sktadnikow pokarmowych oraz trawienie mechaniczne, polegajace na perystaltycznych
ruchach jelita. Po strawieniu nastepuje ich wchtonigcie do réznych uktadéw organizmu -
krwiono$nego i limfatycznego. To m.in. kosmki jelitowe jelita cienkiego odpowiadajg za transport
tychze produktéw fermentacji. Stwierdza si¢, ze psy karmione dieta o podstawie roslinnej maja
dtuzsze kosmki jelitowe od tych karmionych dietg migsng (ibidem). W jelicie cienkim nastgpuje
kontynuacja trawienia biatek (rozpoczgto si¢ to hydroliza biatek do polipeptydow w zotadku) przy
pomocy enzymow trzustkowych i tych ze $cian jelita (glownie endopeptydazy). Wigkszos¢
weglowodanéw trawionych jest w jelicie cienkim. Dzieje si¢ to glownie za pomocg enzymow
trzustkowych (w tym wspomniany wczesniej enzym AMY2B ulatwiajacy trawienie m.in. skrobi).
Zauwazono, ze w przypadku duzej ilosci produktéw skrobiowych w diecie, amylaza trzustkowa
zwigksza swoje dziatanie, przeciwdziatajac mozliwym negatywnym skutkom spozywania zbyt duzej
ilosci tego sktadnika. Stanowi to kolejne z przystosowan pséw do spozywania produktow roslinnych.
Nalezy tutaj zwroci¢ uwage na fakt, ze u szczeniat i mtodych psow ze wzgledu na wciaz rozwijajacy
si¢ organizm, aktywno$¢ tejze amylazy trzustkowej jest ograniczona, dlatego moga one gorzej
tolerowaé diety roslinne niz psy doroste. Ilo§¢ weglowodandéw rozpuszczalnych nalezy réwniez
kontrolowa¢ ze wzgledu na to, ze ich obecnos¢ moze pogarsza¢ strawno$¢ biatek. Z kolei zbyt duza
zawarto$¢ wtokna pokarmowego (nierozpuszczalne) moze mie¢ negatywny wpltyw na wchtanianie
wody z jelita cienkiego i prowadzi¢ do biegunki osmotycznej, ale w przeciwienstwie do widkna
rozpuszczalnego - nie powoduje ono pogorszenia strawnosci bialek. Psy stale karmione pokarmem
0 zbyt duzej zawarto$ci weglowodanow wytwarzaja wigksza ilos¢ gazow, czgsciej defekuja, maja
czasem ograniczone mozliwosci przyswajania witamin (ze wzgledu na czgste niedobory ttuszczy,
W ktérych mogtyby si¢ rozpuszcza¢ witaminy A, D, E i K). Moze to prowadzi¢ do niedoboréw
i pogorszeniu si¢ stanu zdrowia zwierzecia (Kurosad i Kungi 2013).

W jelicie grubym zachodzi gtownie trawienie bakteryjne zachodzace przy udziale mikroflory
tego narzadu. Procesowi temu ulegajg niestrawione wcze$niej sktadniki pokarmowe. Stwierdza sie,
ze trawienie w jelicie grubym psow przebiega nieco skuteczniej niz u kotéw. Jest to kolejny czynnik,
ktory potwierdza ogoélnie lepsza strawno$¢ sktadnikow pokarmowych (zwlaszcza - roslinnych) niz
u kotow, co czyni psy bardziej przystosowanymi do diet z duza zawartoécia roslin. Widkno
pokarmowe (wtdkno nierozpuszczalne - to, ktore nie ulega fermentacji w jelicie cienkim) jest tu
czgSciowo poprzez trawienie bakteryjnej w jelicie grubym. Wiokno to ma pozytywny wplyw na
mikrobiom jelita grubego oraz poprawia jakos¢ katu, dlatego nie nalezy go wyklucza¢ w diecie.
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3.2 Kot

Kot posiada w swojej jamie ustnej znacznie mniej zgbow przedtrzonowych i trzonowych niz
pies, a co z tym idzie - mniejsza mozliwo$¢ mechanicznego rozdrobnienia pokarmu ro$linnego.
Stanowi to potwierdzenie jego bezwzglednej migsozernosci. Dodatkowo kot ma jezyk o szorstkiej,
haczykowatej budowie, ktora rowniez jest przystosowaniem do diety opartej na migsie. Uznaje sig,
ze dawnym przodkom kota taka budowa jezyka pomagata rozdrobni¢ ciato mniejszych ofiar, bo na
takie wlasnie polowat. Stad tez wynika fakt, ze koty powinny je$¢ mate positki, ale wiele razy w ciagu
dnia. Kot, w przeciwienstwie do psa, nie odbiera smaku stodkiego. Jest to zwigzane mutacja w genie
Taslr2. Taka sama mutacj¢ zauwazono rowniez u dzikich kotowatych, ktére z natury sa migsozerne
i nie wykazuja zainteresowania w duzym stopniu roslinami. Przyczyng moze by¢ wlasnie brak
odczuwania stodkiego smaku, co sprawia, ze niektére ro$liny sa dla niech nieatrakcyjne pod
wzgledem smaku (Li Xia et al. 2005). Najbardziej atrakcyjny dla kota jest smak kwasny. Smak
gorzki- ktoérego unikaja psy - jest dla kota stosunkowo smakowity, a smak stony - zupehie neutralny.
Koty posiadaja pig¢ par gruczotow §linowych. Podobnie jak u psow, u kotow rowniez nie wystgpuje
w §$linie enzym a-amylazy Slinowej, totez trawienie weglowodanow rozpoczyna si¢ w dalszej czesci
uktadu pokarmowego.

U kotow stwierdza si¢ wolniejszg perystaltyke przetyku. I mimo wystepowania gruczotow
przetykowych podobnie jak u psow, to budowa tego narzadu u kotéw nie sprzyja tak szybkiemu
przekazywaniu pokarmu do zotadka (Jank 2013). W zoladku, na skutek wspotdziatania enzymow,
soku zotadkowego itd. zachodzi wstepna hydroliza bialek. Proces transportu pokarmu z zotadka
wspieraja rowniez ruchy perystaltyczne zotadka. Na szybkos¢ oprozniania zotadka kota maja wpltyw
podobne czynniki jak u psa. Dodatkowo co do zasady karma sucha u kota przebywa dtuzej w zotadku
niz karma mokra. Pokarm trafiajacy do jelita cienkiego jest wstepnie nawilzony, przemieszany
i rozdrobniony.

Dhugosé¢ jelita cienkiego w pordéwnaniu do wiclkoséci zwierzecia jest dtuzsza u psow niz
u kotow, totez tamte posiadajg wigksza powierzchni¢ trawienia i stosunkowo lepsza strawnoscia
roznych pokarméw. Z racji, ze proces trawienia weglowodanéw ma miejsce glownie w jelicie
cienkim, stwierdza si¢, ze psy sa lepiej przystosowane do diety roslinnej. Co nie zmienia faktu, ze
trawienie pokarmoéw przez koty réwniez jest skuteczne (Jank i Wilczak 2013). Enzymy obeche
W jelicie cienkim rozpoczynaja proces fermentacji. Tutaj nastepuje znaczaca rdéznica migdzy psami
a kotami. Koty nie posiadaja mechanizmu przystosowawczego do rosnacej ilosci skrobi w diecie,
W odrdznieniu od psow. Zwiekszona ilo$¢ tego surowca nie powoduje zwickszenia dziatania enzymu
amylazy trzustkowej. Taki stan moze prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania uktadu pokarmowego
oraz
- w konsekwencji - np. biegunki. Obrobka termiczna zwigksza stopien strawnosci zarowno skrobi jak
i innych sktadnikéw pokarmowych. Nalezy jednak zwraca¢ uwagg na czas takiego przygotowywania
pokarméw. Zbyt dluga obrobka termiczna moze wywota¢ efekt odwrotny od zamierzonego
i drastycznie zmniejszy¢ strawno$¢ np. biatka. Podobnie jak u psow, wystepowanie w diecie kota
duzej zawarto$ci wldkna surowego moze niekorzystnie wptywac na strawnos$¢ innych sktadnikow
pokarmowych, np. biatek i obniza¢ ich biodostgpno$¢. Rowniez moze prowadzi¢ do niedoboréw
pokarmowych, czestszej defekacji czy utraty wagi.

Porownujac zachodzace procesu metaboliczne u psa i kota, wida¢ znaczace réznice migdzy
nimi. Pierwsza podstawowa ro6znica, majaca odzwierciedlenie w diecie jest fakt, ze koty nie maja
zdolnosci do pokrywania swojego zapotrzebowania na tauryn¢ endogennie, w zwigzku powyzszym
wymagane jest dostarczanie tego aminokwasu w diecie. Koty nie posiadaja enzymu aldolazy
treoninowej, w zwigzku z powyzszym przemiana treoniny zachodzi w odmienny sposob niz u psow.
W organizmie kota brakuje rowniez dioksygenazy, co uniemozliwia im przemian¢ beta-karotenow
W retinolowg forme witaminy A, co rowniez nalezy uwzglednia¢ w diecie. ROwniez utrudnione jest
wchtanianie witamin z gruby B i D. Kolejna r6znicg jest caty proces glukoneogenezy. U psow proces
ten zachodzi podobnie u cztowieka - stezenie glukozy we krwi wzrasta po zjedzeniu positku. U kotow
natomiast proces ten zachodzi bez ustanku. Dodatkowo enzym glukokinazy watrobowej dziata
zdecydowanie stabiej u kotdw niz u pséw. Enzym ten zwigzany jest z mozliwos$cig wykorzystania
glukozy w organizmie i jest to kolejny czynnik, ktory wymusza na kotach spozywanie matych
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positkéw, ale wiele razy w ciggu dnia, by zachowa¢ homeostazg glukozowo-insulinowa (Kurosad
2013). Roéwniez wraz z wiekiem obniza si¢ aktywno$¢ enzymu laktazy, co powoduje nietolerancje
laktozy u dorostych kotow. Wyklucza to mleko i jego przetwory z diety.

4. Zapotrzebowanie na skladniki pokarmowe w kontekscie diet bezmiesnych

4.1 Biatko i aminokwasy

W literaturze nieraz mozna spotkac si¢ z okreslonymi ilo§ciami zapotrzebowania na biatko.
Warto jednak zaznaczy¢, ze wazna jest nie sama ilo$¢ przyjmowanego biatka, ale bardziej jego profil
aminokwasowy. Podawane warto$ci biatka s zazwyczaj niejako uproszczonym narzedziem,
pomagajacym w bilansowaniu diet (Kurosad i Kungi 2013). Produkty pochodzenia zwierzgcego sa
bardziej bogate w biatko niz produkty roslinne. Wynika to z wartosci biologicznej biatka, czyli
stopnia pokrycia zapotrzebowania na poszczegdlne aminokwasow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
aminokwasow ograniczajacych (lizyna, tryptofan, metionina). Bialka pochodzenia zwierzgcego maja
z reguly wyzsza warto$¢ biologiczna niz biatka ro$linne. Stad biatka zwierzgce nazywane sa
petnowarto§ciowymi, a ro$linne - niepelnowartosciowymi. Wzorcem najwigkszej wartosci
biologicznej biatka dla pséw 1 kotow jest biatko jaja kurzego. Wyjatkiem od reguty
petnowarto$ciowosci bialek zwierzecych jest zelatyna - nie pokrywa ona w catosci zapotrzebowania
na tryptofan (ibidem). Czysto teoretycznie, znajac doktadne profile aminokwasowe réznych biatek
roslinnych, utworzenie z nich petnowartosciowej diety zdaje si¢ mozliwe. Wtedy wymaga to jednak
fachowej wiedzy i odpowiedniego naktadu pracy ze strony osoby wprowadzajacej takg dietg¢ swojemu
zwierzeciu. Jedng z popularniejszych metod konstruowania roslinnych dawek pokarmowych dla
psow jest taczenie kilku roslinnych zrodet biatka. Za przyktad czesto podaje si¢ taczenie np. soi
i kukurydzy, ktore ze wzgledu na swoje rdézne zawartoSci aminokwaséw, moga lepiej pokry¢
zapotrzebowanie bialkowe niz zastosowanie np. samej soi. Jest to tez czgsto wykorzystywane
w gotowych karmach wegetarianskich do kupienia (Jank i Wilczak 2013). Biorac pod uwage
powyzsze, monoproteinowy styl zywienia, zakladajacy podawanie biatka jedynie z jednego zrodta,
jest niezalecany w dietach bezmigsnych dla zwierzat. Termin “warto$ci biologicznej biatka” jest
naturalnie powigzany ze strawnos$cia pokarmu. Sama zawarto§¢ aminokwasowa danego biatka nie
stanowi o jego realnej warto$ciowosci. Nalezy znaé jeszcze strawnos¢ danego surowca, by ocenié
jego biodostepnos¢ (czyli ile % z niego zwierzg jest w stanie przyswoi¢ w organizmie poprzez np.
wchianianie w trawieniu), a ile zostanie niestrawione i w efekcie - wydalone. Dodatkowo strawno$é¢
konkretnych substancji moze by¢ zmienna osobniczo i zalezna np. od stanu zdrowia zwierzecia,
przebytych przez niego chorob itd. Tak doktadnie wyliczenia dla kazdego osobnika nie zawsze jest
niemozliwe, dlatego przyjmuje si¢, ze to wyzszej jakosci surowce wystepujace w karmie sg najlepiej
strawne, a te gorszej jakosci - mniej strawne (Jank 2013). Wprowadzanie u zwierzat diet bezmiesnych
lub z jego ograniczong zawarto$cia (jak np. pollo-, semi-, pesco-, insektowegetarianka) powinno
odbywac si¢ z pelna $wiadomoscia procesdOw zachodzacych w organizmach zwierzgcych, ryzyka
niedoborow. Nalezy tu rowniez zwroci¢ uwage na ilos¢ pobieranego pokarmu, poniewaz produkty
ro$§linne moga mie¢ mniejsza smakowito$¢ dla psow i kotow i w zwigzku z tym zwierzgta te moga
nie pobiera¢ pokarmu w catos$ci, co nawet przy dobrze zbilansowanej diecie bedzie prowadzito do
niedoborow oraz do wolniejszego tempa wzrostu u mtodych zwierzat (Kurosad i Kungi 2013).
Szczegodlnie wazne jest dostarczanie aminokwasoéw egzogennych, ktore sa dostarczane do
organizméw kota i psa w diecie, w przeciwienstwie do aminokwaséw endogennych, ktoére sg
wytwarzane samoistnie przez te zwierzeta. (ibidem).

Tauryna

Szczegolnie wazne w diecie kota jest pokrycie bezwzglednego zapotrzebowania na tauryne,
ktora jest aminokwasem egzogennym u tych zwierzat. Psy takiego zapotrzebowania nie maja
i aminokwas ten wytwarzany jest wewnatrz jego organizmu. Tauryna ma istotng role organizmie kota
w kontekscie proceséOw trawiennych - taczy si¢ z kwasami zélciowymi w watrobie, powodujac
powstawanie ich soli, co jest wazne w kontekscie trawienia ttuszczow. Jest to jedyny aminokwas
spetniajacy te funkcj¢ u kota. U psa proces ten wspierany jest rowniez przez glicyne (ibidem). Tauryna
wzmacnia tez funkcjonowanie serca, siatkowki oka i1 wspiera kotk¢ w okresie rozrodu i wptywa na
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zdrowie jej mlodych. Ma wazng role¢ w rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego u milodych
zwierzat. W pozniejszych stadiach zycia jest rowniez niezbedna do prawidlowego przekaznictwa
impulsoéw nerwowych (ibidem). Najwigksza zawarto$¢ tauryny obecna jest w migsie ptakow, ryb czy
malych gryzoni, nieco mniejsze ilosci zauwazalne sga u duzych ssakow. W produktach roslinnych
stosunkowo duze stezenie tauryny odnotowano w algach. Poza nimi w ro$linach jest bardzo niskie
stezenie tego aminokwasu, co jest duza przeszkoda dla stosowania diet roslinnych u kotow.
Niedobory tauryny u kotow mogg prowadzi¢ do kardiomiopatii rozstrzeniowej (DCM) oraz
centralnego zwyrodnienia siatkowki (FCRD). U psow rzadziej spotyka si¢ skutki niedoborow
tauryny. Sa w stanie syntezowac ten aminokwas wewnetrznie przy udziale swoich prekursorow -
metioniny i cysteiny. Wtedy jest to zazwyczaj kardiomiopatia rozstrzeniowa, warunkowana
dodatkowo predyspozycjami genetycznymi danych ras do tej choroby oraz z innymi czynnikami
zewngtrznymi (ibidem).

Metionina i cysteina

Kolejnym niezwykle istotnym aminokwasem egzogennym jest metionina (prekursor
tauryny). Jej niedobér w psiej diecie moze prowadzi¢ do kardiomiopatii rozstrzeniowej (DCM).
Metionina jest rowniez aminokwasem ograniczajagcym zaréwno u psow, jak i u kotow. Metionina
i cysteina wptywaja na jako$¢ skory i okrywy wlosowej. Dodatkowo u kotow oba te aminokwasy
maja znaczenie przy produkcji felininy. W wielu produktach pochodzenia roslinnego (np. soja, zboza)
metionina wystepuje w bardzo matej ilosci. Zdecydowanie wigcej jest jej w biatkach pochodzenia
zwierzecego. Metionina i cysteina oddzialujg na zapotrzebowanie w tauryne (ibidem).

Arginina

Jej niedobor u psow w okresie wzrostu moze prowadzi¢ do zmgtnienia soczewki oka.
Zard6wno u psa, jak i u kota moga one prowadzi¢ do hiperamonemii, w wyniku ktérej moze nastapic
wzmozone §linienie, wymioty, skurcze i porazenia, a w ekstremalnych przypadkach - nawet §mier¢.
Szczegodlnie wrazliwe na niedobory argininy sa koty. Szkodliwe skutki niedoboru tego aminokwasu
moga by¢ widoczne juz w kilka godzin po spozyciu positku bez argininy. Postepujg szybko i sg
niezwykle niebezpieczne. Wiasciwy poziom argininy u kotow jest wazny, poniewaz bez argininy koty
nie sg w stanie syntezowac ornityny - aminokwasu istotnego w cyklu mocznikowym. (ibidem).

Lizyna

Lizyna jest aminokwasem ograniczajagcym u psow. W kontekscie diet wegetariafiskich oraz
niskobiatkowych suszonych dostarczanie jej z pozywienia jest bardzo ograniczone ze wzgledu na
specyfike przygotowywania takich karm. Podczas suszenia i ogrzewania np. ziaren zbdz wystgpuje

reakcja, ktora catkowicie uniemozliwia lub zmniejsza mozliwos¢ wykorzystania lizyny w organizmie.
Dlatego w takich przypadkach zaleca si¢ dodatkowe uzupetnianie lizyny (ibidem).

Tryptofan

Tryptofan jest istotnym aminokwasem majacym wptyw na prawidtowe funkcjonowanie
neuroprzekaznikéw (ibidem). Wptywa on pozytywnie na procesy poznawcze i zachowania
behawioralne. U psoéw zwigksza si¢ jego ilos¢, by wspomdc terapie behawioralng w zaburzeniach
powiazanych z neurologia, w wyniku ktérych pies wykazuje nadmierng agresje. Dodatkowo czesto
zaleca si¢ stosowanie diet z wyzsza zawartos$cia tryptofanu, gdy pies boryka si¢ z problemem fobii
dzwigkowych (Levine 2016). Wazna jest zalezno$§¢ tryptofanu i niacyny. U psoéw wystgpuje
mechanizm, ktéry minimalizuje ryzyko niedoboru tego aminokwasu poprzez syntezowanie go
z witaminy B3. Koty niestety nie posiadaja takiej zdolnosci, w zwiazku z powyzszym w ich diecie
nalezy kontrolowac i tryptofan, i niacyne (Kurosad, Kungi 2013).

Fenyloalanina i tyrozyna

Fenyloalanina i tyrozyna jest istotna gtownie dla pséw i kotow o czarnym kolorze wlosa.
Maja one wigksze zapotrzebowanie na te aminokwasy niz zwierzeta tych samych gatunkow, ale
0 innych umaszczeniach. Niedobory tych aminokwas6w moga powodowac tzw. zespot czerwonego
wlosa oraz neuropatie czuciowe (ibidem).
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4.2 Tluszcze

Tluszcze stanowia gldwne zrodlo energii w diecie psow i kotow. Dodatkowo zwigkszaja
smakowito$¢ pobieranych pokarméw. W kontekscie diet roslinnych szczegdlnie wazne sa kwasy
linolowy (LA) i arachidonowy (AA). To wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Poza tym, Ze sa one
zrodtem, energii, to rowniez maja wplyw na prawidlowe syntezowanie rdznych zwiazkow
W organizmie, sg sktadnikami blon komorkowych (arachidonowy) oraz - co najwazniejsze -
warunkuja prawidtowe funkcjonowanie skory. Jest to wazne nie tyle ze wzgledow estetycznych,
a bardziej na funkcjonowanie catego organizmu. Skora jest najwickszym narzadem ciala, ktérego
funkcjg jest m.in. ochrona reszty organizmu przed szkodliwymi drobnoustrojami. Zaburzenie jej
funkcjonowania w wyniku nieodpowiedniej ilosci kwasdéw tluszczowych powoduje zwigkszenie
wrazliwosci na alergeny w wyniku zmniejszenia ogdlnej odpornosci skéry (ibidem). Zrodtami kwasu
linolowego sa gldwnie oleje roslinne. Pies ma w swoich organizmie mechanizm pozwalajacy dobrze
syntezowa¢ kwas arachidonowy z kwasu linolowego, czego niestety brakuje u kotow. W zwiazku
z powyzszym kwas arachidonowy okresla si¢ jako warunkowo egzogenny oraz okre$lane jest na
niego bezwzgledne zapotrzebowanie. Nalezy wige dostarcza¢ go zawsze z dieta. A z kolei zrodtem
kwasu arachidonowego w najwigkszym stopniu jest migso. (ibidem)

4.3 Zelazo

Gtowny zrodlem zelaza z pozywienia (tzw. zelazo w postaci nieorganicznej, nichemowej)
sg produkty migsne, maczki migsne i kostne, ale takze produkty weglowodanowe, jak np. ziarna zboz.
Czestym komponentem bezmigsnych diet dla psow jest soja. Uwaza sig, ze moze mie¢ ona negatywne
dzialanie na absorpcj¢ zelaza z organizmu. Niedobor zelaza u zwierzat, podobnie jak u ludzi,
prowadzi do niedokrwistosci. Jej objawami sg czgsto: ostabienie organizmu, apatia, biegunki itd.
Zelazo w organizmie zwierzat obecne jest rowniez w formie ferrytyny i hemosyderyny, totez u pséw
zywionych dieta wegetarianska zaleca si¢ badanie ich stezen w organizmie (ibidem).

4.4 Witaminy
Witamina A

Witamina A jest rozpuszczalna w thuszczach. Jej najbogatszym zrodlem sa tkanki roslinne,
jednak mozna ja rowniez dostarczac¢ z roslin. Wystepuja wtedy w formie roslinnych p-karotenow.
Aby méc wykorzysta¢ ich wlasciwosci, nalezy syntezowacé ten f-karoten w aktywng forme witaminy
A - retinol. Wérdd psow istnieje taki organizm, jednakze nie posiadaja go koty. Moga one jedynie
wchlania¢ B-karoten w jelitach, co nie jest rOwnie jego syntezie w aktywng form¢ witaminy A. Skutki
niedoboru witaminy A w organizmie zwierzat moga powodowa¢ réznorakie problemy z narzgdem
wzroku, oddychaniem czy procesami rozrodczymi (Kurosad i Kungi 2013; Jank i Wilczak 2013).

Niacyna (witamina B3)

Psy posiadajg mechanizm syntezowania niacyny z tryptofanu, co pomaga tagodzi¢ objawy
niedoboru tej witaminy, jednakze nie pokryja dziennego zapotrzebowania na ten sktadnik. Natomiast
koty nie posiadaja takiego mechanizmu, dlatego w przypadku kotéw okre§la sie¢ wymagane
zapotrzebowanie na witaming B3 (witamina PP), dostarczane w diecie. W skrajnych przypadkach
niedobor tejze witaminy moze prowadzi¢ nawet do $mierci. Bardziej powszechne objawy to np.:
zapalenia skory, biegunki, spadek apetytu, pelagra, problemy z uktadem nerwowym i rdzeniem
kregowym i inne. Zrédlami niacyny sa produkty pochodzenia zwierzecego, ryby oraz produkty
ro§linne takie jak np. drozdze, zboza czy rosliny straczkowe. Jednakze biodostgpnos¢ niacyny
W produktach roslinnych jest stosunkowo niska. Wiec z racji, ze koty musza otrzymywac niacyne
Z pozywienia (poniewaz nie s3 w stanie syntezowac jej z tryptofanu jak psy), niewskazane jest
karmienie kotow dieta roslinng. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze niedobor witaminy B3 nie nalezy do
czgsto wystepujacych (Kurosad, i Kungi 2013).

Kwas foliowy (witamina B9)

Kwas foliowy wspiera proces rozwoju i rozmnazania komérek w organizmie zwierzat.
Bierze udzial w syntezie roznych substancji. Ma znaczenie przy wspieraniu dzialania
neuroprzekaznikow. Jest obecny przy wchtanianiu zelaza. Jego glownym Zrodlem sa tkanki zwierzgce
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(np. watroba), ale moze by¢ dostarczany takze z niektérymi warzywami. Obrobka termiczna moze
obniza¢ jego biodostepnos¢, dlatego nalezy zwraca¢ na to uwage przy sporzadzaniu receptur dawek
pokarmowych. Witamina B9 Musi by¢ codziennie dostarczana w diecie, gdyz nie jest magazynowany
w organizmie pséw i kotow. Niedobory kwasu foliowego moga prowadzi¢ do niedokrwistosci,
zaburzen apetytu, ogolne ostabienie odpornosci organizmu (ibidem).

Kobalamina (witamina B12)

Kobalamina jest istotna dla proceséw metabolicznych w organizmie. Bierze udziat
w syntezie metioniny. Dodatkowo jest $ciSle powigzana z kwasem foliowym (witamina B9).
Niedobdr kobalaminy réwniez moze powodowa¢ m.in. niedokrwisto$¢ megaloblastyczng. Jednakze
niedobdr witaminy B12 jest rzadko spotykany. Narazone sa na niego gldwnie zwierzeta na dietach
bezmigsnych, poniewaz pokarmy roslinne sa ubogie w kobalaming (ibidem).

5. Mozliwe nastepstwa diet bezmiesnych

Zle zbilansowana dieta roslinna prowadzi do wielu probleméw zdrowotnych. Najczestszym
wyzwaniem takich diet jest zbilansowanie wartosci wielu wyzej wymienionych substancji
W organizmie kota. Jak nadmieniono wyzej, jego organizm zawiera o wiele mniej mechanizméw
fizjologicznych, pozwalajacych pokry¢ zapotrzebowanie na wszystkie wymagane sktadniki
pokarmowe. U kota dieta ro$linna jest niebezpieczna i niezalecana. Moze prowadzi¢ m.in. do:
zaburzen rozrodu, obnizenia odpornosci, nadmiernego ztuszczania skory, centralnego zwyrodnienia
siatkowki, hiperamonemii, zaémy, kardiomiopatii rozstrzeniowej (wtérna kardiomiopatia
zywieniowa), a w wyniku nastepstw tych chorob - do $mierci. (Kurosad i Kungi 2013; Sapierzynski
2013).

U psow istnieje wigcej mozliwosci wprowadzenia diet z wicksza ilo$cia roslin, a mniejsza
iloscia miegsa. Jednak nieprawidlowe skomponowanie dawki zywieniowej tego typu roéwniez
obarczone jest ryzykiem probleméw zdrowotnych. Sg to m.in. zaburzenia rozrodu, pogorszenie
jakosci skoéry i wlosa, choroby skory, wspomniana wcze$niej, zmg¢tnienie soczewki oka,
hiperamonemia oraz kardiomiopatia. DCM nie jest to czgstym zjawiskiem u pséw. A przynajmniej
nie z powodu czynnika zywieniowego. Najczesciej do tego schorzenia przyczyniaja si¢ gtownie
czynniki genetyczne, chociaz dieta rOwniez ma w tym przypadku znaczenie (Kurosad i Kungi 2013;
Kurosad 2013; Jank i Wilczak 2013).

6. Diety roSlinne lub o wysokiej zawartosci weglowodanéw w leczeniu niektoérych
schorzen

W niektorych przypadkach chorobowych, po konsultacji z lekarzem weterynarii,
wprowadzenie diety roslinnej moze mie¢ pozytywne efekty zdrowotne. Do takich schorzen u psow
nalezg: kamice drég moczowych, choroby watroby (krazenie wrotno-oboczne, encefalopatia
watrobowa), alergie pokarmowe, niektore enteropatie (Kurosad i Kungi 2013; Jank i Wilczak 2013).
W okreslonych przypadkach zaburzen behawioralnych stosowanie diety o niskiej zawartosci biatka
oraz wysokiej zawartosci weglowodanow moze przynies¢ pozytywne skutki obok terapii
behawioralnej. Przyktadem sa niektore rodzaje fobii dzwickowych u psow (Levine 2016),

Z kolei u kotow niezalecane jest wprowadzanie diety w catosci roslinnej. Jedynie mozna
wskaza¢ schorzenia, gdzie korzystne moze by¢ zwigkszenie ilosci przyjmowanych pokarmow
ro§linnych. A s3 to m.in.: cukrzyca, choroby jelita grubego, hiperlipidemia czy koty po kastracji, otyle
lub z nadwagg w celu zwiekszenia poczucia sytosci. W wymienionych przypadkach udziat widkna
powinien maksymalnie wynosi¢ ok 15%, jednakze kazdy przypadek powinien by¢ osobno
rozpatrzony przez lekarza weterynarii (Kurosad 2013).

7. Podsumowanie i wnioski

Przystosowania do diety psow i kotow bardzo rdznig si¢ mi¢gdzy soba. Pies ma zdecydowanie
mechanizmoéw adaptacyjnych do diety z duza ilo$cig ro$lin i pod pewnymi wzgledami jest mozliwe
wprowadzenie u niego diety wegetarianskiej, np w odmianie semiwegetarianizmu oraz stosujac
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réznego rodzaju dodatki zywieniowe, w tym suplementy. Natomiast stosowanie tego typu modelu
zywienia u kotow jest niemozliwe. Niekonwencjonalne diety powinny by¢ wprowadzone za zgoda
lekarza weterynarii i pod jego kontrola. Nalezy zbilansowa¢ wiele wymienionych w tej pracy
sktadnikéw pokarmowych i innych elementow zdrowej diety. W celu kontrolowania stanu zdrowia
warto regularnie bada¢ swoje zwierz¢ pod katem m.in. poziomu zelaza, ferrytyny, hemosyderyny,
witaminy A, taurnyny, kwasy arachidonowego i sodu (Kurosad i Kungi 2013; Kurosad 2013; Jank
i Wilczak 2013).
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Streszczenie

Najbardziej popularnym podziatem ras pséw ze wzgledu na ich filogenetyke oraz
uzytkowo$§¢ jest ten zaproponowany przez Miedzynarodowa Federacje Kynologiczng FCI
(Fédération Cynologique Internationale). Wyrdznia ona 10 grup ras psow.

W sktad I Grupy FCI, nazwanej: “Owczarki i inne psy pasterskie, z wylgczeniem
szwajcarskich psow do bydia”, wchodzi ponad 50 réznych ras psoéw (doktadnie jest ich 55). Grupe |
mozna podzieli¢ na dwie sekcje. Pierwsza z nich to owczarki. I to wlasnie psy z tej sekcji beda
przedmiotem niniejszej pracy. Druga sekcje stanowig “Psy pasterskie, z wylaczeniem szwajcarskich
psow do bydta”.

W naszym kraju najwigksza organizacja nalezaca do FCI jest Zwigzek Kynologiczny
w Polsce (ZKwP). Ma on ogromna rol¢ w popularyzowaniu wzordéw rasowych okreslonych przez FCI
(o czym $wiadczy chociazby przettumaczenie tych wymogow na jezyk polski czy organizowanie
wystaw psow rasowych zgodnie z w/w wzorcami). ZKwP prowadzi rowniez statystyki, ktore
pozwalaja okresli¢ liczebno$¢ poszczegdlnych ras pséw w Polsce.

Niniejsza praca ma na celu analize pogltowia wybranych ras pséw pasterskich w Polsce
W minionych latach oraz ukazanie roznych gloséw w dyskusji na temat hodowli tych zwierzat.

1. Wstep

Grupa 1 FCI, tj. “Owczarki i inne psy pasterskie, z wylqczeniem szwajcarskich psow do
bydta”, jest niezwykle zréznicowanym zbiorem ras psow pasterskich. Mozna tu znalez¢ psy zaréwno
o stosunkowo niskiej wysokos$ci w kiebie (jak np. u rasy Welsh Corgi Cardigan - ok. 30 cm), jak i 0
wigkszych rozmiarach (np. Polski Owczarek Podhalanski - ok. 65 cm). Sg owczarki o dlugiej, gestej
i 1$nigcej okrywie wlosowej (jak np. Owczarek szkocki dlugowlosy), jak réwniez takie o krotkiej
siersci (np. jak np. u Owczarka Belgijskiego - Malinois), czy nawet o szorstkiej siersci, zwijajacej si¢
w sznury (np. Owczarek Wegierski Puli).

Tak ogromne zréznicowanie wsrod ras tej grupy wynika z réznych rodzajéow uzytkowosci
psa pasterskiego. Mozna wyr6zni¢ dwa gtowne rodzaje pierwotnej uzytkowosci owczarkdéw: 1)
obronna - stroze stada, jak np. Polski Owczarek Podhalanski; 2) zaganiajgca - pilnowanie, by
zwierzeta nie oddalaty sie z pastwiska, jak np. Polski Owczarek Nizinny (Monkiewicz i Wajdzik
2003). Obecnie psy pasterskie sg niemal wszechstronnie uzytkowane. Wiele z nich juz we wzorcu
rasowym ma uszczegoétowiong charakterystyke uzytkowania, jak np. Wilczak Czechostowacki, gdzie
okreslono go jako psa stuzbowego, czy Owczarek Szetlandzki, kwalifikowany jako pies zardwno
pasterski, jak i do towarzystwa.

2. Material i metody

Celem pracy bylo okre§lenie zmian w populacjach zaréwno poszczegodlnych ras psoOw
owczarskich (Polski Owczarek Podhalanski, Border Collie, Polski Owczarek Nizinny oraz Owczarek
Belgijski - Malinois), jak i w ogdlnej populacji psow pasterskich (grupa 1 FCI). Poréwnano réznice
w ogolnej liczebnosci osobnikow w danej grupie (badz rasie) oraz struktur¢ pogtowia (ilo§¢ samcow
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i samic), jak i liczbe nowonarodzonych szczenigt na przestrzeni 11 lat. Metoda zastosowang w
badaniu byla analiza porownawcza danych zgromadzonych przez Zwigzek Kynologiczny w Polsce,
ujetych w sprawozdaniach hodowlanych za lata 2012-2022. Przeprowadzong analiz¢ obrazuja
sporzadzone na potrzeby niniejszej pracy wykresy oraz tabele.

3. Wyniki

Wedtug statystyk prowadzonych przez Zwiazek Kynologiczny w Polsce, liczebnos¢ Grupy
1 w FCI wynosita w Polsce w 2018 roku 13 010 osobnikéw, w 2019 r. - 13 794 osobnikow, w 2020
r. - 14 740 osobnikdéw, w 2021 r. - 17 156 osobnikow, a w 2022 r. - 18 310 osobnikow (Tab.1). Na
drodze analizy ustalono, ze liczebnos¢ populacji owczarkéw w Polsce w ciggu ostatnich lat zwicksza
si¢. Jednakze w poréwnaniu do osobnikéw wszystkich innych grup FCI, udziat procentowy Grupy 1
w ogoélnej liczebno$ci wszystkich zarejestrowanych rasowych psow w Polsce pozostaje niemal na
réwnym poziomie, wynoszacym ok. 17-18% (Tab.1).

Tab. 1. Liczebno$¢ i stosunek procentowy psow ras Grupy 1 FCI w stosunku do do reszty grup FCI
oraz cato$ci populacji psow rasowych zarejestrowanych w ZKwP w latach 2018-2022.

Rok Osobniki ogotem, w tym:
Grupa | FCI Reszta Grup FCI
75 556
2018
13010 13010
% 17,20% 82,20%
76 373
2019
13794 62 579
% 18,10% 81,90%
83 043
2020
14740 68303
% 17,70% 82,30%
95 776
2021
17156 78620
% 17,90% 82,10%
102 683
2022
18310 84373
% 17,80% 82,20%

Polski Owczarek Podhalanski (wzorzec FCI nr 252) jest psem duzych rozmiarow. Jego
uzytkowoscig jest bycie psem pasterzem-strozem stada. Jest “wizytdéwka” polskich gor.

Na Rys.1-3 przedstawiono liczebnosci osobnikow tej rasy na przestrzeni minionej dekady.
Na wykresie (Rys.1) zobrazowano zmiane w proporcjach ilosci samcéw do samic wraz z uptywem
czasu: w 2012 roku odnotowano niemal tyle samo osobnikow meskich i zefiskich, a w 2022 roku
zaobserwowano zdecydowang przewagg ilosci Suk. Na kolejnym wykresie (Rys.2) poréwnano liczbe
miotow tej rasy. Zauwazono tendencj¢ wzrostowa w ilosci miotéw, jednak w 2019 roku odnotowano
obnizenie tej liczby, a w roku nastgpnym (2020 r.) nastgpuje nagle zwigkszenie liczby miotow. Dane
te sg zgodne z nastepnym wykresem (Rys.3) obrazujacym liczbg zarejestrowanych szczeniagt z
podziatem na pte¢ noworodkow. Zaobserwowano poczatkowy wzrost liczebnosci szczeniat od 2012
do 2018 roku, nastepnie regres w latach 2018 1 2019, po czym gwaltowny wzrost tejze liczebnosci.
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Ostatecznie w roku 2022 zaobserwowano niemal dwukrotne zwigkszenie liczby szczenigt w
poréwnaniu do roku 2012.

Border Collie (wzorzec FCI nr 297) jest bardzo popularnym psem pasterskim. Jego
pierwotng uzytkowoscia jest zaganianie owiec. Rasa ta wyrdznia si¢ wysoka inteligencja uzytkowa
(Coren 1997). Border Collie jest popularnym psem na wielu zawodach sportowych, jak np. zaganianie
zwierzat na czas czy agility. Coren opisuje tez specyficzny sposdb zaganiania stada owiec przez t¢
ras¢, porownujac ten cykl fowiecki do polowania watahy wilkow. Twierdzi on, ze jeden owczarek
Border Collie jest w stanie samodzielnie wypekic¢ rolg kilku pséw pasterskich jednocze$nie,
powtarzajac charakterystyczna sekwencj¢ towiecka (ibidem).
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Rys.3. Rozktad piciowy urodzonych szczeniat rasy Polski Owczarek Podhalanski w latach 2012-
2022.
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Rys.5. Tlo$¢ miotow rasy Border Collie w latach ~ Rys.6. Rozktad ptciowy urodzonych szczeniat
2012-2022. rasy Border Collie w latach 2012-2022.

Na przestrzeni lat 2012 - 2022 odnotowano stopniowy i konsekwentny wzrost liczebnosci
osobnikow rasy Border Collie w Polsce (Rys.4-6). Podczas gdy ogolna liczba osobnikow tej rasy
wzrosta niemal czterokrotnie w latach 2012-2022, tak liczby miotéw i szczenigt wzrosty ponad
pieciokrotnie (Rys.5-6). W efekcie w 2012 roku zarejestrowanych byto w sumie 620 osobnikow (280
psow i 340 samic), a 11 lat p6ézniej odnotowano az 2467 osobnikdw (w tym 885 samcow i 1582
samic). Na wykresie (Rys.6) zobrazowano rozktad plciowy szczenigt urodzonych w danych latach.
W poréwnaniu z podobnym rozktadem osobnikéw dorostych (Rys.4), proporcje migdzy psami
a sukami w pokoleniu szczenigt sg bardziej rownomierne.

Polski Owczarek Nizinny (wzorzec FCI nr 251) uzytkowo zakwalifikowany jest zarowno
jako pies pasterski, jak i strozujacy. Rasa ta osiaga Srednig wysokos$¢ w kigbie (ok. 42 cm), a jej gesta
i zmierzwiona okrywa wtosowa nadaje charakterystycznego wygladu. Dzi§ psy tej rasy spelniaja
rowniez funkcje psow do towarzystwa.

Na wykresach obrazujacych strukture pogtowia Polskiego Owczarka Nizinnego (Rys.7-9)
odnotowano wzglednie statg liczebnos¢ tejze rasy. Ukazano rowniez wyréwnane proporcje miedzy
osobnikami meskimi i zenskimi (Rys.7). Na wykresie obrazujacym ilo§¢ miotéw w danych latach
(Rys.8) réwniez pokazano wzglednie statg wartos¢. Wyjatkiem jest rok w 2021, w ktérym to liczba
miotéw osigga wyraznie wyzszy wynik niz w pozostatych latach (liczba miotow w 2021 roku - 44).
Jest to w spojnosci z liczbg urodzonych szczenigt (Rys.9) w tym roku. Urodzito si¢ najwiecej
osobnikéw w przedziale lat 2012-2022. Bylo ich doktadnie 231 szczeniat z czego 118 to psy, a 113 —
suki. Na wykresie tym zobrazowano rowniez wyréwnang strukture populacji szczeniat rasy pod
wzgledem ilosci samcoéw do samic.

19|Strona



Przeglad badan — Cze$¢ 1

2 B — 2
3 , 7
sl = 5l A J2 2 s| o
1 3 2 2 3
2
1 8l 3| 13 5] [Y I3 44
H |7 5 2 |
of 4 W = 32 31 31 5
2 B ] ] —
L 1
0 £ O O Y A O 4 A Y I .
1 15| |5 s| |6
2 o Ll 14 12 A
I o1sf fg] |, ) s| |7
3 8 9
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 & & W&v & ,9»@ '\9\//\ w&% w&q & & W&m
Opsy Osuki
Rys.7. Rozklad ptciowy w populacji rasy Polski ~ Rys.8. Tlo$¢ miotéw rasy Polski Owczarek
Oweczarek Nizinny w latach 2012-2022. Nizinny w latach 2012-2022.
1
— 1 4
__ a = 3 __ 3 1
— 9
- 8 1 - 8
8 ol |7 |y 2
7| 8 B
8 6 3 = 7 i NNE
5 7 | | | ] < 1 ) 4 71 L M
L3 Y ] 1 sl |1 | | : 1 ; 1 6
- g | | 1 1 . 7 . 2 | 2 3
8 3 1 1
7 7| B 8 8 8| e . AL
5 3l 19 | [5] lo| |5 7 il 7] |[* ol |8 |[*
1 1 8 6
7 4 9 il [af I3 of |7
S N 1 N O 11 14 71 A I 1
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Opsy Osuki Opsy Osuki

Rys.9. Rozktlad piciowy urodzonych szczeniat Rys.10. Rozktad piciowy w populacji rasy
rasy Polski Owczarek Nizinny w latach 2012- Owczarek Belgijski — Malinois w latach 2012-2022.
2022.

Oweczarek Belgijski - Malinois (wzorzec FCI nr 15) jest rasg poczatkowo wykorzystywang
jako pasterska, jednakze teraz uznawany jest za psa o wszechstronnej uzytkowosci - jako obrofca,
str6z, pies policyjny (tropiciel) a nawet pies rodzinny. W zwigzku z niezwykle ciekawa
i skomplikowang historig tej rasy, wyrdznia si¢ jej kilka odmian: Malinois, Groenendael, Laekenois,
Tervueren. Na potrzeby tejze pracy do analizy zostal wybrany Owczarek Belgijski - Malinois.

Sylwetka tego psa powinna mie¢ harmonijng budowe i zamykac si¢ w obrebie kwadratu.
Wysokos¢ w kiebie powinna osiagac ok. 60 cm. Ta odmiana rasy charakteryzuje si¢ krotka sierécia.

W analizie poglowia tejze rasy (Rys.10-12) wykazano tendencj¢ wzrostowa w liczebnosci
populacji. Jednakze to, co wyrdznia wykres liczebno$ci Owczarka Belgijskiego na przestrzeni lat
2012-2022 (Rys.10) od wykresow psow innych ras (Rys.1; Rys.4), to relatywnie wyréwnana struktura
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poglowia pod wzgledem liczebnosci psow do suk. Podczas analizy liczby miotow (Rys.11) réwniez
zauwazono ogolng tendencje wzrostowa. Podobnie jak u Polskiego Owczarka Nizinnego, w roku
2021 odnotowano definitywnie wigkszg ilo$¢ miotow niz innych latach. Odnotowano wowczas az 56
miotow. Na wykresie ukazujacym liczbe urodzonych szczeniat na przestrzeni lat (Rys.12) rowniez
zobrazowano najwigksza osiggnieta warto$¢ w roku 2021 - wtedy urodzito si¢ az 431 szczeniat,
Z czego 222 to psy, a 209 to suki.
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Rys.11. Tlo$¢ miotow rasy Owczarek Rys.12. Rozktad ptciowy urodzonych szczeniat rasy
Belgijski - Malinois w latach 2012-2022. Owczarek Belgijski - Malinois w latach 2012-2022.
4. Dyskusja

W celu poréwnania liczebnoéci wyzej opisanych ras i struktury ich pogtowia, przygotowano
ogoblne zestawienie analizowanych danych. Obliczono, ze liczebnos¢ osobnikéw poszczegdlnych
rasach wzrastata kolejno: Polski Owczarek Podhalanski - ponad dwukrotnie (=2,28), Border Collie -
prawie czterokrotnie (=3,98), Polski Owczarek Nizinny - tutaj liczebno$¢ osobnikow w rasie byta
niemal jednakowa w ciagu tych 10 lat (2012 r. - 437 osobnikow; 2022 r. - 454 osobnikow), Owczarek
Belgijski - Malinois — wzrost czterokrotny (=4, 51). Powyzsze obliczenia oraz liczebno$¢ osobnikow
w poszczegolnych rasach zobrazowano na wykresie (Rys.13). Wykazano, ze ogolne populacje
w analizowanych rasach cechuje tendencja wzrostowa. Najwiekszy wzrost w liczebno$ci osobnikow
w latach 2012-2022 odnotowano w rasie Border Collie. Od roku 2018 liczebno$¢ rasy gwattownie
wzrasta ($rednio o ok. 300-400 osobnikéw na rok). Sredni roczny przyrost osobnikéw rasy Border
Collie jest niemal rowny calo$ci populacji rasy Polski Owczarek Nizinny w 2022 roku (454 osobniki).
Zauwazono rowniez wzrost liczebnos$ci rasy Polski Owczarek Podhalanskie w latach 2019-2020,
a w dwoch kolejnych latach (2020-2022) - nieznaczny spadek. Odnotowano takze wzrost liczebnosci
w rasie Owczarek Belgijski-Malinois. Jego ogdlny przyrost na przestrzeni tych 11 lat byt stosunkowo
najwiekszy. Jednakze krzywa wzrostu liczebnosci tej rasy nie jest tak zroznicowana, jak w przypadku
owczarka Border Collie, gdzie juz poczatkowa ilo$¢ osobnikow (w 2012 roku) byta o wiele wigksza.
Na Rys.14 umieszczono poréwnanie liczby miotow u poszczegdlnych ras psow. Co ciekawe, mozna
zauwazy¢ podobna liczb¢ miotow w 2012 roku w rasie Polski Owczarek Podhalanski i Border Collie,
jednakze w ciagu tych 11 lat juz bardzo mocno zréznicowala si¢ liczba miotow w tych samych rasach.
W rasie Border Collie odnotowano w 2022 roku az 300 miotdéw (co nie jest najwyzszym wynikiem
w liczbie miotow tej rasy - osiggnieto go w 2021 roku, gdy zarejestrowano 307 miotéw), podczas gdy
u Polskiego Owczarka Podhalanskiego odnotowano w 2022 roku 94 mioty (najwyzszy wynik w 2020
roku - 142 mioty). Zgodnie z uprzednimi danymi, odnotowano rowniez stosunkowo duzy wzrost
liczebnos$ci miotow w rasie Owczarek Belgijski - Malinois. Natomiast w rasie Polski Owczarek
Nizinny w 2022 roku, stanowigcym ostatni rok niniejszej analizy, zanotowano 29 mioty, co stanowi
nizszg warto$¢ niz liczba miotow w pierwszym roku badania Jest to jedyny taki przypadek
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w porownywanych rasach. Nalezy nadmieni¢, ze nie oznacza to tendencji spadkowej w liczbie
miotow tej rasy. Jak wykazano na wykresie (Rys.14) jest to raczej wyrownana warto$¢ przez ostatnie
11 lat. Nastepne zestawienie (Rys.15) obrazuje ilo$¢ urodzonych szczeniat danej rasy w latach 2012-
2022. Dane w niej przedstawione sa spojne z poprzednimi wykresami. Potwierdzono nastepujace
tezy: stabilnosci w liczebnosci rasy Polski Owczarek Nizinny, ponadprzecietny przyrost osobnikow
rasy Border Collie, umiarkowany wzrost liczebnos$ci szczeniat rasy Owczarek Belgijski-Malinois
oraz stopniowo wzrastajacg liczbe szczeniat rasy Polski Owczarek Podhalanski z zastrzezeniem, ze
w latach 2018-2019 odnotowano spadek liczny urodzonych szczeniat.

----- Polski
Owczarek
Podhalans
ki

Border
Collie

Owczarek
Nzinny

— Owczarek
Belgijski -
Malinois

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Rys.13. Laczne zestawienie liczebnos$ci ras Polski Owczarek Podhalanski, Border Collie, Polski
Oweczarek Nizinny oraz Owczarek Belgijski — Malinois w Polsce w latach 2012-2022.
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Podhalariski
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Malinois

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Rys.14. Laczne zestawienie ilosci miotow w rasach: Polski Owczarek Podhalanski, Border Collie,
Polski Owczarek Nizinny oraz Owczarek Belgijski — Malinois w Polsce w latach 2012-2022.
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Rys.15. Laczne zestawienie liczby szczenigt urodzonych w rasach: Polski Owczarek Podhalanski,
Border Collie, Polski Owczarek Nizinny oraz Owczarek Belgijski — Malinois w Polsce w latach 2012-
2022.

5. Whioski

Szczegdtowa analiza danych zebranych w sprawozdaniach hodowlanych Zwigzku
Kynologicznego w Polsce wykazala duze zrdéznicowanie struktury poglowia poszczegdlnych ras
psOw pasterskich. W ciggu minionych 11 lat odnotowano og6lny przyrost osobnikéw nalezacych do
Grupy I FCI. Jednakze nieustannie stanowig one okoto 18% ogolnej liczby wszystkich pséow FCI
w Polsce. W 2022 roku Grupa | FCI w Polsce stanowita niemal najwiekszg spo$rdd wszystkich grup
FCI (byto ich 18 310 osobnikow). Przewyzszala ja liczebnoscig jedynie Grupa 1X -”Psy ozdobne i do
towarzystwa” (wowczas 20 205 osobnikow).

Wykazano znaczne roznice w wielkosci przyrostu poszczegdlnych ras psow. Wsrod
porownywanych w niniejszej pracy ras psOw najwickszy wzrost liczebno$ci zar6wno osobnikoéw
meskich, zenskich (ogoétem), liczby miotow i liczby urodzonych i zarejestrowanych szczenigt
odnotowano w rasie Border Collie. Z kolei najbardziej jednorodny przyrost wykazano w rasie Polski
Owczarek Nizinny.

Na zréznicowanie w strukturach poglowia poszczegdlnych ras Grupy I FCI moze mieé
wplyw fakt, Ze psy owczarskie nie s3 juz uzytkowane tylko jako psy pasterskie zaganiajace. Uzytkuje
si¢ je takze w wielu innych kierunkach, jako np. psy sportowe (Border Collie w agility czy Sheepdog
Trials), psy stuzbowe (Owczarek Belgijski- Malinois w K9, ale takze i GOPR; Owczarek Niemiecki
jako przyktad innej rasy psa stuzbowego), psy strézujace (Owczarek Niemiecki krotko- i dlugowtosy
— kolejne z zastosowan tejze rasy) czy po prostu psy do towarzystwa (jak np. Welsh Corgi Cardigan
czy Welsh Corgi Pembroke).
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Streszczenie

Coraz wigksza liczba wtascicieli zwierzat interesuje si¢ treningiem swoich podopiecznych.
Istnieja rézne metody treningowe ale za najbardziej efektywna uwazane jest pozytywne wzmocnienie.
Do tego rodzaju treningu zalicza si¢ trening klikerowy. Dzieki temu rodzajowi treningu mozna
osiggnaé wiele pozytywnych efektow, np. wzmocnienie wig¢zi opiekun-zwierze, tagodzenie stresu
zwierzgcia oraz wzmocnienie ukladu neurologicznego zwierzgeia. Aby trening klikerowy byt
efektywny, podczas kazdego kliknigcia musi pojawi¢ sie nagroda, najlepiej w postaci jedzenia.

Trening klikerowy kury zostat przeprowadzony, aby oceni¢ szybko$¢ nauki komendy przez
kury w dwoch grupach wiekowych. Po przeanalizowaniu wynikéw mozna stwierdzié, ze starsze kury
uczg si¢ znacznie szybciej, niz mtodsze. Natomiast w grupie mtodszych kur zaobserwowano mniejsza
motywacj¢ pokarmowa. Poréwnujac wyniki badan wilasnych z innymi autorami prowadzacymi
analiz¢ sposobu i czasu nauki jatdéwek stwierdzono, ze kury potrzebuja wigkszej ilosci powtdrzen,
aby nauczy¢ si¢ nowej komendy. Zestawiajac trening kur z treningiem makakow krolewskich,
wykazano, ze kury popelniaja znacznie mniej btedéw niz matpy.

1. Wstep

W 2020 r. organizacja WHO stwierdzilo, iz choroba wirusowa wywotana przez SARS-CoV-
2 stwarza migdzynarodowe zagrozenie zdrowia publicznego. Z tego powodu choroba ta osiggneta
status pandemii . Aby ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢ wirusa wzmocniono §rodki dystansowania
spotecznego (Dhama K. I in., 2020) . Skutkiem tych dziatan bylo zwickszenie liczby godzin
spedzanych w domach (2). Podczas badan prowadzonych w 2020r. wykazano, ze miesigce kwiecien
oraz maj byly okresem z najwyzszym wskaznikiem adopcji psow oraz kotow. Do badania
wykorzystano Google Trend, czyli ogdlnodostepne zrodto informacji, z ktorego mozna pozyskiwac
dane, ktore umozliwiaja analizy zachowan spoteczenstwa z zakresu poszukiwania informacji
w internecie (Cervellin G. 1in.,2017; Carneiro H. 2009; Mavragani A. 2018). Adopcja w tym terminie
niosta ze soba ryzyko nabycia przez pupila Igku separacyjnego. Wtasciciele przez wigkszos$¢ dnia
przebywali ze swoimi podopiecznymi w jednym miejscu, przez co zwierzeta podazaly za
cztowiekiem oraz otrzymywaty od niego uwage. Takie zachowania prowadzi¢ moga do powstania
leku separacyjnego u podopiecznego (Flannigan G., 2001). Aby tego uniknaé wlasciciele zwierzat
zainteresowali si¢ tematem treningu zwierzat towarzyszacych.

Trening psa opiera si¢ na warunkowaniu instrumentalnym, ktory jest §$wiadomosci istnienia
powigzania pomig¢dzy $wiadomym czynem, a jego skutkami. Charakter konsekwencji wplywa na
kolejne wystgpienia (Schroll S., 2019). Wyrdznia si¢ cztery mozliwe konsekwencje w treningu
opartym na warunkowaniu instrumentalnym (Ziv G., 2017).). Da si¢ wyr6zni¢ wzmocnienia oraz
kary- kazde z nich dzieli si¢ na pozytywne oraz negatywne. Pozytywne wzmocnienie polega na
prezentacji pozadanego bodzca zwierzgciu w postaci nagrody za dobre zachowanie. Negatywne
wzmocnienie polega na usunigciu nieprzyjemnego dla zwierzecia bodzca z jego otoczenia- dzigki
temu zmniejsza sie presj¢ wywierang na trenowanym. Pozytywna kara polega na podawaniu
zwierzgciu bodzca nieprzyjemnego dla niego jako konsekwencja jego czynéw. Kara negatywna
polega na zabieraniu zwierzeciu przyjemnego bodzca z jego otoczenia (Schroll S., 2019). Wykazano,
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iz metoda szkoleniowa, ktéra wykazuje najwigksza skuteczno$¢ jest metoda pozytywnego
wzmocnienia (Ziv G., 2017).

Pozytywne szkolenie zwierzat wplywa korzystnie na funkcjonowanie cztowieka oraz pupila.
Wspolne spedzanie czasu na ¢wiczeniach wptywa pozytywnie na poprawe oraz zacie$nienie relacji
pomiedzy wlascicielem, a jego podopiecznym. Motywowanie zwierzecia do pracy, myslenia jest
réwniez wykorzystywane w leczeniu zaburzen behawioralnych zwierzat domowych (Willson E.K.,
2017). Ponadto wzmocnienie pozytywne wptywa korzystnie na uktad neurologiczny oraz ztagodzenie
odczuwania stresu. Cwiczenia oparte na nagrodzie skutkuja liczniejszymi oraz bardziej efektywnymi
potaczeniami mi¢dzy neuronami w moézgu (Overhaul K.L., 2011). Wiele zwierzat schroniskowych
majg problem z wysokim poziomem stresu. Szkolenie z wykorzystaniem wzmocnien pozytywnych
pomaga im zredukowac ilo$¢ kortyzolu we krwi, dzigki interakcjom z ludzmi oraz zwigkszeniu
poczucia sprawczosci (Kogan L., 2017).

Trening klikerowy opiera si¢ na pozytywnym wzmocnieniu, dzigki czemu jest on przyjazny
dla dobrostanu zwierzgcia (Cimarelli G., 2020). Proces szkolenia za pomoca treningu przebiega
zawsze W ten sam sposob. Zwierze wykonuje pozadane zachowanie, trenujacy uzywa klikera wydajac
z urzadzenia tylko jeden sygnal, a nastepnie pojawia si¢ nagroda. Nagroda po dzwigku klikera
powinna pojawia¢ si¢ za kazdym razem, poniewaz rzadsze wzmacnianie wywotuje frustracje
u zwierzgcia. Aby uzyskaé najszybsze efekty w poczatkowych fazach treningu zaleca sie
wzmacnianie zywnoscig (Fukuzawa M., 2013).

Trening klikerowy kury zostat przeprowadzony, aby oceni¢ szybkos¢ nauki komendy przez
kury w dwoch grupach wickowych. Dodatkowo przeanalizowano podobienstwa i réznice pomiedzy
efektami szkolenia innych gatunkow zwierzat klikerem.

2. Material i metody

Badanie zostato przeprowadzone w 2022 roku. W dos$wiadczeniu wzieto udziat 8 sztuk kur
rasy zielonondzka kuropatwiana. Kurczgta podzielono na dwie grupy ze wzgledu na wiek: 4 sztuki
dwutygodniowych kurczat oraz 4 sztuki czteromiesi¢cznych kur.

Kazda sesja treningowa trwala okolo 5 minut oraz odbywata si¢ w pomieszczeniu
ograniczajacym wplyw bodzcow ze srodowiska zewngetrznego.

Zadaniem zwierzecia byto wykonanie obrotu wokét wlasnej osi przez jego lewe ramig. Do
treningu wykorzystano kliker, ktory shuzyt do naprowadzania zwierzat na obrany cel badania. Zaden
z badanych osobnikoéw nie miat wczesniejszego kontaktu z ta metoda szkoleniows. Na poczatku
nalezalo wypracowa¢ pozytywne skojarzenie z dzwickiem klikera. Po kazdym markerze
dzwickowym nastgpowato wzmocnienie pozytywne w postaci larwy macznika miynarka. Larwy
pochodzily ze sprawdzonej hodowli owadow karmowych ,Hodowla owadéw karmowych
Imperator”.

Podczas badania mierzono czas oraz liczb¢ pozytywnych reakcji kury na trening klikerowy.
Uzyskane wyniki pordwnano pomigdzy grupami oraz przedstawiono w postaci wykresow.

3. Wyniki

Po przeanalizowaniu Rys.1 mozna stwierdzi¢, ze 20. tygodniowym kurczgtom potrzeba
mniej sesji treningowych do wyuczenia nowej komendy. 2. tygodniowym kurczgtom zajmuje to
$rednio 5,5 sesji, za to 20. tygodniowym kurczgtom 5 sesji.

Po przeanalizowaniu Rys. 2 mozna wywnioskowa¢, ze 2. Tygodniowe kurczeta potrzebujg
znacznie wigkszej ilosci kliknie¢ w treningu, aby nauczy¢ si¢ nowej komendy, niz 20. Tygodniowe
kurczeta. Starsze kury potrzebuja $rednio 35,25 kliknigé, za to miodsze kury potrzebujg $rednio 51
kliknig¢.

Po przeanalizowaniu Rys. 3 mozna stwierdzi¢, ze mtodsze kurczgta podczas treningu maja
mniejsza ilos¢ sesji bez kliknigé¢, niz starsze kurczgta. 20. Tygodniowe kurczgta podczas treningu
Maja $rednio 1,75 sesji bez kliknigcia, za to 2. Tygodniowe kurczg¢ta maja Srednio 0,75 sesji bez
kliknigcia.
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Rys. 3. Srednia liczba sesji, podczas ktérych nie wykonano zadnego kliknigcia.
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4, Whnioski

Starsze, 20. tygodniowe kury uczg si¢ znacznie szybciej niz 2. tygodniowe kurczeta. Jest to
przeciwny wniosek do badania nad szybkos$cig nauki psow. Podczas badania sprawdzano, czy rodzaj
zywienia wplywa na szybkos¢ uczenia si¢. Badanie rozrdzniono na wiek. We wnioskach wykazano,
ze mtodsze osobniki uczyly si¢ szybciej, niz starsze, bez wzgledu na rodzaj przyjmowanego zywienia
(Milgram N.W., 2002).

W badaniu, ktére mozna poréwnaé z przeprowadzonym szkoleniem klikerowym kur jest
trening jatowek. Do owego badania wykorzystano mtode osobniki krowy rasy holsztynstwo-
fryzyjska. Trenowano je za pomoca klikera, aby akceptowaty zabiegi weterynaryjne, dzigki czemu
beda one mniej stresujace dla osobnika. Podczas treningu krow wykonano $rednio 85 kliknig¢ przy
$rednio 4,6 sesjach. Porownujac obydwa gatunki da si¢ zauwazy¢, iz krowy potrzebowaty wiecej
kliknie¢ w treningu niz kury. Zestawiajac srednie liczby sesji treningowych krowy potrzebowaty ich
mniej, niz kury, 5,25, aby opanowa¢ nowa komende¢ badz zachowanie (Lomb J., 2021).

Podczas treningu makakow kroélewskich srednio 20% treningu sa btedami (Tulip J., 2017).
Kury podczas treningu klikerowego popetniajg statystycznie mniej btedow, niz makaki, poniewaz ich
$rednia btedow w zestawieniu z treningiem wynosi 2,89%.

Pozytywne szkolenie niesie ze sobg wiele pozytywnych skutkow. Ulatwia ono nawigzanie
oraz zacie$nianie relacji whasciciel-pupil. Jeden z elementow szkolenia pozytywnego- Kliker- sprawia,
ze wspolny trening staje si¢ bardziej efektywny oraz szybszy, dzigki fatwym do odczytania sygnatom.
Ta metode mozna stosowaé rowniez w przypadku zwierzat gospodarskich oraz dzikich. Z wnioskoéw
mozna wydedukowaé, Ze trening klikerowy jest metoda, ktora w prosty sposob pozwala nam na
nawigzanie wi¢zi z wieloma gatunkami zwierzat.
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Streszczenie

Grupa psoéw retrievery obejmuje 6 ras. Naleza one do 8. grupy FCI. W Polsce w 2022 roku
zarejestrowano tacznie 5070 dorostych osobnikéw tej grupy. Rasa Golden retriever zyskuje na
popularno$ci wsroéd Polakow. Pierwotnym zadaniem rasy byt aport z wody, natomiast obecnie
najczesciej jest domowym pupilem. Celem pracy bylo przeanalizowanie liczebnosci rasy Golden
retriever w latach 2017-2022 oraz okreslenie stopnia popularno$ci w Polsce. Dane zebrano na
podstawie statystyk prowadzonych przez Zwigzek Kynologiczny w Polsce.

Z roku 2017 na rok 2018 odnotowano wzrost rejestrowanych suk wylacznie w rasie Golden
Retriever w porownaniu do innych ras. Kolejne lata to szybki wzrost rejestrowanych zwierzat w
grupie retrieverow (od 100 do nawet 200 osobnikéw). Analiza danych za rok 2021 i 2022 wykazata
spadek liczebno$ci psow rasy Labrador Retriever, natomiast rasa Golden Retriever zwickszyla swoja
liczebnos$¢ o 150 osobnikow wsrdd suk oraz o 57 wsrdéd psoéw. Przeprowadzona analiza zebranego
materiatu wykazala znaczny wzrost (o ponad 160%) zainteresowania psami z grupy retieverow.

1. Wstep

Grupa psow retriever obejmuje 6 ras: Chesapeake Bay Retriever, Curly Coated Retriever,
Flat Coated Retriever, Golden Retriever, Labrador Retriever oraz Nova Scotia Duck Tolling
Retriever. Wszystkie powyzsze rasy nalezg do 8 grupy FCI, tj. aportery, ptochacze i psy dowodne.
Grupa ta dzieli si¢ na trzy sekcje: Retrievery, ptochacze oraz psy dowodne. W Polsce w 2022 roku
zarejestrowano tacznie 5070 dorostych osobnikow tej grupy. Na potrzeby badania wytypowano trzy
rasy: Flat Coated Retriever, Golden Retriever oraz Labrador Retriever. Wybrano je poprzez analize
liczebnosci ras retriever w Polsce w latach 2017-2022, udostgpnionej przez Zwigzek Kynologiczny
w Polsce. Wytypowane rasy wykazaly si¢ najwigksza liczebno$cia w danej grupie w badanych latach.

Rasag, ktora zdobywa popularno$¢ wsrod spoleczenstwa jest Flat Coated Retriever. Rasa
pochodzi z Wielkiej Brytanii. W FCI klasyfikuje si¢ w 8. grupie - aportery, plochacze i psy dowodne,
w sekcji 1. - aportery. Rasa ta zostata przypisana do 8. grupy FCI dzieki swojemu naturalnemu
instynktowi towieckiemu. Flat Coated Retrievery uznawane sg za psy przyjazne oraz tagodne. Ich
eksterier wpltywa pozytywnie na poczucie pewnosci siebie osobnikdw. Psy osiagaja Wysoko$¢
w kiegbie od 59cm do 61,5cm, za to suki od 56,5cm do 59cm. Waga osobnikéw oscyluje pomigdzy
27kg, a 36kg u samcow, natomiast u samic pomiedzy 25kg, a 32kg. Pomimo wysokiej masy ciata,
rasa jest zbudowana proporcjonalnie. Gtowa jest dfuga i dobrze rzezbiona. Szczeki sa takze dlugie
i mocne, dzigki ktorym mozliwe jest przenoszenie odstrzelonej dziczyzny podczas polowania. Oczy
sredniej wielkosci, koloru ciemnobrazowego lub orzechowego. Niepozadane sg okragle, wylupiaste
oczy. Uszy powinny przylega¢ do czaszki. Glowa jest dobrze osadzona na szyi. Szyja osadzona jest
pomigdzy topatkami oraz przechodzi tagodnie w lini¢ grzbietu. Umozliwia to latwa prace oraz
poruszanie si¢. Tuldow charakteryzuje si¢ szeroka oraz gleboka klatka piersiowg oraz krotkimi
i plaskimi ledZwiami. Zakonczony jest ogonem, ktory jest prosty oraz noszony na réwni z linig
grzbietu, nigdy powyzej tej linii. Obydwie linie koficzyn sa mocno zbudowane, posiadajace silne,
okragte palce oraz mocne i grube poduszki. Budowa ciata psa umozliwia mu swobodny, ptynny ruch,
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podczas ktorego przednie i tylne konczyny poruszaja si¢ réwnolegle do osi ciata. Cale ciato pokryte
jest gestym, ale delikatnym wlosem. Umaszczenie wystgpujace w tej rasie to: czarny oraz watrobiany.
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Rys. 1 Rozktad ptciowy w populacji rasy Flat Coated Retriever w latach 2017-2022.

W latach 2017-2022 wida¢ wzrost zainteresowania rasg Flat Coated Retriever (Rys.1).
Mozna zaobserwowaé wzrost liczebnosci rejestrowanych suk o ponad 38%, natomiast liczba
rejestrowanych psow wzrosta o okoto 31%. Laczny wzrost zarejestrowanych psow i suk wynosit ok.
35%. W 2017r. procentowa iloscig rasy Flat Coated Retriever w zestawieniu z catg grupa Retriever
wyniosta okoto 7%. Dla poréwnania, w roku 2022 Flat Coated Retrievery stanowily niecate 7%-
6,9%- grupy Retriever.

Najpopularniejsza rasg z wytypowanych w latach 2017- 2022r. jest Labrador Retriever. Rasa
ta rowniez wywodzi si¢ z Wielkiej Brytanii. Jest zaklasyfikowana do 8. grupy FCI oraz 1. sekcji.
Swoja popularnos¢ zawdzigcza swojemu temperamentowi. Labrador Retrievery z natury sa tagodne
oraz oddane wlascicielowi. Rasa jest sktonna do zabawy oraz nie posiada zadnych oznak agresji, badz
lekliwosci (Pegram C. i in. 2021). Dzigki tak wielu pozytywnym cechom owa rasa ma predyspozycje
do wielu form pracy z cztowiekiem: pies przewodnik- umozliwia wysoko$¢ psa w kiebie, ktora musi
wynosi¢ $rednio 60cm; pies pomagajacy osobom poruszajagcym sie na wozkach inwalidzkich- pies
pomaga wiascicielowi w zyciu codziennym poprzez wiele aspektow, np. obstuga drzwi, ciaggniecie
wozka, badz przenoszenie wybranych przedmiotow w pysku; dogoterapia (Kuzniewicz J. 2010).
Labrador Retreivery naleza do pséw wigkszych. Psy osiagaja 56-57cm w kigbie, za to suki 54-56¢cm.
Budowa psa jest proporcjonalna. Glowa jest obszerna, lecz bez wydatnych policzkéw. Kufa oraz
nozdrza s3 dobrze rozwinigte ze $redniej dtugosci, mocnymi zgbami. Oczy Labrador Retrieverow sa
sredniej wielkosci o dwoch dopuszezalnych kolorach: brazowym badz orzechowym. Uszy osadzone
sa z tylu glowy oraz lekko przylegaja do czaszki. Glowa osadzona jest na gtadkiej oraz silnej szyi.
Szyja osadzona pomig¢dzy dobrze ustawionymi topatkami. Lopatki przechodza ptynnie w grzbiet,
ktory ma szerokie, krotkie ledzwie. Klatka piersiowa jest szeroka oraz glgboka. grzbiet przechodzi
W ogon, ktory jest gruby u nasady oraz zweza si¢ ku koncowi. Ogon nie moze zawija¢ si¢ nad
grzbietem. Konczyny tej rasy sg mocnego kos$cca. Palce sg zwarte oraz dobrze wysklepione,
a poduszki dobrze rozwinigte. Tak zbudowana sylwetka pozwala na swobodny ruch, podczas ktorego
konczyny poruszaja si¢ rownolegle do osi ciata. Kazdy osobnik pokryty jest krotka, gesta okrywa
wlosowa. Posiadajg roéwniez podszerstek, ktory chroni psa przed wplywem czynnikdéw
atmosferycznych. Umaszczenia, ktoére sa zgodne ze wzorcem to: czarny, zolty, watrobiany.
Dopuszczalna jest mata, biata plama na przedpiersiu psa.

W badanych latach zaobserwowano wzrost rejestrowanych psow oraz suk rasy Landrador
Retriever (Rys.2). Liczba ta, w porownaniu roku 2017 do roku 2022, zwigkszyta si¢ o 13% wsrod
psow oraz o tyle samo, t.j. 13% wérdd suk. Laczac obie plcie zaobserwowano wzrost liczby
rejestrowanych osobnikow réwniez o 13%. W 2017 roku Labrador Retrievery stanowity ponad 57%
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grupy Retriever. W 2022 roku natomiast ich liczebnos¢ w stosunku do tej grupy stanowita nizszy
procent, okoto 48%.

Ostatnia wybrang do badania rasg jest Golden Retriever. Rasa to rowniez wywodzi si¢
z Wielkiej Brytanii. Nalezy do 8. grupy FCI- aportery, ptochacze i psy dowodne oraz sekcji 1. —
aportery. Rasa zostata stworzona do aportu z wody. Da si¢ zauwazy¢ rosnacy trend posiadania psow
tej rasy. Jednym z czynnikdw wplywajacych na to jest temperament Golden Retrieverow. Rasa
zostata wyprowadzona na tagodna, potulng oraz inteligentng. Dodatkowo jest pewna siebie oraz
posiada naturalng zdolno$¢ do pracy. Jest rasa najczegSciej wybierang do pracy w dogoterapii
(Kuzniewicz J. 2010). Dodatkowo Golden Retrievery sprawdzaja si¢ w pracy jako przewodnicy os6b
z niepetnosprawnosciami, w pracy w policji, jako psy detekcyjne, badz jako psy w strazy pozarnej
Iub pogotowiu gorskim, gdzie pomagaja w przeszukiwaniu gruzowisk oraz miejsca, na ktorym
pojawila si¢ lawina $niezna (Kania-Gierdziewicz J., Gierdziewicz M., Kalinowska B. 2014). Dzigki
tym cechom, coraz cze$ciej mozna spotka¢ je w roli domowego pupila (Wagner H. 2013). Wyglad
0go6lny tych psow jest harmonijny, lecz zwarty i mocny. Glowa jest szeroka, z szeroka oraz glteboka
kufa. Oczy sa koloru ciemnobrazowego, a uszy $redniej wielkosci, osadzone na wysokosci poziomu
oczu. Glowa jest dobrze osadzona na muskularnej szyi. Szyja plynnie przechodzi w grzbiet, ktory jest
prosty. Ledzwie sa umigsnione oraz krotkie. Klatka piersiowa jest gleboka. Z linii grzbietu da si¢
wyodrebni¢ ogon, ktdry jest noszony na réwni z jego linig. Sigga on stawu skokowego i nie moze
zawijaé si¢ na koncu. Wszystkie konczyny sg umig¢$nione oraz z mocnym kos¢cem. Kazda konczyna
zakonczona okragla tapa o kocim ksztalcie. Pomimo zwartej, mocnej budowie ciala, Golden
Retrievery poruszaja si¢ energicznie oraz swobodnie. Psy nie poruszaja si¢ ,.hackney’em”. Cate ciato
pokryte jest gladkimi lub falistymi wlosami. Posiada takze wodoodporny podszerstek. Dopuszczalne
umaszczenia: dowolny odcien ztotego lub kremowego. Dopuszczalne jest malte, biate znaczenie na
przedpiersiu.
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Rys. 2 Rozktad ptciowy w populacji rasy Labrador Retriever w latach 2017-2022.

W badanych latach, w rasie Golden Retriever mozna zaobserwowaé znaczy wzrost
zarejestrowanych suk, natomiast wzrost psow jest zblizony do wcze$niej omawianych ras (Rys.1;
Rys.2; Rys.3). Liczba suk w badanych latach zwigkszylta si¢ 0 69%, natomiast psow o 48%. Przez 5
lat badan wykazano, ze wzrost suk oraz pséw liczony tacznie, wyniost 62%. Procentowy udziat rasy
Golden Retriever w grupie Retriever w roku 2017 wynidst 31%. Natomiast w roku 2022 procentowa
ilo$¢ Golden Retrieverow podwyzszyta si¢ i wyniosta 38%.
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Rys. 3 Rozktad piciowy w populacji rasy Labrador Retriever w latach 2017-2022.

2. Material i metody

Analize danych przeprowadzono na podstawie wynikow udostepnionych przez Zwigzek
Kynologiczny w Polsce. Strukture¢ pogtowia przeanalizowano na przestrzeni ostatnich 5 lat (2017—
2022). Poréwnywano trzy grupy psOw: zarejestrowane suki, zarejestrowane psy oraz szczenigta.
Uzyskane wyniki zostaty przedstawione na wykresach.

Glownym celem pracy byto zbadanie trendéw popularnosci rasy Golden Retriever w Polsce
w latach 2017-2022r. Rasy Flat Coated Retriever oraz Labrador Retriever stuzg porownaniu
W zestawieniu, aby moc doglebniej przeprowadzié¢ analizg.

3. Wyniki

W latach 2017-2018 (Tab. 1; Tab. 2) mozna bylo zaobserwowal wzrost rejestracji
osobnikow tylko jednej rasy, ktorg byta Golden Retriever. [lo$¢ zarejestrowanych suk wzrosta o 18
sztuk. Dodatkowo liczba szczeniat wzrosta o 64 osobniki. Zestawiajac trend suk innych badanych ras
Flat Coated Retrievery zmniejszyly liczebno$¢ zarejestrowanych suk o okoto 1,75%, natomiast liczba
rejestrowanych suk rasy Labrador Retriever zmalata o okoto 2%. Pomimo najwigkszego spadku
procentowego liczby zarejestrowanych suk, Labrador Retrievery byty najliczniejszg grupa sposrod
badanych.

Tab. 1 Struktura populaciji retriever w 2017 roku.

Flat Coated Retriever Labrador Retriever Golden Retriever
Suki 172 1591 843
rejestrowane
Psy rejestrowane 113 767 448
Szczenigta 149 1554 757
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= Suki rejestrowane

= Psy rejestrowane

Tab. 2 Struktura populacji retriever w 2018 roku.

= Szczenieta

Flat Coated Retriever

Labrador Retriever

Golden Retriever

Suki 169 1558 861
rejestrowane

Psy 113 762 423
rejestrowane

Szczenigta 139 2333 821

Rys. 5 Procentowe zréznicowanie pici pogtowia retriever w 2018 roku.

= Suki rejestrowane

= Psy rejestrowane

Tab. 3 Struktura populacji retriever w 2019 roku.

= Szczenieta

Flat Coated Retriever

Labrador Retriever

Golden Retriever

Suki 187 1473 847
rejestrowane

Psy 113 703 412
rejestrowane

Szczenigta 203 2268 1393
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= Suki rejestrowane  ® Psy rejestrowane = Szczenieta

Rys. 6 Procentowe zroznicowanie pici pogtowia retriever w 2019 roku.

Tab. 4 Struktura populaciji retriever w 2020 roku.

Flat Coated Retriever Labrador Retriever Golden Retriever
Suki 200 1632 1013
rejestrowane
Psy 119 754 509
rejestrowane
Szczenigta 262 2609 1757

b

= Suki rejestrowane = Psy rejestrowane = Szczenieta

Rys. 7 Procentowe zréznicowanie pici pogtowia retriever w 2020 roku.

W latach 2019-2020 (Tab. 3; Tab. 4) odnotowano wzrost liczby rejestrowanych osobnikow
w kazdej z badanych ras oraz w kazdej z badanych grup. Wsrdd szczeniagt najwigkszy wzrost
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odnotowano w rasie Labrador Retriever, tj. 0 341 osobniki. W roku 2018 rasa Golden Retiriever
osiagneta najwickszy wzrost zarejestrowanych suk oraz psow, tj. 166 sztuki zarejestrowanych suk-
0 7 osobnikéw wigcej w zestawieniu z Labrador Retrieverami, natomiast liczba zarejestrowanych
psow wzrosta o 97 osobnikow, czyli 0 93 osobniki wiecej w zestawieniu z Flat Coated Retrieverami.

Tab. 5 Struktura populacji retriever w 2021 roku.

Flat Coated Retriever Labrador Retriever Golden Retriever
Suki 231 1814 1276
rejestrowane
Psy 144 873 620
rejestrowane
Szczenigta 202 2838 2378

= Suki rejestrowane = Psy rejestrowane = Szczenieta
Rys. 8 Procentowe zréznicowanie plci poglowia retriever w 2021 roku.

Tab. 6 Struktura populacji retriever w 2022 roku.

Flat Coated Retriever Labrador Retriever Golden Retriever
Suki 238 1798 1426
rejestrowane
Psy 149 869 667
rejestrowane
Szczenigta 222 2262 2141

W latach 2021-2022 (Tab. 5; Tab.6) odnotowano wzrost rasy Golden Retriever oraz Flat
Coated Retriever we wszystkich badanych grupach. Picia, ktora zwigkszyta swoja liczb¢ o najwigksza
liczbg osobnikoéw byty suki. W rasie Flat Coated Retriever wzrosta o 7 osobnikow, a w rasie Golden
Retriever wzrosta o 150 osobnikow. W przeciwienstwie do owych ras, w rasie Labrador Retriever
ilo$¢ suk zmalata o 16 sztuk.
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m Suki rejestrowane  ® Psy rejestrowane = Szczenieta
Rys. 9 Procentowe zroznicowanie pici poglowia retriever w 2021 roku.

4. Dyskusja i wnioski

Analiza powyzszych wykresow pozwolita wysuna¢ wnioski na temat trendow wsrod
wybranych ras grupy retrieverow. W poczatkowych dwoch badanych latach odnotowano wzrost
zarejestrowanych suk wylacznie w rasie Golden Retriever. Kolejne badane lata wykazaly wzrost
rejestrowanych zwierzat w analizowanej grupie (od 100 do 200) osobnikow. W dwoch ostatnich
badanych latach odnotowano jednak spadek liczebnosci pséw rasy Labrador Retriever o 16
osobnikow ws$rod rejestrowanych suk oraz o 4 osobniki wsréd rejestrowanych psow.
W przeciwienstwie do tej rasy, liczebnos¢ Golden Retrieverow zwigkszyta si¢ o 150 osobnikow
wsrdd rejestrowanych suk oraz o 57 wérdd rejestrowanych psow. Dzigki analizie wykazano znaczny
wzrost zainteresowania psami z grupy Retriever, ktory wynosit ponad 160%.

Rasy grupy Retriever niewatpliwie stajg si¢ coraz bardziej popularne. Zawdzig¢czajg to
w glownej mierze charakterom, ktore badane rasy majg spokojne, zrownowazone oraz przyjacielskie.
Warto obserwowaé przyszioroczne trendy popularnosci tej grupy, poniewaz jest to coraz prezniej
rozwijajgca si¢ grupa ras psow mysliwskich.
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Streszczenie

Jaja kurze, ze wzgledu na bogatg zawarto$¢ skladnikéw odzywczych, stanowig jeden
z podstawowych elementow diety wigkszosci ludzi na $wiecie. Sg tez jednym z najczesciej
wprowadzanym do diety matych dzieci pokarmem odzwierzgcym zaraz po mleku krowim. Moga by¢
tez dobrym zrodtem biatek, fosfolipidow, karotenoidéw oraz wielu substancji biologicznie czynnych
wplywajacych pozytywnie na procesy fizjologiczne zachodzace w organizmie ludzkim. Niemniej
jednak w jajach oprécz wielu substancji prozdrowotnych znajdziemy réwniez te niekorzystne dla
ludzi. Do takich substancji naleza alergeny wywolujace reakcje uczuleniowe. Alergie to nadmierna
odpowiedz uktadu odpornosciowego na dany czynnik, ktory w okreslonej dawce moze wywolywaé
patologiczng reakcje organizmu. Te czynniki to wlasnie alergeny, ktore w drodze taczenia si¢ ze
specyficznymi przeciwcialami prowadza do zaistnienia reakcji alergicznej. Jaja kurze naleza do
jednych z najczesciej wywotujacych alergie produktow odzwierzecych. Zardwno w biatku jak i zottku
jaja kurzego znalez¢ mozna wiele alergenow takich jak m.in. owomukoid, owotransferyna, lizozym,
a-liwetyna czy apowitelina.

Celem pracy jest przyblizenie molekul alergennych jaja kurzego wraz z omowieniem
syndromu ptak-jajo.

1. Wstep

Jaja kurze sg zrodtem wysokiej jakosci biatka i waznych witamin. Ich sktad powoduje, ze sg
one czesto niezastgpione pod wzgledem funkcjonalnym, takim jak pienienie czy emulgowanie (Fu
i in. 2010). Mimo to, sg rowniez jedng z najczestszych przyczyn wystepowania alergii pokarmowych.
Niepozadane reakcje powoduje najczesciej biatko jaja kurzego, chociaz zottko roéwniez zawiera
substancje alergizujace (Urisu i in. 2015). Wraz ze wzrostem spozycia jaj pojawiaja si¢ problemy
zywieniowe i zdrowotne, co sugeruje pilng potrzebe¢ znalezienia rozwigzania tego problemu (Huang
iin. 2021).

2. Czym sg alergie i alergeny

Alergie pojawiaja si¢, gdy uklad odporno$ciowy organizmu nadmiernie reaguje na obce
substancje (alergeny), ktore dla wickszosci ludzi sg zazwyczaj nieszkodliwe. Nalezg do nich m.in.
pytki roslinne lub produkty zywnosciowe. Reakcje alergiczne najczgsciej wystepuja na skorze oraz
w drogach oddechowych i na btonach §luzowych, ich objawy zwykle pojawiaja si¢ natychmiast po
kontakcie z alergenem jednak moga takze wystapi¢ po uplywie kilku godzin lub dni i w wigkszos$ci
sa tagodne, ale moga tez by¢ uciazliwe i mie¢ znaczny wplyw na codzienne zycie (Sicherer i Sampson
2010).

Alergiec na jaja mozna zdefiniowa¢ jako niepozadang reakcj¢ o charakterze
immunologicznym, wywotang przez proteiny jaja kurzego. Bialko jaja zawiera ponad 20 réznych
protein i glikoprotein. Owomucoid, owalbuming, owotransferyna i lizozym zostaty zidentyfikowane
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jako glowne alergeny jaja kurzego. Uwaza sig¢, ze a-liwetyna jest gtéwnym alergenem zottka jaja
odpowiedzialnym za tzw. zespot ptak-jajo (Urisu i in. 2015). Alergie na jaja i mleko sg najczestszymi
alergiami pokarmowymi wieku niemowlecego, czesto$¢ ich wystgpowania szacuje si¢ od 1,6% dla
dzieci w wieku 2-2,5 roku (Eggesbg i in. 1999) do 2,4% natomiast czgstos¢ wystepowania alergii u
dorostych zostata oszacowana na 0,1% (Osterballe i in. 2005).

Alergia na jaja wystepuje najczesciej w okresie niemowlecym, zwykle po pierwszym
spozyciu. Reakcje kliniczne obejmuja pokrzywke i/lub obrzek naczynioruchowy u 80-90% (w ciagu
kilku minut) oraz objawy zotadkowo-jelitowe u 10-44% (w ciagu 2 godzin). Wigkszo$¢ reakcji ma
charakter tagodny, z pokrzywka jedynie na twarzy. Cigzsze reakcje z istotnymi objawami ze strony
uktadu oddechowego wystepuja rzadziej (Boyano Martinez i in. 2001). Objawy takie jak chrypka lub
zmiana wysokosci glosu, kaszel, §wist lub $wiszczacy oddech, wskazuja na ci¢zsza reakcje.
Sporadycznie u malych dzieci pojawia si¢ blado§¢ i zwiotczenie. Kontakt ze skorg
najprawdopodobniej wywota miejscowe reakcje skorne. Spozycie surowego lub niedogotowanego
jaja moze wywotac ci¢zsze reakcje kliniczne niz jajo dobrze ugotowane (Eigenmann 2000). Obecnos¢
wyprysku jest istotnym czynnikiem ryzyka alergii na jaja. Pacjenci z fagodna alergia na jaja czesto
beda w stanie tolerowac¢ produkty jajeczne po intensywnym podgrzaniu. Badanie pacjentow z alergia
na jaja w wieku od 0,5 do 25 lat wykazato, ze 70% z nich bylo w stanie tolerowa¢ dobrze ugotowane
jajo (Clark i in. 2010). Ustagpienie alergii na jaja nastepuje etapami, zaczynajac od tolerancji na jaja
poddane dhugiej obrobcee termicznej (np. ciasto), nastgpnie lekko ugotowane jajko (np. jajecznicg),
a na koniec surowe jajo. Dlatego dzieci, ktore tolerujg gotowane jaja, mogg nadal reagowaé na surowe
lub niedogotowane ich odpowiedniki. Z reguly reakcje staja si¢ z czasem slabsze, a czg¢sto mnigj
dotkliwe (Eigenmann 2000). Alergia na jaja u dorostych moze by¢ ciezka i dtugotrwata. Zazwyczaj
jest spowodowana uporczywa reakcja uczuleniowg na jaja w dziecinstwie.

3. Alergeny bialka jaja kurzego

Owomukoid, owoalbumina i owotransferyna to glikoproteiny wchodzace w sktad biatka jaja
kurzego. Wraz z lizozymem nalezg do 4 najbardziej alergennych substancji zawartych w biatku jaja
(Chang in. 2018). Owomukoid stanowi 11% biatek jaja kurzego i jest uwazany za dominujacy alergen
w jaju. Sktada si¢ z 186 aminokwasow, o masie czasteczkowej 28 kDa przy czym jest odpowiedzialny
za wickszo$¢ alergii spowodowanych spozyciem biatka (Kovacs-Nolan i in. 2000). Dzigki swojej
budowie jest odporny na dziatania proteinaz, kwasow, temperatury czy innych pospolitych metod
usuwania alergenéw z pozywienia (Muake i in. 2021). Alergenno§¢ owomukoidu spada po
potraktowaniu wysoka temperatura, jednak w przypadku niewystarczajacego czasu lub zbyt niskiej
temperatury podczas obrobki, alergenno$¢ moze nawet wzrosnaé na skutek tworzenia nowych
substancji immunogennych w reakcji Maillarda (seria wielu jednoczesnych reakcji chemicznych
cukrow prostych z aminokwasami) pomigdzy owomukoidem a glukoza, doprowadzajgc w ten sposob
do zmodyfikowania zawartych w owomukoidzie aminokwaséw (Chang i in. 2018). U ludzi
uczulonych na biatko jaja kurzego, odporno$¢ moze rdzni¢ si¢ w zalezno$ci od st¢zenia specyficznych
dla owomukoidu przeciwciat IgE. Ponadto ludzie posiadajacy wigksze stezenie tych przeciwciat we
krwi wykazuja wicksza reakcje w przypadku ogolnej alergii na biatko jaja kurzego (Ma i in. 2020).

Owotransferyna to glikoproteina o wadzg 76 kD i posiadajaca 686 aminokwasow.
Glikoproteina ta stanowi okoto 12% biatka jaja kurzego. Wraz z owomukoidem, owotransferyna jest
dominujacym alergenem wykrywanym w surowicach pacjentdw z wstrzasem anafilaktycznym.
Owotransferyna ze wzgledu na swoje wlasciwosci wigzania metali, a w szczegolnos$ci jonow zelaza,
moze wystepowa¢ w dwoch formach: formie apo (bez zelaza) oraz formie holo (w kompleksie
z zelazem). Stwierdzono takze, iz obcigzenie zelazem zmniejsza alergennos¢ tego biatka (Ma i in.
2020).

Owoalbumina jest glikoproteing, ktéra stanowi okoto 54% biatka jaja kurzego. Tak wysokie
jej stezenie w biatku sprawia, iz mimo ze wykazuje mniejsze wlasciwosci alergenne od owomukoidu,
czy owotransferyny ma duzy wplyw na alergennos¢ jaja kurzego. Owoalbumina posiada takze
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe (Liu i in. 2018). Poza tym, nie tylko samo biatko wykazuje
wlasciwos$ci antymikrobiologiczne. Udowodniono, ze po proteolitycznym rozktadzie, mozna z niej
uzyska¢ réwniez przeciwdrobnoustrojowe peptydy. Owoalbumina posiada tez zdolnosci pienigce,
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zelujace oraz emulgujace, dzigki czemu znalazta ona zastosowanie w przemysle spozywczym, ale
takze w nanotechnologii, a wlasciwie w jej nowej gatezi, czyli nano-immunoterapii, ktora skupia sie
na dostarczania antygenow, cytokin, kwasow nukleinowych oraz matych czasteczek bezposrednio do
danej tkanki lub komorki indukujac w ten sposdb reakcje systemu immunologicznego. Owoalbumina
stanowi w tej metodzie modelowy antygen dla astmy, chor6b immunologicznych oraz nowotworow
(Pang i in. 2021).

Lizozym sktada si¢ z jednolitego fancucha polipeptydowego o dtugosci 129 aminokwasow,
usieciowanego w 4 roznych miejscach mostkami disiarczkowymi, ktére mogg przyczyniac si¢ do jego
alergennosci (Liburdi i in. 2014). Lizozymy to klasa enzymoéw o wlhasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, ktore wystepuja powszechnie w catym krolestwie zwierzat jako
naturalne $rodki bakteriobdjcze (Silvetti i in. 2017). U zwierzat wyroznia si¢ trzy gtdowne typy
lizozymu: lizozym typu kurzego, ktory okreslany jest jako typ C. Jest on wytwarzany przez wigkszos¢
kregowcow oraz jest w gtownej mierze wykorzystywany do badan nad tym enzymem. Kolejnymi
typami s3: typ gesi, ktory jest okreslany jako typ G oraz typ I, ktory jest obecny u bezkregowcow
(Callewaert i Michiels 2010). Ze wzgledu na swoje wilasciwosci bakteriobodjcze lizozym jest
stosowany jako srodek stuzacy do konserwacji migsa drobiowego i produktdow z niego wytwarzanych.
Jaja kurze zawieraja ok. 3,5% lizozymu w suchej masie, dlatego wykorzystuje si¢ je na skale
przemystows jako zrodto tego enzymu (Cegielska-Radziejewska i in. 2008).

4. Alergeny zéltka jaja kurzego

Biatko jaja kurzego wykazuje znacznie silniejsze i czestsze dziatanie alergizujace niz zottko,
jednak i w tym przypadku mozna znalez¢é szereg swoistych molekut alergennych. Gtéwnymi
alergenami wystepujacymi w zottku jaja kurzego sa alfa-liwetyna (Gal d 5) oraz YGP42 (Gal d 6)
(De Silvaiin. 2016).

Gal d 5, czyli albumina surowicy, sktada si¢ z 589 reszt aminokwasowych. Jest ona
niestabilnym biatkiem hydrofilowy o masie 70 kDa, rozpuszczalnym w wodzie. Alfa-liwetyna jest
alergenem reagujacym krzyzowo (Jiang i in. 2022) i moze powodowac objawy alergiczne ze strony
uktadu oddechowego czy pokarmowego (Huang i in. 2021).

Gal d 6 jest biatkiem zottkowym pochodzacym z C-konca prekursora VTG-1, ktory jest
rozszczepiany poprzez aktywno$¢ enzymatyczng, celem utworzenia dojrzatego biatka. Alergen ten
jest oporny na ciepto, ale moze by¢ trawiony przez pepsyne (Amo i in. 2010). Jest glikoproteing z6itka
YGP42 o masie czasteczkowej 42 kDa (Mann i Mann 2008) oraz wykazuje stabilizacje termiczng
i redukcyjng (Huang i in. 2021). De Silva i in. (2016) przeprowadzili badania, w ktorych przebadano
surowice krwi 25 pacjentow, ktorzy wykazywali nadwrazliwos$¢ na biatka jaj kurzych. Stwierdzono,
Ze WSZyscy pacjenci sg rowniez uczuleni na przynajmniej 2 proteiny zoltkowe i wykazywali po nich
reakcje alergiczne. Z badan wyniklo, ze 16% badanych zareagowalo na Gal d 5, natomiast 24%
pacjentdw zareagowato na Gal d 6. Postawiono hipoteze, ze YGP42 jest pomniejszym alergenem
zwigzanym z nadwrazliwos$cig na z6ttka jaj kurzych, jednak wedtug badan De Sliva i in. (2016) jest
on bardziej alergenny i moze wplywac¢ na wigksza ilo$¢ pacjentow, niz twierdzono na poczatku.

5. Reaktywno$¢ krzyzowa alergenéw jaj

Zjawisko reaktywnosci krzyzowej (alergii krzyzowej) polega na aktywacji naturalnej
adaptacyjnej reakcji uktadu odpornosciowego na konkretny antygen, przez inny antygen, o podobne;j
do niego budowie. Immunoglobuliny E (IgE) sa w wickszo$ci odpowiedzialne za alergie krzyzowe.
Ich funkcja jest wigzanie specyficznych antygenow, ale potrafia wykazywaé one znaczaca
elastycznos¢ w ich wigzaniu, atakujac antygeny, ktore nie sa dla nich specyficzne, ale wykazuja do
takowych podobienstwo. Powoduje to wystgpienie objawow alergii bez wczesniejszego kontaktu
z alergenem krzyzowym, gdyz przeciwciala wywotujace reakcje alergiczng zostaly juz wczesniej
wytworzone przez kontakt z alergenem pierwotnym, z ktorym nowe antygeny krzyzowe sa mylone
(Piwowarek i in. 2015). System ten ma pozytywne, jak i negatywne efekty. Potrafi on stanowié¢
przewage w obronie przed infekcja, pomagajac organizmowi tatwiej i szybciej rozpoznawaé
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zagrozenie, ale moze takze prowadzi¢ do zaburzen alergicznych w tym wlasnie alergii krzyzowej czy
wystgpowania chordb autoimmunologicznych (Bonds i in. 2008).

Reaktywno$¢ krzyzowa jest czgstym zjawiskiem pomiedzy biatkami wystepujacymi
W jajach roznych ptakéw, zjawisko to zachodzi migdzy bialkami jaj takich gatunkéw jak indyk,
kaczka, ge$, kura i mewa. Reakcja ta moze rowniez wystgpowaé migdzy biatkami pochodzacymi
z réznych cze$ci ptasiego jajka danego gatunku. Proteiny z bialtka kurzego jaja moga wywolywac
alergiczng reakcje krzyzowa immunoglobulin E nastawionych na wykrywanie protein z zoltek
kurzych jaj. Zjawisko alergii krzyzowej zachodzi takze miedzy biatkami jaja kurzego, a tymi
wystepujacym w miegsie kurzym i surowicy krwi kury (Langeland i in. 1983).

Czgsta forma zjawiska reaktywnosci krzyzowej jest ,bird-egg syndrome” (spolszczona
nazwa ,,zespot ptak-jajo”). Opiera si¢ on na podobienstwie mi¢dzy biatkami pochodzacymi z réznych
tkanek lub organow ptasich. Jest to zespot polegajacy na wystgpowaniu objawow klinicznych alergii
uktadu oddechowego na ptasie antygeny z pior oraz wywotanej przez nie objawoéw alergii uktadu
pokarmowego na podobne antygeny z migsa lub/i zottka czy biatka jaja. (Hemmer i in. 2016).
Pomimo faktu, ze alergia na migso jest stosunkowo rzadkim schorzeniem (rzadszym niz uczulenie na
jajka) regularnie zdarzajg si¢ przypadki zespotu ptak-jajo charakteryzujace si¢ uczuleniem na pierze
i migso ptakdw, przy czym nie wystepuje negatywna reakcji na jaja tych ptakow. Zespot ten wystepuje
nie tylko w alergiach na pierze pochodzace od drobiu, ale takze moze by¢ obecny w przypadku alergii
na pierze pochodzace od ptakéw nietradycyjnie hodowlanych takich jak orzet czy sowa (Ferreira i in.
2004).

Albumina kurzej surowicy (CSA - chicken serum albumin) - Gal d 5, czyli alfa-liwetyna jest
uwazana za gtowny alergen stojacy za zespotem ptak-jajo. Jest ona tylko czgéciowo termostabilnym
alergenem. Po odpowiednim jej podgrzaniu (co najmniej 90°C przez 30 min.) reaktywnos¢ jaka
wywoluje u immunoglobuliny E spada o 88%, co moze odpowiada¢ za fakt, ze niektore osoby
przebadane pod katem zespotu ptak-jajo wykazywaty reakcje alergiczne na surowe jaja, ale nie na te
podawane obrobce termicznej. Albumina surowicy wystepuje we wszystkich tkankach ptasich
odpowiedzialnych za wystepowanie syndromu ptak-jajo. Dodatkowo znaleziono albumine nie tylko
w tkankach ptasich, ale i w powietrzu w miejscach, gdzie ptaki przebywaja (Quirce i in. 2001).

Szepfalusi i in. (1994) wykazali, ze wiekszo$¢ pacjentow cierpiacych na zespot ptak-jajo to
doroste kobiety. Analiza wieku badanej grupy wskazata, ze $rednia wieku pacjentow wynosita 46 lat
(zakres to od 16 do 71 lat). Rozni si¢ to od tendencji wykazywanej przez klasyczng alergie na jajka,
na ktdrg cierpig gtownie dzieci bez predyspozycji ptciowe;.

6. Alternatywy

Badania prowadzone przez Gubata i in. (2021) potwierdzone probg pokarmowa wskazuja,
ze w populacji Europejskiej az 0,2% ludzi cierpi na nadwrazliwo$¢ wywotywang przez biatka jaj
kurzych. Jest to druga najczesciej wystepujaca alergia po alergii na biatka mleka krowiego. Uczulenia
pokarmowe moga wigza¢ si¢ z réoznymi zagrozeniami dla zycia i zdrowia to, oraz czgsto§¢
wystepowania uczulen pokazuje potrzebe znalezienia rozwigzan alternatywnych dla jaj kurzych.

Badania Moghtaderi i in. (2020) przeprowadzone pod katem reakcji alergicznych na jaja
innych gatunkéw drobiu u dzieci wykazujacych nadwrazliwos¢ na bialka jaja kurzego Wykazaly ze
96,1% procent dzieci nietolerujacych biatek jaj kurzych ma problemy z jajami innych ptakow.
Najczestsza reakcje alergiczng wywotywaty biatka jaj przepiorczych (69,2% badanych), nastepnie
bialka jaj kaczych (65,5%), indyczych (63,5%), zottka jaj gesich (46%), natomiast najmniejszy
procent reaktywnosci wykazywaty zottka jajka gotebich (44%). Ukazuje to mozliwo$¢ stosowania jaj
innych gatunkow drobiu jako alternatyw dla kurzych oraz mozliwo$¢ kontynuowania badan w celu
rozpoczgcia prac nad tworzeniem doustnej immunoterapii zottkami jaj gesich i gotebich (Moghtaderi
i in. 2020). Pomimo mniejszej alergennosci od jaj kurzych, jaja innych gatunkow drobiu, takich jak
przepiorcze (Caro Contreras i in. 2008), kacze czy gesie istniejg bardzo rzadkie przypadki
wywotywania przez nie reakcji alergicznej u oso6b nie wykazujacych takiej reakcji na jaja kurze
(Aiiibarro i in. 2000). Nalezy uwzgledni¢ ta mozliwos¢ przy rozwazaniu réznych form terapii.

Obecnie nie ma potwierdzonej metody calkowitego wyeliminowania uczulenia na biatka jaj
kurzych. Zapobieganie reakcji alergicznej polega na unikaniu ich spozywania, badz w cigezkich
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przypadkach, stosowaniu epineferyny, podawanej w formie zastrzykéw dozylnych. Specyficzna
doustna indukcja tolerancyjna (ang. Specific oral tolerance induction - SOTI) jest eksperymentalng
forma terapii, majacag na celu leczenie lub tagodzenie przypadkdéw nadwrazliwo$ci na jaja kurze przez
budowanie odpornosci. Tacono i in. (2012) probowali zminimalizowa¢ nadwrazliwo$é u dzieci
z bardzo cigzko alergia na jaja kurze, przy uzyciu surowej emulsji z jaj kurzych, podawanej regularnie
przez 6 miesigcy. Wybrano surowe jaja ze wzgledu na fakt, ze niepoprawnie ugotowane jajo moze
wywotaé reakcje alergiczng tak samo jak to surowe. Uzyskanie tolerancji na surowe jaja kurze daje
mozliwo$¢ zmniejszenia restrykcyjnosci diety. Po zakonczeniu okresu terapii i ponownym tescie
reakcji alergicznej, okazato sig, ze 90% pacjentdow osiggneto czgsciowa tolerancje, jednak zadna
z badanych osob nie osiagneta jej w pelnym zakresie. Wzrost progu tolerancji na substancje
uczulajace nie byl zwigzany z wiekiem pacjentow, ich historig ani st¢zeniem IgE w surowicy, co
$wiadczy o skutecznosci terapii SOTI i daje perspektywy na rozwdj tego typu terapii (Iacono i in.
2012). Nie ma produktoéw jajecznych niezawierajacych substancji alergennych, istniejg jednak prace
prowadzace w tym kierunku. Park i in. (2017) testowali mozliwo§¢ zmniejszenia alergennosci
owalbuminy (OVA- gtéwnego alergenu jaj kurzych) po deglikozylacji za pomocag N-
acetyloglukozaminidazy (N-OVA). Stwierdzili, ze stopien alergennosci i antygenowosci tego biatka
zmniejsza si¢ po przeprowadzeniu wymienionego procesu. Wynik ten sugeruje potrzebe dalszych
badan w celu produkcji niealergicznych produktéw jajecznych, mogacych stanowi¢ alternatywe dla
uczulajacych jaj kurzych.

7. Podsumowanie

Alergia na jaja nie jest determinowana tylko i jedynie przez cale jajo, a sktadaja si¢ na to
poszczegdlne alergeny w nim zawarte. Umozliwia to wybdr selektywnego rodzaju diety
pozbawionego poszczegodlnych substancji. Przyktadowo majac alergie jedynie na alergeny biatka jaja
nie trzeba eliminowa¢ z diety zottek. Alergie na jaja nie trzeba mie¢ od wczesnego dziecinstwa
a mozna j3 naby¢ w wyniku czgstego wystawiania organizmu na dziatanie substancji draznigcych.
Pozwala to na wyjasnienie wystgpowania specyficznych reakcji organizmu ludzkiego.
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Streszczenie

Celem pracy bylo przeanalizowanie najczesciej spotykanych  fizjologicznych
i behawioralnych objawow zaburzenia dobrostanu u drobiu. Opisano najwazniejsze zmiany
fizjologiczne i behawioralne zachodzace w odpowiedzi na zaburzenie dobrostanu drobiu, ktoére moga
by¢ wykorzystane jako wskaznik oceny poziomu dobrostanu. Monitorowanie poziomu dobrostanu
drobiu i zapewnienie odpowiednich warunkéw hodowlanych s3 kluczowe dla przemystu
drobiarskiego, poniewaz dobrostan zwierzat jest istotny nie tylko dla samych zwierzat, ale takze dla
zapewnienia wysokiej jako$ci pozyskiwanych od nich produktéw spozywczych.

1. Wstep

Dobrostan to stan, ktory charakteryzuje si¢ utrzymaniem homeostazy organizmu,
uwzgledniajgc dobre samopoczucie oraz prawidtowe funkcjonowanie zwierzgcia. Zaburzenia tego
stanu manifestuja si¢ poprzez zachowania zwierzgcia, ktore s3 odpowiedzia na zmiany fizjologiczne
towarzyszace zaburzeniom, przede wszystkim na wydzielanie hormondéw odpowiedzialnych za stres.
Dobrostan drobiu jest kluczowym zagadnieniem w chowie i hodowli, wptywajacym na zdrowie
i jako$¢ zycia zwierzat. Fizjologicznie zaburzenia dobrostanu mogg by¢ zwigzane z chorobami,
niedoborami pokarmowymi, problemami z uktadem oddechowym czy dyskomfortem wynikajagcym
z nieprawidtowych warunkéw srodowiskowych. Jednakze, zaburzenia dobrostanu drobiu mogag
objawia¢ sie roéwniez poprzez zmian¢ zachowania. Behawioralne objawy to m.in.. zaburzona
aktywno$¢, agresja miedzy osobnikami, pterofagia, kanibalizm, picie wody w nadmiarze lub zbyt
male jej spozycie, stereotypowe ruchy czy apatia. Ocena dobrostanu obejmuje zdrowie ogoélne,
odpowiednig diet¢ i warunki srodowiskowe oraz kontrolg chorob.

2. Przeglad literatury

2.1 Fizjologiczna odpowiedZ na zaburzenie homeostazy

Zaburzenia dobrostanu moga rzutowa¢ niemal na wszystkie aspekty zycia zwierzat.
U podstaw znajdujg si¢ parametry fizjologiczne bezposrednio zwigzane z zaburzeniami homeostazy.
Wymieni¢ wsérdd nich nalezy przede wszystkim zwigkszone poziomy tak zwanych hormonéw stresu
(kortyzol, kortykosteron), ale rowniez zaburzenia proporcji elementdw morfotycznych krwi, jak
zmiana stosunku heterofili do limfocytow czy zmiany poziomu aktywno$ci niektorych enzymow
watrobowych lub odpowiedzialnych za status oksydacyjny organizmu.

Moéwiac o dobrostanie w chowie i hodowli drobiu istotnymi elementami wydaje si¢ przede
wszystkim zapewnienie ptakom odpowiednich warunkéw $rodowiska, a takze zywienia
zaspokajajacego potrzeby fizjologiczne i produkcyjne ptakow. Jesli nawet jeden z tych szeroko
pojetych aspektow ulegnie zachwianiu bardzo czesto dochodzi do zaburzenia homeostazy. Przez
homeostaz¢ rozumie si¢ utrzymanie rownowagi szerokiego spektrum wskaznikow biochemicznych
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niezbednych do poprawnego funkcjonowania danego organizmu. Istotne jest to, iz kazdy organizm
jest inny, czy to ze wzgledu na genotyp czy tez osobnicze przystosowanie, a wigc wartosci te nigdy
nie sg identyczne, ale w pewnym przedziale dany wskaznik nigdy nie powinien przekraczad
okreslonych norm (pH, temperatura, dostepnos¢ substratow, ci$nienie osmotyczne powodujace
przeptyw przez blony biologiczne).

Zaburzenie homeostazy moze wynika¢ m.in. ze stresu, ma on objawy zaréwno fizjologiczne,
jak i behawioralne, aczkolwiek czgsto trudno to okresli¢ u zwierzat. By upewni¢ sie, stres wystapit
mozliwe jest zbadanie poziomu hormonéw takich jak kortykosteron i aldosteron czy kortyzol. Ich
podwyzszony poziom wskazuje na stres, ale nalezy pamietac, ze pewne stgzenia tych hormonow sa
fizjologiczne (Mar¢-Pienkowska i in. 2014), np. koncentracja kortykosteronu w organizmach ptakow
jest 100-krotnie wigksza niz stezenie kortyzolu (Palme i in. 1999, Puvadolpirod i Thaxton 2000, De
Jong i in. 2001), co nalezy bra¢ pod uwage podczas dokonywania oceny stresu.

Produkcja znacznych ilosci glikokortykoidéw do$¢ szybko doprowadza do deficytu
cholesterolu w nadnerczach (Mar¢-Pienkowska i in. 2014). Poniewaz jest on niezwykle waznym
substratem niezbg¢dnym do produkcji witaminy D i kwaséw zotciowych dtugotrwaty lub intensywny
stres moze mie¢ negatywny wplyw na trawienie tluszczy. Poniewaz tluszcze sa zwigzkami
wysokoenergetycznymi, ich brak w diecie moze doprowadzi¢ do rozpoczecia katabolizmu biatek
i postania stresu indukowanego brakiem substancji odzywczych (Hatch 2012). Puvadolpirod
i Thaxton (2000) wykazali, ze znaczny wzrost adrenokortykotropiny spowodowat zréznicowanie
w masie tych kurczat broilerow. Masa ciata, §ledziony i grasicy malata, natomiast masa watroby rosta
wykazujac w szczytowym momencie dwukrotno$é masy watroby ptakéw z grupy kontrolnej, ktora
nic byla poddana dziataniu adrenokortykotropiny. Wraz z czasem jaki uplyna od aplikacji
adrenokortykotropiny masa narzadéow zmniejszata si¢ wracajac do normy. Wzrost masy watroby
laczy si¢ przede wszystkim z dzialaniem kortykosteronu, ktory bezposrednio wplywa na jej wzrost
a takze zwicksza stezenie glukozy, wolnych kwaséw thuszczowych, tréjglicerydow i lipoprotein
VLDL (bardzo niskiej gestosci) we krwi.

Spadek masy ciala to tez odpowiedz na zbyt dlugie wystawianie organizmu na dzialanie
kortykosteronu. Jego wptyw na metabolizm bialkowy doprowadza do wzrostu proteolizy bialek
miesni, a na skutek przy$pieszenia deaminacji zmniejsza si¢ stezenie aminokwasow we krwi. Efektem
takiego dziatania jest zwigkszone wydalanie azotu w moczu i stopniowa degradacja masy migsniowe;j.

W dzisiejszych czasach powodami stresu moga byé zmiany w stadach, zmiany zywieniowe
i przede wszystkim transport, ktory taczy zmienng temperaturg z $ciskiem i powoduje mozliwe
obrazenia mechaniczne. Réwnie waznym czynnikiem wywotujagcym stres jest zbyt duza obsada
ptakow, co moze przyczynia¢ si¢ do nadmiernego wydziobywania pidr (Frieske i Mroczowski, 2014)
i/lub kanibalizmu. Zauwazono, ze czynniki powodujace bol w trakcie uszkodzen mechanicznych
i chemicznych, inicjuja przyspieszenie akcji serca, zmniejszenie pobrania paszy, a wyrywanie pior
zmniejsza ruchliwo§¢ kur 1 stanowi probe tlumienia bolu, sa to efekty nie korzystne i wysoce
stresogenne.

Z tych powodow niezwykle istotnym jest zachowanie mozliwie najnizszego poziomu stresu
podczas chowu i hodowli drobiu, gdyz jest to nie tylko kosztowne, ale takze ma to niekorzystny
wplyw na zdrowie ptakow, a takze jako$¢ pozyskiwanych surowcow.

2.2 Regulacja hormonalna

Jak wspomniano wczesniej, bardzo waznym wskaznikiem fizjologicznym, ktory ulega
zmianie przy zaburzeniu poziomu dobrostanu, jest poziom hormonow we krwi. Przede wszystkim sa
to tzw. hormony stresu tj. kortyzol, kortyzon i kortykosteron (De Jong i in. 2001). Jako, ze sg to
glikokortykosteroidy, sa one produkowane w warstwie pasmowatej kory nadnerczy. Ich prekursorem
sg estry cholesterolu, ktérych spadek odnotowano u brojleréow po leczeniu hormonem
adrenokortykotropowym (Siegel i in. 1960).

Hormony stresu odpowiadajg migdzy innymi za takie reakcje organizmu jak zwickszanie
poziomu glukozy we krwi, co jest wskazane w gwaltownej reakcji na stres. W czasie przemian
glukozy uwalniana jest energia z rozerwaniem wigzania pirofosforanowego wysokoenergetycznego
zwiazku, adenozynotrifosforanu (ATP), ktora pozwala zwierzgciu na atak lub ucieczke, a takze jest
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ona istotna w takich sytuacjach jak pordéd czy kopulacja (White i Porterfield, 2012). Zwickszony
poziom glikokortykosteroidow pobudza réwniez wydzielanie erytropoetyny, ktoérej glownym
zadaniem jest produkcja czerwonych krwinek, majacych na celu odpowiednie dotlenienie tkanek
W sytuacjach stresowych. Warto jednak zaznaczy¢, ze w przypadku ditugotrwalego stresu stezenie
kortyzolu, kortyzonu i kortykosteronu utrzymuje si¢ na znaczaco nizszym poziomie, co skutkuje
dzialaniem prozapalnym oraz immunosupresyjnym. Wowczas ptaki, w szczegdlnos$ci te hodowlane,
staja si¢ bardziej podatne na zakazenia, obserwowane sa problemy z wynikami reprodukcyjnymi
a takze choroby autoimmunologiczne (Mostl i Palme, 2002).

Jedna z najlepszych nieinwazyjnych metod oceny poziomu kortyzolu jest badanie
metabolitow w kale. Pozwala to na dokladng analiz¢ stgzen tego hormonu. Natomiast metoda
nieefektywna jest ocena poziomu kortyzolu z pobranej krwi, poniewaz uktucie igla powoduje
natychmiastowg reakcje ptaka na stres, co skutkuje szybkim wyrzutem kortyzolu i jego pochodnych,
czyli kortykosteronu tuz po schwytaniu (Schwabl i in. 1991).

Regulacja hormonalna ma réwniez wplyw na zmiany w proporcjach sktadnikow krwi,
przede wszystkim zalezno$¢ miedzy liczebno$cia heterofili a limfocytow (Dufva i in. 1996). Ich
pomiar réwniez jest wiarygodnym wskaznikiem poziomu stresu u zwierzecia (Driver, 1981).
Dziatanie kortykosteronu chwile po reakcji stresowej ptaka powoduje wzrost ilosci heterofili przy
spadku ilosci limfocytow (Miiller i in. 2011).

2.3 Behawioralne zaburzenia drobiu wynikajace z niewlasciwego srodowiska bytowania

Oprocz biochemicznych skutkéw zaburzenia homeostazy ptaki czesto wykazuja objawy
W postaci zaburzen behawioralnych. Wérod najczesciej spotykanych, wynikajacych z czynnikow
srodowiskowych, zaburzen mozemy wyrdznic: agresje, stereotypie, polegajace np. na nadmiernym
dziobaniu bez pobierania paszy, wzmozonej wokalizacji i ruchliwosci, pterofagii (wydziobywanie
pidr) oraz kanibalizmie.

Jedng z najlatwiejszych do zauwazenia stereotypii jest pterofagia poniewaz drob zaczyna
traci¢ piora na skutek dziobania. Jesli stres jest stale na wysokim poziomie pterofagia przeksztalca
si¢ w kanibalizm 1 ptaki zaczynajg wydziobywanie odkrytych (nieopierzonych) czesci ciata, przede
wszystkim okolic steku, grzebieni, korali u indykéw. Stanowi to naglacy problem, gdyz na skutek
uszkodzen zwicksza si¢ pobor paszy, ktora zostanie wykorzystana przede wszystkim by wyleczy¢
powstate rany i zwalczy¢ ryzyko infekcji. Zuzyta dodatkowa pasza generuje dodatkowe koszty czgsto
stanowigc czegsto 10 a czasem 40% kosztow ogoélnych (Urban-Chmiel, 2014. Jones i in. (2004)
wykazali, ze ptaki z linii wykazujacej niski (LFP), a nie wysoki poziom wydziobywania piér (HFP)
wykazywaly wicksza towarzysko§¢ (motywacje do przebywania w poblizu innych osobnikoéw)
i pasywny styl "radzenia sobie". Wysoka towarzyskos$¢ i bierno$¢ byly rowniez negatywnie zwigzane
z FP (feather pecking — wydziobywanie pior) u dorostych osobnikéw. Natomiast przycinanie pior
kurom w celu nasladowania wynikow FP wywotywato dziobanie i kanibalizm, nawet u ptakow, ktore
weczesniej nie wykazywaty FP. Spoteczna transmisja fagodnego FP miata miejsce, gdy ptaki LFP
i HFP byty trzymane razem. Delikatne dziobanie moze prowadzi¢ do jego ciezkie]j postaci.

Kanibalizm jest powszechnym problemem produkcji drobiarskiej, moze wystapi¢ w kazdym
systemie utrzymania ptakow, a czynnikami mu sprzyjajacymi moga by¢ uwarunkowania genetyczne
lub $rodowiskowe, zwigzane z utrzymaniem drobiu (Urban-Chmiel, 2014). Czgsto pojawia sig
w stadach utrzymywanych w chowie klatkowym. Utrzymywanie drobiu w tym systemie moze
powodowac¢ niemoznos$¢ zaspokojenia wielu potrzeb behawioralnych, takich jak dziobanie, grzebanie
w ziemi lub $cidtce, poszukiwanie pokarmu czy ruch. Ptaki nie majac mozliwosci w sposob naturalny
zaspokoi¢ potrzeby dziobania zaczynajg kierowa¢ go na inne osobniki, powodujac okaleczenia. Brak
wystarczajacej przestrzeni i duze zaggszczenie wywotuje stres, ktéry dodatkowo napedza zachowania
agresywne. Problem ten nie dotyczy jedynie systemow klatkowych, ale takze $cidtkowych wskazujac
na jego bardzop zréznicowang etiologie (Bombik i in. 2013).- W stadach kur niosek zaobserwowano,
ze po $mierci jednego z osobnikow na skutek kanibalizmu pojawia si¢ tendencja do czestszych tego
typu zachowan patologicznych w obrebie tej samej i sgsiadujacych klatek. Kanibalizm moze by¢ wigc
wynikiem uczenia si¢ ptakow od innych osobnikow stada, dlatego wskazane jest szybkie reagowanie
na pojawienie si¢ tego zjawiska w stadzie (Cloutier i in. 2001). Problem kanibalizmu moze tez mie¢
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podloze w nieprawidlowym zywieniu zwierzat. Prowadzi¢ do wystgpowania tego typu sklonno$ci
moze dieta uboga w biatko pochodzenia zwierzecego (Van Krimpen i in. 2005).

Kanibalizm, bedacy skutkiem zaburzonego dobrostanu, wywoluje nie tylko straty
ekonomiczne ze wzgledu na podwyzszong $miertelno$¢, ale jednoczesnie obniza poziom dobrostanu
(Lambton i in. 2015). Zachowania kanibalistyczne powodujg bodl, przez co tamig trzecig zasade pieciu
wolnosci, od bolu, ran i choréb (Meseret, 2016). Skutkuja réwniez wywotywaniem stresu
i dyskomfortu, zarowno psychicznego, jak i fizycznego wérdd stada. Wiele czynnikéw powodujacych
kanibalizm jest jednoczesnie jego skutkami (Meseret, 2016).

Profilaktyka sklonnos$ci kanibalistycznych obejmuje przede wszystkim zapewnienie
urozmaicenia srodowiska i warunkéow bytowania zwierzat. Czynnikiem obnizajacym patologiczne
zachowania jest dobranie odpowiedniej $ciotki, dzigki ktorej ptaki sa w stanie zaspokajaé swoje
naturalne potrzeby (grzebanie, szukanie pozywienia) i wykazuja mniejsze zainteresowanie innymi
osobnikami (Nicol i in. 1999). Przeprowadzono badania, ktére wykazaly, ze mniejsza liczba ptakow
w stadzie powoduje rzadsze wystepowanie zachowan agresywnych (Sosnowka-Czajka
i Skomorucha, 2020).

Jednym z przyktadow naturalnych zachowan drobiu s3 zachowania agresywne, w tym
agresja terytorialna, samce konkuruja ze soba o dominacje¢ i dostgp do zasobow. Wazne jest, zeby
kontrolowa¢ zachowania agresywne w stadach uzytkowych i monitorowaé ilos¢ czasu, jaka ptaki
poswiecaja na ten typ zachowan. Zwigkszona agresja u ptakow jest czgstym skutkiem zaburzonego
dobrostanu zwierzat. Relacje agonistyczne pojawiajg si¢ w pierwszych tygodniach zycia podczas
walki o zasoby, osobniki zyjace w grupach ucza si¢ ich i je zapamigtujg, a wykorzystuja, gdy osiggaja
dorosto$¢ (Queiroz i Cromberg, 2006). Osobniki trzymane po wykluciu w izolacji wykazuja
zachowania agresywne wczesniej i w wigkszym stopniu niz osobniki dorastajgce w grupach (Raihan
i in. 2017). Na wystepowanie zachowan agresywnych ma duzy wptyw stres srodowiskowy, ktory
powodowany jest niewlasciwymi warunkami w czasie chowu i hodowli. Nieprawidtowosci powoduje
réwniez utrzymywanie zwierzat w ciemnos$ci lub poddawanie ich nadmiernej ekspozycji na sztuczne
$wiatto. Czynnikami napedzajacymi agresje sa: ograniczona, niewystarczajaca ilo§¢ paszy (ztamanie
wolnosci od glodu i pragnienia), nagradzanie osobnikow wykazujacych agresje, zbyt mata przestrzen
osobista (Queiroz i Cromberg, 2006).

Ponadto ptaki spedzajg rézng ilo$¢ czasu dziobigc bez jedzenia, co okresla si¢ jako
stereotypowe zachowanie dziobania. Sg one znacznie czes$ciej odnotowywane w klatkach
bateryjnych niz w wolierze (Tanaka i Hurnik, 1992). Informacje dotyczace wystepowania stereotypii
i czasu poswigconego na te zachowania mogg by¢ przydatne do zrozumienia, jak lepiej zaprojektowaé
miejsce utrzymania, aby zaspokoi¢ naturalne potrzeby ptakow w zakresie pobierania pozywienia
i przejawiania zachowan z tym zwigzanych. Zachowanie poszczeg6dlnych ptakow przy karmidle, jesli
zostanie okreslone ilo$ciowo, moze stanowi¢ podstawe porownawcza do oceny alternatywnych
strategii zarzadzania i utrzymywania (Gates i Xin, 2008).

3. Podsumowanie

Zaburzenia dobrostanu u ptakéw mogg mie¢ powazne konsekwencje dla ich zdrowia i
produktywno$ci. Te problemy moga mie¢ fizjologiczne, jak i behawioralne odzwierciedlenie. Objawy
zaburzen dobrostanu ptakow sa roznorodne, obejmujac zmiany w zachowaniach, wygladzie
fizycznym oraz funkcjach zyciowych.

Wplywaja one na wydajnos¢ produkcji, jako$¢ migsa lub jaj oraz ogdlng kondycje populacji
ptakoéw. Dlatego wazne jest monitorowanie ich dobrostanu poprzez zapewnienie odpowiednich
warunkow hodowlanych, wlasciwego zywienia, profilaktyki zdrowotnej i opieki weterynaryjne;j.
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Streszczenie

Skorupa jaja jest jego jedyng cze$cig nieorganiczng. Charakteryzuje si¢ ona skomplikowana,
doskonale zorganizowana, wielowarstwowa struktura, ktorej kazda cze¢$¢ pelni specyficzne funkcje.
Najbardziej zewnetrzng czescig skorupy jest kutykula, ktoéra zapobiega przedostawaniu sig¢
drobnoustrojéow do wngtrza jaja. Warstwa palisadowa oraz warstwa brodawkowa odpowiadajg za
wytrzymalo$¢, natomiast blony podskorupowe za utrzymanie stabilnosci skorupy oraz
zabezpieczanie tresci jaja przed wnikaniem potencjalnie patogennych mikroorganizmow do wnetrza
jaja. Wystepujace w catej skorupie pory odpowiadaja za wymiang gazowa pomiedzy wnetrzem jaja
a srodowiskiem zewnetrznym. W zwiazku z tym mozna stwierdzié¢, ze gléwna funkcja skorupy jaja
jest ochrona rozwijajacego zarodka przed czynnikami $rodowiskowymi. Ze wzgledu na sktad
chemiczny, w ktorym najwigkszy udzial ma weglan wapnia (ok. 94%), skorupa jaja stanowi
doskonate zrédto pierwiastkow budulcowych dla rozwijajacego si¢ embrionu ptasiego. Celem pracy
byto przyblizenie budowy, sktadu chemicznego, procesu formowania si¢ i funkcji poszczegdlnych
czgéei skorupy jaj ptasich, a takze omowienie procesu przyswajania substancji budulcowych ze
skorupy jaja podczas rozwoju embrionalnego.

1. Wstep

Skorupa jaja ptakow ma bardzo zlozong strukture, ktora speilnia szereg funkcji
fizjologicznych. Jej pierwotng funkcjg jest ochrona rozwijajacego si¢ zarodka przed czynnikami
srodowiskowymi, uszkodzeniami fizycznymi i mikroorganizmami (Kopacz i Drazbo 2018). Ochrona
ta jest mozliwa dzigki wielowarstwowej budowie. Skorupa jaja zbudowana jest z kutykuli, bedacej
jej najbardziej zewnetrzng warstwg, warstwy palisadowej, warstwy brodawkowej oraz dwdch bton
pergaminowych (zewnetrznej i wewnetrznej). Skorupa jaja sklada si¢ glownie z zwigzkow
nieorganicznych, w szczegdlnosci z weglanu wapnia (95%), oraz w §ladowych ilo$ciach zwigzkow
organicznych 5% (Szeleszczuk 2013). Tak duza zawarto$¢ wapnia w sktadzie chemicznym skorupy
jest niezbe¢dna, gdyz okoto 80% wapnia w uktadzie kostnym pisklgcia bedzie pochodzito z skorupy
(Coleman i Terepka 1972; Hincke i in. 2008). Kolejng niezwykle istotng funkcja skorupy jest
zapewnienie wymiany gazowej pomig¢dzy wnetrzem jaja a Srodowiskiem poprzez znajdujace sig
w niej liczne pory.

2. Budowa i funkcje skorupy

Kutykula jest cienka, najbardziej zewngtrzng warstwa skorupy, skladajaca si¢ w 90%
z biatek i w 10% z weglowodanow takich jak galaktoza, fruktoza i mannoza. Kutykula odpowiada za
zakonczenie formowania skorupy jaja, a jej obecno$¢ na powierzchni skorupy zapewnia
rozwijajacemu si¢ zarodkowi ochrong przed szkodliwymi mikroorganizmami mogacymi dostac si¢
do wnetrza jaja poprzez pory (Bain i in. 2013, Wilson i in. 2017). Co ciekawe, nie wszystkie ptaki
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wyksztalcajg kutykule na powierzchni swoich jaj, do tych wyjatkéw nalezg papuzki faliste i pingwiny
(Vieco-Galvez i in. 2021).

Obecne w skorupie jaja kurzego pory stanowig jedyng droge wymiany gazowej pomi¢dzy
rozwijajacym si¢ zarodkiem a §rodowiskiem zewnetrznym. Liczba pordéw, ich $rednica i uktad byly
przedmiotem wielu badan. Zimmermann i in. (2007) zasugerowali, ze liczba i ksztalt poréw sa
zwiazane z okresem inkubacji, a takze warunkami srodowiskowymi, w ktorych zyja ptaki, przy czym
u ptakow, u ktorych okres inkubacji jest dtuzszy, liczba pordw jest mniejsza. Na ogot w skorupie jaja
kurzego znajduje si¢ 7000-17000 porow o srednicy 6-26 mikronow, w zwigzku z tym przyjmuje sig,
ze na cm? skorupy moze przypadaé¢ od 70 do 200 poréw. Ich najwigksze zageszczenie znajduje sie
w tepym koficu jaja, natomiast ich najmniejsza liczba obserwowana jest w koficu ostrym. Nalezy
jednak pamigtaé, ze liczba poréw w skorupie jaja jest zmienna i dodatnio skorelowana z masg jaja
(Tullett i in. 1977). W jajach wigkszo$¢ ptakdw obserwuje si¢ pory o budowie lejkowate;j,
w przypadku jaj pingwinéw oraz ptakoéw blaszkodziobych przyjmuja one rozgateziony w jednej
plaszczyznie ksztalt, natomiast u strusi i emu s3 one rozgatezione we wszystkich plaszczyznach
(Vieco-Galvez i in. 2021).

Warstwa palisadowa, zwana rowniez warstwa gabczastg, Stanowi swego rodzaju
rusztowanie skorupy, decydujace o jej cechach wytrzymatosciowych. Sklada si¢ ona z kolumn
krysztaléw kalcytu, ktére sa prostopadte do powierzchni skorupy jaja (Swiatkiewicz i Koreleski
2003). Dzieki swojej budowie warstwa palisadowa jest najgrubszg cze$cig skorupy (Coulibaly i in.
2023). Badajac zwigzek tej warstwy z cechami wytrzymatosciowymi skorupy Simons (1971)
zaobserwowal zalezno$¢ pomiedzy szerokos$cig kolumn klacytu a zdolnoscia skorupy do odksztatcen.
Stwierdzil, ze jaja z szerokimi kolumnami krystalicznymi miaty wysokie wartosci deformacji,
natomiast waskie kolumny tworzyly mocniejsze skorupy jaj. Teze ta potwierdzil Schmidt (1968),
ktory zauwazyt podobna analogie w przypadku jaj perliczych. Podstawe do tworzenia si¢ warstwy
palisadowej stanowi warstwa brodawkowa, ktora sktada si¢ z potkolistych skupisk weglanu wapnia
(brodawek) osadzonych na zewnetrznej blonie podskorupowe;.

W jajach kurzych wystepuja dwie, przylegajace do siebie blony podskorupowe — zewngtrzna
i wewnetrzna. Sktadaja si¢ one z sieci widkien zbudowanych z wielu rodzajow biatek. Blony te sg ze
soba potaczone i przylegaja Scisle do skorupy niemal na catej jej powierzchni. Jedynym wyjatkiem
jest tepy koniec jaja, gdzie btony podskorupowe rozdzielajg si¢ tworzac komore powietrzna, z ktorej
rozwijajacy si¢ zarodek bierze swoj pierwszy oddech. Na poczatku inkubacji btony podskorupowe
scisle przylegaja do warstwy brodawkowatej skorupy, jednak wraz z czasem potaczenie to stabnie.
Oprocz petnienia funkcji w procesie mineralizacji skorupy btony podskorupowe maja za zadanie
utrzymanie stabilnosci skorupy oraz zabezpieczanie tresci jaja przed drobnoustrojami.

3. Proces formowania

Proces formowania skorupy rozpoczyna si¢ w koncowych czgéciach jajowodu a doktadniej
w przesmyku biatym (Hincke i in. 2012). Proces ten jest jednym z najwczes$niej poznanych przez
ludzko$¢ proceséw mineralizacji. Odbywa si¢ on praktycznie codziennie w zalezno$ci od dostepu
$wiatta. Formowanie skorupy wymaga od kury bardzo duzych zapaséw weglanu wapnia, gdyz
dziennie na wytworzenie skorupy wykorzystuje ona okoto 2 g tego pierwiastka (Nys i Le Roy 2018).

U kur selekcjonowanych na wysoka niesnos§¢ przy zapewnieniu odpowiednich warunkow
srodowiskowych proces uwapniania si¢ skorupy mozna podzieli¢ na 3 etapy, a taczny czas tworzenia
si¢ skorupy wynosi okoto 17 godzin (Nys i in. 2004). W pierwszym etapie formowania skorupy
rozpoczyna si¢ proces mineralizacji krysztatow kalcytu na blonie zewngtrznej (trwa ok. 5 godzin).
Rozmieszczenie miejsc krystalizacji uwarunkowane jest genetycznie i moze ono wplywaé na
wytrzymato$¢ skorupy. W pdzniejszych etapach miejsca mineralizacji przeksztalcaja si¢ w miejsca
wzrostu warstwy brodawkowatej, a nastgpnie poprzez ich wzrost powstaje warstwa palisadowa (Nys
i in. 2004). Drugi etap formowania skorupy stanowi jeszcze szybszy wzrost warstwy palisadowej.
Podczas gdy prostopadle do tworzacej si¢ skorupy jaja tworza si¢ krysztaty kalcytu, to zaraz po nich
w pozycji liniowej osadza si¢ weglan wapnia, proces ten postepuje w ciggu 10 godzin (Hincke i in.
2012). Ostatni najkrotszy etap konczy proces zwapnienia (ok. 1,5 godziny). Zatrzymanie
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mineralizacji nastgpuje poprzez zetknigcie si¢ z ptynem macicznym, ktory w swoim sktadzie jest
wysycony jonami wapnia (Gautron i in. 1997). Oprdcz jonow wapnia w procesie formowania skorupy
obserwuje si¢ podwyzszone stezenie fosforu, ktory wykrywalny jest na powierzchni skorupy. Dzieje
si¢ tak, gdyz aniony fosforowe, a takze biatkowe zwiazki fosforanowe moga stanowi¢ inhibitory
wytracania si¢ weglanu wapnia, co pociaga za soba wzrost krysztalow (Gautron, i in. 2001).

W koncowym etapie formowania skorupy zyskuje ona swoj kolor. Barwniki odpowiedzialne
za kolor podlegaja syntezie w gruczole skorupowym jajowodu (Wang i in. 2007). Barwa skorupy jest
cecha charakterystyczng dla poszczegdlnych ras. Wyrdznia si¢ trzy podstawowe barwniki:
biliwerdyne, jej chelat z cynkiem oraz protoporfiryng (Kennedy i in. 1976). W przypadku jaj
0 niebieskiej lub zielonej skorupie w wiekszych przewazaja biliwerdyna i jej chelaty z cynkiem,
natomiast w jajach o brazowej skorupie wigkszy udzial stanowi protoporfiryna (Zhao i in. 2006).
Barwa skorupy ma duzy wptyw na przyszla warto$¢ wytworzonego jaja. Jaja o ciemnym zabarwieniu
skorupy cechuja si¢ zazwyczaj jej wigksza gruboscig, co prawdopodobnie spowodowane jest
zalezno$cia miedzy procesem wapnienia skorupy, a odktadaniem si¢ w niej barwnikéw (Ingram i in.
2008). U przepiodrek japonskich, u ktérych barwa skorupy jest niezwykle zréznicowana, jaja moga
mie¢ barwe niebieska, czarng, biata, brazowa oraz nakrapianie, co jednak nie wptywa znaczaco na
ich jako$¢ konsumpcyjna Niemniej jednak, niektoérzy autorzy zauwazyli réznice w parametrach
wylegowosci jaj przepiodrczych o roznym kolorze skorup (Drabik i in. 2020).

4. Sklad chemiczny skorup jaj

Skorupa jaja kurzego sktada si¢ w 94% z weglanu wapnia, 4% substancji organicznych, 1%
fosforanu wapnia oraz 1% weglanu magnezu (Murakami i in. 2007). Finalny udziat sktadnikow
mineralnych w skorupie jaja kurzego wynosi ok. 6 g (Nys i in. 2004). Sktad chemiczny skorupy
przektada si¢ na jej procentowy udziat w sktadzie jaja i, w zaleznosci jej od wielkos$ci, wynosi okoto
10 - 13% (Hanusova i in. 2015). Cho¢ z punktu widzenia konsumenta skorupa i blony podskorupowe
wydaja si¢ by¢ tylko produktami ubocznymi, to stanowig one zroédto zwiazkdéw biologicznie czynnych
dla rozwijajacego si¢ zarodka (Nakano i in. 2003).

Wedtug Nakano i in. (2003) w jajach kur rasy White Leghorn, zawarto$¢ popiotu wynosita
16,07% dla odwapnionej skorupy, 0,31% dla blony zewnetrznej, natomiast w blonie wewngtrzna
zawarto$¢ popiotu byta niewykrywalna. Co wigcej w skorupie jaja i blonach podskorupowych
oznaczyl on niewielka ilo$¢ kwasu uronowego (zaliczany do tzw. kwaséw cukrowych powstajacych
z aldoz, pelnig wazne funkcje biologiczne jak detoksykacja czy biotransformacja ksenobiotykow czy
hormonéw steroidowych), ktéry moze przyczynia¢ si¢ do utrzymania odpowiedniej twardosci
skorupy, a takze, dzigki swoim wlasciwos$cig antybakteryjnym, ochrony jaja przed drobnoustrojami.
Badania wykazaly, ze w skorupie znajdywata si¢ pieciokrotnie wicksza zawarto$¢ kwasu uronowego
niz w blonach skorupy (Nakano i in. 2001). Zawartos¢ alaniny i glicyny w przypadku skorupy jest
wyzsza w porownaniu do bton podskorupowych, natomiast w przypadku proliny i hydroksyproliny
sytuacja jest odwrotna, to w blonach podskorupowych zawarto$¢ tych aminokwasoéw jest
zdecydowanie wigksza. W przypadku leucyny minimalnie wieksza jej zawarto$¢ zaobserwowano
w odwapniowej skorupie jaj, natomiast zawarto§¢ ta byta niemal identyczna migdzy btonami
podskorupowymi (Nakano i in. 2003).

Btony skorupy zawieraja 69,2% biatka, 2,7% thuszczu, 1,5% wody i 27,2% popiotu. Choé¢
kolagen stanowi zaledwie okoto 10% bialka, z ktorego sktadaja si¢ blony podskorupowe, to jest on
podstawowym elementem zapewniajacym ich ksztalt. Zawarto$¢ kolagenu pomigdzy wewngtrzng
a zewnetrzng blong podskorupowa moze si¢ rozni¢. Nalezy zauwazyc¢, ze w przyrodzie funkcjonuje
wiele typow kolagenow, ktorych rola jest $cisle zwigzana z budowa. Do najwazniejszych nalezg te
budujace widkna fibrylarne (typ I, 1L, III, V) oraz budujace struktury usieciowane (typ IV, VII, X)
(Bortstein i Sage, 1980). Jak podaje Shi i in. (2021) wewnetrzna btona podskorupowa zawiera
zaréwno kolagen typu I, jak V, w przeciwienstwie do zewnetrznej btony podskorupowej zawierajace;j
jedynie kolagen typu I.
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5. Przyswajalno$¢ substancji budulcowych

Zarodek kurzy od poczatku inkubacji pobiera ogromng ilo$¢ jondw wapnia, niezbednych do
prawidlowego rozwoju narzadoéw. Skorupa jaja dostarcza ponad 80% tego kluczowego elementu
budulcowego, przy czym jego najwigksze ilo$ci zuzywane sa podczas wytwarzania szkieletu, migsni
i uktadu nerwowego (Chien i in. 2009). Niedobor mineratow w skorupie jaja moze prowadzi¢ do
zaburzen metabolicznych, a tym samym moze mie¢ negatywny wptyw na uktad kostny, ale takze
odpornosciowy i sercowo-naczyniowy. Co wigcej, zmiany w sktadzie chemicznym skorupy moga
pogorszy¢ wyniki lggu.

Podczas rozwoju embrionalnego szkielet wykazuje najwigksze zapotrzebowanie wtasnie na
wapn. Tempo wzrostu moze odgrywac¢ fundamentalng rolg dla wzorca rozwoju szkieletu u ptakow,
im szybszy wzrost, tym mniej skostnialy szkielet w momencie wyklucia (Blomi Lilja 2004). Podczas
rozwoju embrionalnego, do 11 doby inkubacji, wapn jest sukcesywnie mobilizowany najpierw
z z6ttka (ktore zawiera okoto 30 mg tego pierwiastka), a nastgpnie ze skorupy jaja. Miedzy 12. a 16.
dobg inkubacji obserwuje si¢ spadek masy skorupy jaja o okoto 300 mg, co stanowi okoto 120 mg
wapnia i innych sktadnikéw budulcowych. Proces ten ma na celu wzmocnienie szkieletu zarodka, tak
by byt on w stanie utrzymaé wzrost masy ciata. Podczas inkubacji ze skorupy uwalnia si¢ rowniez
2,75 mg fosforu, 57,2 ug zelaza oraz 0,68 pg manganu, natomiast zawarto$¢ tych pierwiastkow
w skorupie jest bardzo niska w porownaniu do ich zawarto$ci w z6ttku (Yair i Uni 2011; Halgrain i
in. 2022).

Wapn jest przekazywany ze skorupy do zarodka za posrednictwem btony kosmowkowo-
omoczniowej. Nabtonek kosmowkowy wyscieta blony skorupowe i bierze udziat zardéwno
W rozpuszczaniu wapnia z wewnetrznej czesci skorupy jaja, jak i w przenoszeniu rozpuszczonych
jonow do zarodka przy pomocy sieci naczyn wtosowatych. Mobilizacja wapnia ze skorupy odbywa
si¢ wylacznie za posrednictwem kosmkow kosmowki. Ilo§¢ mobilizowanego wapnia jest zalezna od
zardwno stopnia rozbudowania kosmkow, jak i od ich liczby (Karlsson i Lilja 2008). Utrata
sktadnikéw mineralnych ze skorupy jaja podczas resorpcji mineratdw réwniez ostabia skorupe na
potrzeby procesu wyklucia, umozliwiajacego piskleciu wydostanie si¢ ze skorupy (Chien i in. 2009).

6. Podsumowanie

Przedstawiony powyzej przeglad pismiennictwa pokazuje, jak skomplikowang i niezwykle
istotng dla prawidtowego rozwoju zarodka jest skorupa jaja. Oprocz zapewnienia ochrony i wymiany
gazowej pomiedzy $rodowiskiem a wnetrzem jaja, skorupa dostarcza pierwiastkow mineralnych
niezbednych gtéwnie dla prawidlowego formowania uktadu kostnego pisklecia. Nie ulega zatem
watpliwosci, ze prawidlowa budowa skorupy oraz jej sktad chemiczny maja niezwykle istotny wptyw
na sukces wyleggu oraz zdrowie i jako$¢ pozyskanych pisklat.
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Streszczenie

Opad jako zjawisko trudne do przewidzenia, generuje inzynierom wiele probleméw podczas
projektowania systemoéw odwodnieniowych i obiektow z nimi wspodtdziatajacych. Wybor wysokosci
opadu rocznego wplywa na warto$¢ natezenia przeptywu miarodajnego do ustalania geometrii
kanatow i kubatury obiektow retencyjnych. Btedne przyjecie tego parametru powoduje przyjgcie
kanatow
0 niewystarczajacych gabarytach, co w konsekwencji prowadzi do cze¢stszych podtopien, albo
generuje niepotrzebnie wigksze koszty inwestycyjne. Zatem kluczowym aspektem jest wiasciwy
wybor opadu, ktory zapewni prawidlowe zaprojektowanie systemow kanalizacyjnych. Celem badan
byla analiza ksztaltowania si¢ wysokosci opadow atmosferycznych na przestrzeni lat 1991 — 2022.
W artykule uwzgledniono opady z pdtnocno-zachodniej, centralnej i potudniowo—wschodniej Polski.
Dane o opadach pochodzg z Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej. Wybrano celowo roézne
odlegle rozmieszczenie stacji pomiarowych, aby poréwnaé otrzymane wyniki badan i nada¢ im
znaczenie aplikacyjne. W artykule omowiono ksztattowanie si¢ opadu rocznego i miesiecznego dla
wybranych lat. Rozwazaniu poddano w jakim miesigcu najczesciej odnotowano opad maksymalny
w skali roku. Analizie poddano takze jak czgsto na przestrzeni lat pojawit si¢ dany opad maksymalny
roczny. Pozwala to w wyborze odpowiedniej czgstotliwosci pojawienia si¢ deszczu krytycznego
ustalanego podczas projektowania systemow kanalizacji deszczowej. Na podstawie wynikdw mozna
stwierdzi¢, ze najnizsze opady wystepuja w centralnej Polsce, $rednio 500 mm, nieco wyzsze wartosci
sg dla regionu potocno-zachodniego okoto 800 mm i najwyzsze dla potudniowo-wschodniej Polski,
bo okoto 950 mm. Rozbieznos¢ wynikow potwierdza, ze uwarunkowania lokalne majg istotny wpltyw
na wysokos¢ opadow. Dlatego tak waznym elementem procesu projektowego jest prawidlowe
ustalenie wysokosci opadu ze wzgledu na region planowanej inwestycji.

1. Wstep

Wody opadowe na terenach naturalnych, nieprzeksztatconych przez cztowieka w wigkszosci
infiltrujg do gruntu, a okreslona ich ilo§¢ odptywa do ciekéw. W przypadku wystapienia opadu na
terenach zurbanizowanych, gdzie powierzchnia jest utwardzona dochodzi do zaburzenia naturalnej
rownowagi pomig¢dzy zjawiskami opadu, a procesami sptywu, infiltracji i parowania (Sty$ 2013).
W konsekwencji prowadzi to niekiedy do ustalania nadmiernych doptywoéw wod opadowych do
projektowanej sieci kanalizacyjnych i urzadzen. W innej sytuacji niedoszacowanie powoduje czgstsze
podtopienia i wylanie na powierzchni¢ wod opadowych, a takze znaczne straty gospodarcze.
Inzynierowie, w celu unikniecia btedow projektowych przyjmuja odpowiednie zalozenia dotyczace
stopnia utwardzenia powierzchni sptywu, wysokos$ci opadu i czestotliwos$ci jego pojawienia si¢
(Myhre iin. 2019; Nachshon i in. 2016). Niestety, btedne ustalenia skutkujg ztym doborem wymiardéw
przewodéw i obiektow retencyjnych. Drugim niekorzystnym zjawiskiem utrudniajacym dobranie
odpowiednich wartosci wysokosci opadéw sg coraz czeSciej obserwowane zmiany (cykle)
klimatyczne, w tym susze i deszcze nawalne, ktore rowniez zaburzajg proces rOwnowagi obiegu wody
w przyrodzie. Wedlug prognoz coraz czesciej beda wystepowac znaczne réznice dotyczace
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wysokosci opadu pomigdzy okresami deszczowymi a suchymi (Fischer i Knutti 2016; Szyga-Pluta
2018; Tomczyk i Szyga-Pluta 2018). Dwoma podstawowymi przyczynami zmian w bilansie doptywu
wod opadowych do sieci kanalizacyjnej sa wigc postepujaca urbanizacja i zmieniajgce si¢ na
niekorzy$¢ ekstremalne zjawiska pogodowe (Humbal i in. 2023; Nowakowska i Kotowski 2017,
Starzec i in. 2020).

Woda znajduje si¢ w cigglym obiegu hydrologicznym, na ktéry sktada si¢ szereg zjawisk,
takich jak: parowanie wod oceanow, morz, jezior, rzek, transpiracja, parowanie z gleby, sublimacja,
infiltracja do gruntu, sptyw powierzchniowy, intercepcja itd. Opad jest zjawiskiem trudnym do
scharakteryzowania, bowiem jest uwarunkowany duza zmienno$cia, zaré6wno czasowa jak
i przestrzenng (Szyga-Pluta 2018). Od wielu lat prowadzone sa badania dotyczace opadow
atmosferycznych. Pomimo wielu prac zajmujacych si¢ tym problemem, wigkszo$¢ potwierdza duza
zmienno$¢ opadu, trudng do opisania jednoznacznie (Czarnecka i Nidzgorska-Lencewicz 2012;
Tomczyk i Szyga-Pluta 2018; Wo$ 2010; Zmudzka 2009). Dotychczas najbardziej znane modele
opadowe stosowane do wymiarowania kanalizacji w Polsce to model opadowy Btlaszczyka,
Bogdanowicz i Stachy, Chomicza, Lombarda (Kotowski i in. 2010). Modele te nie zawsze moge by¢
uzyte w kazdym przypadku, a moga by¢ nawet uznawane za przestarzale, przez co nalezy uwaznie
rozwazy¢ wybor modelu opadowego (Kotowski i in. 2009; Weglarczyk 2013). Sytuacja ta zmusza
projektantow do udoskonalenia metod projektowych i zasad wymiarowania systemow deszczowych,
a takze ostroznego doboru parametrow wejsciowych dla zlewni objetych opracowaniem projektowym
(Kordana — Obuch i Starzec 2020; Starzec i in. 2014). W Polsce obserwowane sg znaczne roznice
w wysokosci opadu rocznego ze wzglgdu na lokalizacj¢ systemu odwodnieniowego (Licznar i in.
2020). Dodatkowo, widoczne sg réznice w wysokosciach opadoéw miesigcznych. W artykule
dokonano analizy zmienno$ci opadéw na przestrzeni ostatniego trzydziestolecia (1991-2022) na
obszarze trzech r6znych lokalizacji zlewni na obszarze Polski. Ma to na celu wykazanie odmiennych
charakterystyk zmiennosci czasowej, jak i przestrzennej opadéw w Polsce.

2. Material i Metody

Celem badan byla analiza ilosciowa ksztaltowania si¢ wysokosci opadéw atmosferycznych
na przestrzeni lat 1991 — 2022 na terenie trzech réznych lokalizacji w Polsce. Dane o opadach
pochodzg ze strony internetowej Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej. Sg to meteorologiczne
dane bazujace na pomiarach wysokosci opadu na wybranych stacji meteorologicznych. Analizie
poddano charakterystyki opadow pojawiajacych si¢ w réznych lokalizacjach, ktore na potrzeby
artykutu oznaczono kolejno: I, 11'i 111

Rozwazono nastepujace stacje meteorologiczne: Stawno, Walewice i Polana (Tab.1).
Wybrano rézne odlegle rozmieszczenie stacji pomiarowych w celu poroéwnania otrzymanych
wynikéw pod wzglgdem umiejscowienia ich na mapie Polski (Rys.1). Lokalizacja | znajduje si¢
W potnocno-zachodniej czgéci Polski, w miescie Stawno i jest polozona na Rowninie Stupskiej
W wojewodztwie zachodnio -pomorskim. Druga analizowana lokalizacja Il posiada stacje
meteorologiczng w centralnej cze$ci Polski w Walewicach, w wojewoddztwie 16dzkim. Natomiast
trzecia, poddana analizie lokalizacja Il znajduje sie¢ w potudniowo—wschodniej Polsce we wsi Polana,
w wojewodztwie podkarpackim.

Tab.1. Analizowane stacje meteorologiczne, z ktérych pochodza dane opadowe.

Oznaczenie | Kod stacji | Nazwa stacji Lokalizacja
| 254160030 Stawno Wojewoddztwo zachodnio-pomorskie
I 252190160 Walewice Wojewoddztwo todzkie
11 249220220 Polana Wojewodztwo podkarpackie
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Rys. 1. Lokalizacja zlewni poddanych analizie.

3. Woyniki i dyskusja

W pierwszej kolejnosci analizie poddano ksztaltowanie si¢ opadu rocznego w zaleznosci od
lokalizacji na mapie Polski i danego roku. W przypadku lokalizacji | (Rys.2), tj. péinocno-zachodniej
Polski, maksymalna wysoko$¢ opadu rocznego na przestrzeni lat 1991 - 2022 wyniosta 1178 mm
i byta ona odnotowana w roku 2017. Drugi najwiekszy opad roczny wystgpit w roku 1998 i wyniost
on 1087 mm, natomiast trzeci najwickszy opad mial miejsce w 2007 roku i byt rowny 1020 mm.
Wyniki te wskazuja, ze opad maksymalny wystepuje dla lokalizacji |, $rednio co 10 lat. Srednia
warto$¢ opadu na podstawie danych z lat, wynosi 817 mm, co stanowi 31% mniej niz najwyzsza
zanotowana warto$¢ wysokos$ci opadu dla tej lokalizacji.
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Rys. 2. Roczna suma opadow w analizowanych latach w lokalizacji | (péinocno-zachodnia Polska).

Maksymalne opady roczne dla lokalizacji 1l (Rys.3) sg znacznie mniejsze w poréwnaniu do
lokalizacji I, bo az o okoto 40%. Najwyzszy opad roczny dla lokalizacji Il w latach 1991 — 2022
odnotowano w 2010 roku i wynidst on 759 mm. Z kolei drugi najwigkszy opad wystapil w roku 2021
o warto$ci 721 mm, a trzeci w kolejnosci najwigkszy opad miat miejsce 2017 roku i byt rowny 705
mm. Analizujac $rednig warto$¢ opadu rocznego z trzydziestu lat dla terendw centralnej Polski,
wynosi ona okoto 514 mm. Wyznaczona warto$¢ $rednia jest o okoto 32% mniejsza od maksymalnej
zanotowanej wartosci opadu z analizowanych lat dla lokalizacji I1.
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Rys. 3. Roczna suma opadéw w analizowanych latach w lokalizacji Il (centralna Polska).
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Dla lokalizacji 11l (Rys.4), tj. potudniowo-wschodniej czesci Polski, maksymalny opad
roczny w latach 1991 - 2022, wynidst 1281 mm i byt on zanotowany w 2008 roku. Drugi najwickszy
opad roczny wystapit w 1998 r. i wynidst 1261 mm, natomiast trzeci najwickszy opad miat miejsce
2004 roku i byt rowny 1257 mm. Srednia warto$¢ opadu rocznego z trzydziestu lat dla potudniowo -
wschodniej czgsci Polski, wyniosta okoto 976 mm i jest ona okoto 24% mniejsza od maksymalne;j
zanotowanej wysokosci opadu. Warto$¢ $rednia z analizowanego trzydziestolecia opadu rocznego
jest najmniej oddalona od maksymalnego opadu w poréwnaniu do lokalizacji | i I1. Dodatkowo w tym
przypadku, zanotowano takze najwyzsze opady roczne w odniesieniu do pozostatych analizowanych
regionow.
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Rys. 4. Roczna suma opadow w analizowanych latach w lokalizacji Il (potudniowo — wschodnia
Polska).

W dalszym etapie rozwazaniom poddano miesigczne opady, w ktorych wystapit opad
maksymalny w danym roku na przestrzeni analizowanego zakresu lat. Dla lokalizacji | (tj. pétnocno
- zachodnia Polska) miesigczne opady maksymalne najczesciej wystepowaly w lipcu (Rys.5).
W analizowanym trzydziestoleciu Sytuacja taka miata miejsce 7 razy i stanowi to 22% udziatu we
wszystkich wynikach. Drugim miesigcem z opadami maksymalnymi byl sierpien, bowiem
W przeciggu 30 lat opad maksymalny wystapil 6 razy w sierpniu (19% udziat). Dla lokalizacji Il, czyli
centralnej Polski (Rys.6), maksymalny opad miesigczny w analizowanym trzydziestoleciu najczesciej
wystepowal w lipcu. W tym przypadku sytuacja ta miata miejsce 13 razy i jest to okoto 41% sposrod
wszystkich analizowanych wynikow. Na drugim miejscu jest miesigc sierpien, w ktérym opad
maksymalny pojawit si¢ 5 razy w przeciagu 30 lat i stanowi to okoto 16% sposrod analizowanych
wynikéw. W potudniowo — wschodniej Polsce, tj. lokalizacji 11l (Rys.7), maksymalny opad
miesigczny pojawit si¢ 9 razy w lipcu (28%) i 7 razy (2%) w czerwcu dla analizowanego
trzydziestolecia. Wyniki te wykazuja ta sama zalezno$¢ dla wszystkich trzech lokalizacji
i potwierdzajg, ze maksymalne opady miesigczne najczesciej obserwowane sa w miesigcach letnich,
w tym szczegolnie w lipcu.
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Rys. 5. Krotno$¢ wystgpowania maksymalnych opadéw w przedziale miesiaca na przestrzeni lat 1992
- 2022 w skali roku dla lokalizacji T (p6tnocno — zachodnia Polska).
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Rys. 6. Krotno$¢ wystgpowania maksymalnych opadéw w przedziale miesigca na przestrzeni lat 1992
- 2022 w skali roku dla lokalizacji 1l (centrala Polska).
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Rys. 7. Krotno$¢ wystepowania maksymalnych opadéw w przedziale miesiaca na przestrzeni lat 1992
- 2022 w skali roku dla lokalizacji 11 (potudniowo — wschodnia Polska).

W kolejnym etapie analizie poddano zmienno$¢ wysokosci opadow w lipcu dla wszystkich
trzech regiondow w okresie rozwazanego trzydziestolecia (1991-2022). Rozwazano opady dla tego
miesigca, poniewaz jak to wykazano wczesniej, w lipcu najczesciej wystepuja opady maksymalne w
skali roku, niezaleznie od potozenia zlewni.

Dla lokalizacji | (poétnocno-zachodnia Polska) najwyzsza wysoko$¢ opadow w lipcu
wystgpita w roku 2007 o wartoéci 186,3 mm, natomiast najmniej wyniosta 7,9 mm w roku 2006
(Rys.8). Na podstawie danych ustalono $redni opad w lipcu dla analizowanego trzydziestolecia rowny
90,1 mm. W tym przypadku opad o najwickszej warto$ci jest ponad dwukrotnie wickszy od $redniej
z lat i prawie 24-krotnie wickszy od najmniejszej zanotowanej wartosci.
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Rys. 8. Wysokosé¢ opadow w lipcu w potnocno-zachodniej Polsce w latach 1991 — 2022.
Najwyzsza miesigczng sumg¢ opadoéw o wartosci 208 mm dla lokalizacji 1l (Rys.9)

zanotowano w lipcu 1997 roku, natomiast najmniejsza wyniosta 2,4 mm w 2006 roku. Sredni lipcowy
opad dla lokalizacji Il w analizowanym trzydziestoleciu wynidst 84 mm, warto$¢ ta jest 2,5-krotnie
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mniejsza od najwyzszej. Z kolei najwyzszy zanotowany opad jest prawie 87-krotnie wigkszy od
najmniejszej wartosci z lipca.

d.
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Rys. 9. Wysokos$¢ opaddéw w lipcu w centralnej Polsce w latach 1991 — 2022.

Maksymalna miesigczna suma opadow w lipcu dla potudniowo-wschodniej Polski (Rys.10)
wyniosta 373,3 mm w 2008 r., natomiast najmniejsza wysoko$¢ opadu w lipcu byta réwna 19 mm
i miata miejsce w 1994 r. Obliczono, ze $rednia warto$¢ opadu miesigcznego w lipcu dla lokalizacji
Il wynosi 143 mm. W tym przypadku opad o najwyzszej wartosci jest 2,6 razy wigkszy od $redniej
z lat i prawie 20-krotnie wiekszy od najmniejszej zanotowanej wartosci.
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Rys. 10. Wysoko$¢ opadoéw w lipcu w potudniowo-wschodniej Polsce w latach 1991 — 2022.

W dalszej czesci artykutu rozwazaniu poddano miesi¢gczne sumy opadow dla kazdej z trzech
lokalizacji w odstgpie czasowym co 10 lat, wzigto pod uwage opady w 1992 r. (Rys.11), 2002 r.
(Rys.12), 2012 r. (Rys.13) 1 2022 r. (Rys.14). Na podstawie ponizszych wykresow mozna zauwazy¢
charakterystyczne punkty maksimum i minimum, ktore wystepuja pomigdzy znacznym wzrostem
a spadkiem opadu i na odwro6t pomigdzy spadkiem a wzrostem wysokosci opadu.

W 1992 roku opady od stycznia do marca charakteryzuja si¢ wzrostem dla lokalizacji | i Il.
Natomiast dla lokalizacji I11, od marca do maja wysoko$¢ opadow powoli wzrasta, a nastepnie spada,
az do sierpnia. Dla lokalizacji | maksymalny opad pojawit si¢ w listopadzie, dla lokalizacji Il w lipcu,
natomiast dla lokalizacji 11l we wrzeéniu. Charakterystyczne punkty maksimum dla lokalizacji I i Il
pojawiajg si¢ w marcu i listopadzie, a punkty minimum w czerwcu i pazdzierniku. Z kolei dla
lokalizacji | i 11l punkty maksimum pokrywaja si¢ we wrze$niu. Natomiast dla wszystkich trzech
lokalizacji punkty minimum wystgpuja w okresie zimowym dla stycznia i grudnia. Na podstawie
wynikdw, mozna stwierdzi¢, ze maksymalne opady miesigczne nie wystepuja w tych samych
miesigcach dla analizowanych trzech zlewni (Rys.11).

W 2002 r., podobnie jak w 1992 r., miesigce z maksymalng sumg opadow nie pokrywaja si¢
dla analizowanych zlewni. Dla lokalizacji | maksymalny opad pojawil si¢ w pazdzierniku, dla
lokalizacji Il w maju, natomiast dla lokalizacji 111 w czerwcu. Miesigce te nie sg takie same jak 10
lat wezesniej. W przypadku lokalizacji | i 1l wykresy charakteryzujg sie podobng zaleznoscig od
stycznia do maja, a dla lokalizacji 1 i Il od kwietnia do grudnia. Dodatkowo w 2002 roku
obserwowany jest wzrost sumarycznych opadéw rocznych w odniesieniu do 1992 r., dla lokalizacji |
jest to wzrost 0 19%, dla lokalizacji 11 0 39% i dla lokalizacji 111 0 14%. Wyniki przeprowadzonych
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charakteryzuja si¢ wyjatkowo duza zmienno$cia.
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Rys. 11. Poréwnanie opadow miesigcznych dla wszystkich trzech lokalizacji w 1992 roku.
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Rys. 12. Poréwnanie opadow miesigcznych dla wszystkich trzech lokalizacji w 2002 roku.

W roku 2012 opad maksymalny w skali roku wystapit w czerwcu dla lokalizacji | i 111 oraz
w lipcu dla lokalizacji 1. Wszystkie trzy lokalizacje wyrdzniaja si¢ podobna zalezno$cia wzrostu
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wysokosci opadu od stycznia do czerwca, a nastepnie zalezno$cig spadkowa od pazdziernika do
grudnia. W pordwnaniu do poprzednich analizowanych wykresow w 2012 r. zostaje utrzymana
bardzo podobna zaleznos¢ wzrostowo-spadkowa dla wszystkich trzech analizowanych lokalizacji.

Miesieczne sumy opadow w roku 2012
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Rys. 13. Poréwnanie opadow miesigcznych dla wszystkich trzech lokalizacji w 2022 roku.

Miesieczne sumy opadow w roku 2022
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Rys. 14. Poréwnanie opadow miesigcznych dla wszystkich trzech lokalizacji w 2012 roku.
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Wyniki pokazujg, ze sumaryczne opady roczne w 2012 r. w poréwnaniu do 1992 r. rosna.
Dla lokalizacji I jest to wzrost 0 49%, dla lokalizacji Il 0 25% i 0 36% dla lokalizacji I11. Natomiast
w poroéwnaniu do 2002 r., dla lokalizacji | jest to wzrost 0 26%, dla lokalizacji Il spadek 0 10% i dla
lokalizacji 111 wzrost o0 19%.

W roku 2022 opad maksymalny w skali roku wystgpit w lipcu dla lokalizacji I i Il i we
wrze$niu dla lokalizacji I1l. Lokalizacja | i Il posiada najwigcej punktéw wspdlnych o wartosciach
maksymalnych w maju, lipcu, wrzesniu i1 grudniu, natomiast wspolne punkty minimalne wystapity
w marcu, czerwcu, sierpniu i listopadzie (Rys. 13). Wyniki z 2022 r. pokazuja najwigksze
podobienstwo do wykresow z 1992 r. W odniesieniu do sumarycznych opadéw rocznych z 2012 r.,
opady w 2022 r. dla lokalizacji | maleja o 31 %, dla lokalizacji Il rosng o 24% i dla lokalizacji Il1
malejg 0 27%. W porownaniu do 2002 r., dla lokalizacji | opady malejg o 24%, dla lokalizacji Il rosng
0 11% i dla lokalizacji I1I maleja o 87%. Natomiast w poréwnaniu do 1992 r., opady rosng o 3% dla
lokalizacji | i 0 55% dla lokalizacji Il, a malejg zaledwie o 1% dla lokalizacji I11.

4. Wnhnioski

Maksymalny opad roczny dla trzech analizowanych zlewni jaki wystapil w ostatnim
trzydziestoleciu odnotowano w potudniowo — wschodniej Polsce (lokalizacja III). Wysoko$¢é opadu
dla tej zlewni wyniosta 1281 mm (2008 r.). Na drugim miejscu znalazta si¢ pétnocno-zachodnia
Polska (lokalizacja I), dla ktorej maksymalny opad roczny wyniost 1178 mm (2017 r.). Natomiast
najwyzszy opad roczny w centralnej Polsce (lokalizacja II) wynidst zaledwie 759 mm (2010 r.).

Najwyzsza $rednia wysokos¢ opadu rocznego wystepuje dla regionu potudnio-wschodniego
i wynosi ona 976 mm. Drugie miejsce dla $redniej wysoko$ci opadu rocznego odnosi si¢ do terendw
poinocno-zachodniej Polski, dla ktorych $redni opad roczny wyniost 817 mm. Natomiast najmniejsze
$rednie opady roczne zanotowano w centralnej Polsce i wyznaczona ich warto$¢ wynosi okoto 514
mm.

Maksymalne opady roczne z danych lokalizacji dla analizowanego zakresu lat nie wystepuja
w tym samym czasie. Swiadczy to o wplywie lokalizacji zlewni na ustalone wyniki i ich wartosci.
Maksymalny opad roczny dla lokalizacji I11 byt 0 69% wigkszy od lokalizacji I1 i 0 9% od lokalizacji
1. Z kolei $rednia warto$¢ opadu rocznego dla lokalizacji III jest wigksza nawet 0 90% od $redniej
wartos$ci dla lokalizacji I i 0 19% wigksza w porownaniu do lokalizacji I.

Na podstawie analizowanych danych mozna stwierdzi¢, ze potudniowo-wschodnia Polska
charakteryzuje si¢ najwickszymi sumami opadéw rocznych. Natomiast w centralnej Polsce wystepuja
najmniejsze wysoko$ci opadow rocznych. Najwyzsze opady miesieczne sposrod analizowanych
trzech zlewni przypadaja na miesigc lipiec. W latach 1991- 2022, maksymalny opad miesieczny
W lipcu wystapit 13 razy dla lokalizacji II, 9 razy dla lokalizacji III i 7 razy dla lokalizacji I.

Na przestrzeni analizowanych lat 1991 — 2022 biorac pod uwage lokalizacje 1 miesieczna
suma opadéw w lipcu miala najwickszg warto§¢ w 2007 r. i wyniosla ona 186 mm, natomiast
najmniejsza 8§ mm w 2006 r. Wyznaczono takze §redni opad miesieczny w lipcu z analizowanych lat
i wynosit on 90 mm. Dla centralnej Polski, najwyzsza suma opadéw w lipcu wyniosta 208 mm w 1997
r., za$ najmniejsza wyniosta okolo 2 mm w 2006 r. Srednia wysoko$é opadéw w lipcu
Z trzydziestolecia dla lokalizacji II byta rowna 84 mm. Z kolei dla potudniowo-wschodniej Polski,
najwyzsza suma opadéw w lipcu wynosita 373 mm w 2008 r., a najnizsza 19 mm w 1994 r. Sredni
opad miesi¢gczny w lipcu byt rowny 143 mm. Dla analizowanych zlewni $rednia warto$¢ sumy opadu
z lipca jest okoto 2 — 2,5 krotnie mniejsza od maksymalnych wartosci opadéw odnotowanych w lipcu
dla rozwazanego trzydziestolecia. Wyniki te dodatkowo wskazuja na znaczne rozbieznosci pomig¢dzy
wartosciami opadow miesigcznych jako maksymalnymi, minimalnymi i $rednimi.

Na podstawie przeprowadzonej analizy nie mozna jednoznacznie okresli¢ trendu
wzrostowego ani spadkowego dla sumy opadoéw rocznych analizowanych zlewni. Opady regularnie
ulegaja wzrostowi i spadkowi na przestrzeni lat, jednak co okoto 10 lat mozna zauwazy¢ opady
maksymalne, ktére znacznie odbiegaja od wartosci Srednich. Wyniki badan potwierdzaja losowos¢
zjawiska atmosferycznego jakim sg opady deszczu. A ich zmienno$¢ w czasie i przestrzeni powinna
by¢ uwzgledniana przy ustalaniu bilansu ilosciowego wod deszczowych, a takze w przypadku
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aktualizacji metod stosowanych do wyznaczania miarodajnych przeptywow w roznych systemach
odwodnieniowych.

5. Literatura

Czarnecka M, Nidzgorska-Lencewicz J (2012) Wieloletnia zmienno$¢ sezonowych opadow w
Polsce. Woda — Srodowisko — Obszary Wiejskie 12 (2): 45-60.

Fischer E, Knutti R (2016) Observed heavy precipitation increase confirms theory and early models.
Nature Climate Change 6: 986-991.

https://danepubliczne.imgw.pl/data/dane_pomiarowo_obserwacyjne/dane_meteorologiczne/
miesieczne/opad/

Humbal A, Chaudhary N, Pathak B (2023) Urbanization Trends, Climate Change, and
Environmental Sustainability. In book: Climate Change and Urban Environment Sustainability
9: 151-166.

Kordana — Obuch S, Starzec M (2020) Statistical Approach to the Problem of Selecting the Most
Appropriate Model for Managing Stormwater in Newly Designed Multi-Family Housing
Estates. Resources 9(9):110.

Kotowski A, Dancewicz A, Kazmierczak B (2010) Modelowanie opadéw do wymiarowania
kanatow. Polska Akademia Nauk. Komitet Inzynierii Lagdowej i Wodnej. Instytut Podstawowych
Probleméw Techniki. Studia z zakresu inzynierii nr 68, Warszawa.

Kotowski A, Kazmierczak B, Dancewicz A (2009) Analiza maksymalnych wysokosci opadow we
Wroctawiu-Strachowicach w latach 1960-2009. Modelowanie opadéw miarodajnych do
wymiarowania kanalizacji. Raporty Instytutu Inzynierii Ochrony Srodowiska Politechniki
Wroctawskiej, SPR nr 26/20009.

Licznar P, Siekanowicz-Grochowina K, Oktawiec M i in. (2020) Maksymalne wysokosci i
natezenia opadow i ich modele. Metodyka opracowania Polskiego Atlasu Natezenia Deszczoéw
(PANDa). Instytut Meteorologii i Gospodarki Wodnej — Panstwowy Instytut Badawczy 4: 55-
75.

Myhre G, Alterskjer K, Stjern CW et al. (2019) Frequency of extreme precipitation increases
extensively with event rareness under global warming. Scientific Reports 9(1):16063.

Nachshon U, Netzer L, Livshitz Y (2016) Land cover properties and rain water harvesting in urban
environments. Sustainable Cities and Society 27: 398-406.

Nowakowska M, Kotowski A (2017) Metodyka i zasady modelowania odwodnien terenow
zurbanizowanych. Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw.

Stys D (2013) Zréwnowazone systemy odwodnienia miast. Dolnoslaskie Wydawnictwo
Edukacyjne.

Starzec M, Dziopak J, Aleksejev M (2014) Wptyw wybranych metod na ksztattowanie si¢
hydrograméow przeptywu $ciekoéw deszczowych. IV Miedzynarodowa Konferencja Naukowo-
Techniczna. INFRAEKO 2014. Nowoczesne Miasta. Infrastruktura i Srodowisko. Oficyna
Wydawnicza Politechniki Rzeszowskiej, Rzeszow.

Starzec M, Dziopak J, Stys D (2020) An Analysis of Stormwater Management Variants in Urban
Catchments. Resources 9 (2): 19.

Szyga-Pluta K (2018) Zmienno$¢ czasowa i przestrzenna opadoéw atmosferycznych w Wielkopolsce
w latach 1981-2014. Przeglad Geograficzny 90 (3): 495-516.

Tomczyk AM, Szyga-Pluta K (2018) Variability of thermal and precipitation conditions in the
growing season in Poland in the years 19662015, Theoretical and Applied Climatology 135(2):
1517-1530.

Weglarczyk S (2013) O poprawnosci wzorow Btlaszczyka na obliczanie opadéw miarodajnych.
Infrastruktura i ekologia terenéw wiejskich 3/IV: 63—76.

Wos$ A (2010) Klimat Polski w drugiej potowie XX wieku. Wydawnictwo Naukowe UAM, Poznan.

Zmudzka E (2009) Wspolczesne zmiany klimatu Polski. Acta Agrophysica 13 (2): 555-568.

67|Strona



Przeglad badan — Cze$¢ 1
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Streszczenie

W wyniku trzyetapowej syntezy uzyskano modyfikacje strukturalne ibuprofenu w postaci
organicznych soli, tj. ibuprofeniandéw estrow alkilowych L-lizyny o zrdéznicowanym rozgatezieniu
i dlugo$ci tancucha alkilowego w kationie, oznaczonych jako [LysOiPr][IBU], [LysOPr][IBU],
[LysOPr][IBU]. oraz [LysOBu][IBU], z wysokimi wydajnosciami. Tozsamo$¢ wszystkich zwigzkoéw
potwierdzono za pomoca technik spektroskopowych (NMR, FT-IR), a takze okreslono ich
wilasciwosci fizykochemiczne. Badania obejmowaly analize stabilno$ci termicznej, temperatur
przemian fazowych, rozpuszczalno$¢ w wodzie i roztworze PBS. Strukture krystaliczng zbadano za
pomocg dyfrakcji rentgenowskiej. Ponadto wyznaczono ich lipofilowo$¢ metods ,,shake-flask™ oraz
przeprowadzono badania ich przenikalnosci przez skore i akumulacji w skorze.

1. Wstep

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) stanowig powszechnie uzywane $rodki do
leczenia schorzen zwigzanych z ukltadem mieSniowo-szkieletowym, takich jak choroba
zwyrodnieniowa stawdw i reumatoidalne zapalenie stawdw oraz do tagodzenia objawdw urazow. Ich
popularno$¢ wynika gtéwnie z roli, jakg pelnig prostaglandyny jako mediatorzy stanow zapalnych,
boélu i goraczki. Niemniej jednak, dtugotrwale stosowanie NLPZ ogdlnoustrojow0 czesto napotyka
na ograniczenia z powodu réoznorodnych dziatan niepozadanych, takich jak komplikacje zotadkowo-
jelitowe, problemy z funkcjonowaniem nerek oraz potencjalne interakcje lekowe. Najczestszym oraz
najbardziej powaznym czynnikiem ograniczajacym jest uszkodzenie blony S$luzowej zotadka
(Komatsu i Sakurada 2012). Ponadto, pojawily si¢ raporty sugerujace, ze niektore tradycyjne NLPZ,
takie jak diklofenak i ibuprofen, moga zwigkszac ryzyko wystapienia chorob sercowo-naczyniowych
(Fosbel i in. 2010).

W celu zminimalizowania ryzyka wystapienia skutkdw ubocznych zwigzanych z doustnym
stosowaniem NLPZ, coraz czeSciej wykorzystuje transdermalng podaz lekéw, co stanowi
bezpieczniejszg alternatywe. Metoda ta posiada szereg zalet, m.in. zabezpiecza zwigzki czynne przed
enzymami zolagdkowymi, omija metabolizm w watrobie oraz zmniejsza ryzyko dziatan
niepozadanych na poziomie calego organizmu (Murthy 2012). W przypadku przezskornego
stosowania NLPZ, istotne jest uwzglednienie takich czynnikow jak lipofilowos¢ leku, jego
rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz szybkos$¢ wchtaniania substancji czynnych.

Okoto 40% skiadnikow aktywnych farmaceutycznie jest praktycznie nierozpuszczalnych
w wodzie. Ponadto, ich ograniczona skuteczno$¢ i niska biodostepnosé, prowadzace do stabej
penetracji przez skorg, sktania do poszukiwania bardziej efektywnych rozwiazan, takich jak
modyfikacje strukturalne czgsteczek substancji leczniczych (Pedro i in. 2020). Aminokwasowe ciecze
jonowe doskonale wpisuja si¢ w ten trend, poniewaz poprawiajg znaczaco wlasciwosci zwigzku
aktywnego, a jednocze$nie sg bezpieczniejsze w stosowaniu (Tao i in. 2005).

68|Strona



Badania 1 Rozwdj Mlodych Naukowcodw w Polsce

2. Material i Metody

Wszystkie uzyte substancje chemiczne byty produktami handlowymi i nie przeszty
dodatkowego procesu oczyszczania. L-lizyna (98%) zostata zakupiona od firmy Chemat (Konin,
Polska). Alkohol etylowy (99,5%), izopropylowy (>99,9%), propylowy (99%) i butylowy (98%),
a takze roztwor amoniaku (25%) zostaty nabyte od firmy StanLab (Lublin, Polska). Chlorek tionylu
(99,5%) pochodzit od firmy Acros Organics (Geel, Belgia). Dimetylosulfotlenek (>99,9%), chlorek
sodu (>99,9%) oraz chlorek metylenu (>99,9%) zostaty zakupione od firmy Chempur (Gliwice,
Polska). Ibuprofen (kwas (R,S)-2-[4-(2-metylopropylo)fenylo]propanowy) (+98%) zostat
dostarczony przez firm¢ Am-Beed (ArlingtonHeights, IL, USA). Deuterowany dimetylosulfotlenek
(DMSO-d6, >99,9%) pochodzit z firmy Chempur (Gliwice, Polska).

2.1 Synteza ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny

Synteza ibuprofenianéw estrow alkilowych L-lizyny przebiegta w trzech etapach.
W pierwszym etapie, w wyniku reakcji estryfikacji L-lizyny alkoholem w obecno$ci czynnika
chlorujacego (SOCI,) otrzymano chlorowodorki estrow alkilowych L-lizyny. Nastepnie
przeprowadzono reakcje zobojetniania otrzymanych chlorowodorkoéw 25% roztworem amoniaku.
Ostatnim etapem bylo protonowanie estrow ibuprofenem w $rodowisku chlorku metylenu.

Czysto$¢ 1 tozsamos$¢ uzyskanych zwigzkéw potwierdzono za pomoca metod
spektroskopowych i wyznaczono ich wiasciwosci fizykochemiczne.

2.2 Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR)

Widma H NMR (400 MHz) i ¥C NMR (100 MHz) zarejestrowano przy uzyciu
spektrometru Bruker DPX-400. Jako rozpuszczalnik zastosowano DMSO-ds.

2.3 Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Widma FT-IR wykonano technika ATR (ang. Attenuated Total Reflectance) przy uzyciu
spektrofotometru Nicolet 380 FT-IR firmy Thermo Electron Corporation. Widma zarejestrowano
w zakresie liczb falowych 4000 — 400 cm* przy pomocy programu komputerowego Omnic w wersji
7.3 zintegrowanego ze spektrometrem.

2.4 Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (XRD)

Analize proszkowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego wykonano za pomoca
dyfraktometru rentgenowskiego Aeris XRays ON firmy Malvern Panalytical Ltd w zakresie 7 - 90°
20 przy uzyciu promieniowania CuKa (A = 1,54056 A).

2.5 Stabilnos¢ termiczna

Stabilno$¢ termiczng otrzymanych zwigzkéw zbadano przy pomocy termograwimetru
Proteus Thermal Analysis TG 209 F1 Libra firmy NETZSCH. Badania prowadzone byly
w atmosferze utleniajacej (przeptyw azotu: 10 ml min’, przeptyw powietrza: 25 ml min't), w zakresie
temperatur 298,15-1273,15 K. Analizie poddawano probki o masie okoto 5 — 10 mg. Analizy
prowadzono przy uzyciu tygli korundowych (Al,O3). Rejestrowany byl ubytek masy badanej probki
wraz ze wzrostem temperatury.

2.6 Skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC)

Temperatury przemian fazowych wyznaczono przy uzyciu skaningowego kalorymetru
roéznicowego TA Instruments Q-100 (New Castle, DE, USA). Badanie prowadzono w zakresie
temperatur od 183,15 K do temperatury o okoto 293,15 K nizej niz temperatura poczatku rozktadu
zwiazku (wyznaczonej przy uzyciu TG, jako Tonset). Pomiary przeprowadzane byty w atmosferze
azotu w zamknigtych tyglach aluminiowych. Analizie poddawano prébki o masie okoto 10 mg.

2.7 Rozpuszczalno$¢ w wodzie i PBS

Rozpuszczalnos$¢ otrzymanych ibuprofeniandéw estrow alkilowych L-lizyny wyznaczono dla
nasyconych roztworé6w wodnych i roztworéw w PBS (buforowana fosforanem sél fizjologiczna, pH
=7,4). Do fiolek (pojemnos$¢ 4 ml) odwazono 15 — 20 mg badanej substancji, nastepnie dodano 2 ml
wody lub roztworu PBS. Nastepnie fiolki umieszczono w termostatowanej do 298,15 K tazni
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i mieszano za pomoca mieszadta magnetycznego przez dobe. Po 24 godzinach roztwory zostaty
przesaczone przy uzyciu niesterylnego filtra strzykawkowego (wykonanego z mieszanych estrow
celulozy o s$rednicy porow 0,45 pm, rozmiar: 25 mm). Stezenie badanych roztwordw wyznaczono
przy pomocy chromatografu HPLC Nexera-i LC-2040C 3D High Plus Liquid Chromatograph firmy
SHIMADZU. Chromatograf wyposazony byt w detektor DAD/FLD i kolumne Kinetex F5
0 porowatos$ci 2,6 um 100A, o wymiarach 150 x 46 mm firmy Phenomenex. Faz¢ ruchoma stanowita
mieszanina wody i acetonitrylu w stosunku 50:50 (V/V), o przeptywie — 1 ml minL. Probki ustawione
byly w termostatowanym do temperatury 308,15 K autosamplerze. Nastrzyki powtdérzono co najmniej
3 razy dla kazdej probki i wyniki u$redniono. Do analizy wykorzystane zostaty chromatogramy
rejestrowane przy dlugoséci fali 210 nm. St¢zenie ibuprofenianéw estrow alkilowych L-lizyny
wyliczone zostaty na podstawie pomiarow powierzchni pikow, stosujac metode krzywe;j kalibracyjnej
(Rys.1).
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50000000
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Rys. 2. Wykres krzywej kalibracyjnej dla ibuprofenianow estréw alkilowych L-aminokwasow.

2.8 Lipofilowos¢

Lipofilowos$¢ wyznaczono metoda shake-flask. Do 10 mg badanej substancji wprowadzono
5 ml wody nasyconej n-oktanolem i 5 ml n-oktanolu nasyconego woda. Otrzymany roztwor mieszano
przez 3 godziny w temperaturze 298,15 K, nastgpnie warstwy rozdzielono. St¢zenie ibuprofenianow
w fazie wodnej okreslono metoda HPLC. Stegzenie zwigzku w warstwie organicznej, obliczono na
podstawie roznicy st¢zen, zgodnie ze wzorem:

Co = Cw dm3]

gdzie:
Co — catkowite stezenie [kg/m®] — obliczone na podstawie masy zwigzku uzytego w badaniu,
Co — stgzenie substancji w warstwie niepolarnej (organiczne;j),
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Cw — stezenie substancji w warstwie polarnej (wodnej) — obliczone na podstawie wynikow
HPLC.

Lipofilowos¢ (log P) — logarytm dziesigtny wspdtczynnika podziatu zwiazku miedzy fazy
organiczng i wodna przy okreslonym pH, w ktéorym wszystkie czasteczki zwigzku wystepuja w
postaci niezjonizowanej, obliczono wedtug ponizszego wzoru:

lng = logco - logcw

2.9 Przenikalno$¢ substancji aktywnej przez skore

Badania przenikalno$ci przez skore przeprowadzono przy uzyciu komor dyfuzyjnych Franza
firmy Teledyne Hanson Research (model Phoenix DB-6). Ptyn akceptorowy stanowil roztwor PBS
(pH = 7.,4). Powierzchnia dyfuzji wynosita 1 cm? Komora akceptorowa (10 ml) byta utrzymywana
w statej temperaturze 310,15 K+273,35 K za pomoca termostatu. Zawarto§¢ komory akceptorowej
mieszano mieszadtem magnetycznym z jednakowa predkoscia dla wszystkich komoér (400 obrotow
na minut¢). W kazdej komorze donorowej umieszczono po 1 ml 1% roztworu w 70% etanolu
(w przeliczeniu na zawarto$¢ substancji aktywnej). W badaniach uzyto 70% (v/v) etanol ze wzgledu
na to, ze takie stezenie etanolu jest optymalnym do transdermalnej aplikacji leku (Zhang i in. 2017).
Dos$wiadczenie prowadzono przez 24 godziny. Aby zapobiec parowaniu roztworu, komore donorowsa
przykrywano korkiem. Probki pobierano odpowiednio po 0,5 h, 1 h,2h,3h,4h,5h,8hi24h
mieszania. W kazdym punkcie czasowym pobrano 0,5 ml probki ptynu akceptorowego i ponownie
napetniano §wiezym buforem o tym samym pH. Stgzenie ibuprofenianéw w plynie akceptorowym
mierzono metodg HPLC.

2.10Kumulacja substancji aktywnej w skorze

Po zakonczeniu badania przenikania, skor¢ usunigto z komory Franza, nastgpnie przemyto
0,5% roztworem dodecylosiarczanu(VI) sodu i osuszono. Nastgpnie skor¢ pocigto na mate kawatki
i ekstrahowano 2 ml metanolu przez 24 godziny w temperaturze 277,15 K. Nastepnie probki
homogenizowano przez 3 minuty za pomocg homogenizatora (IKA®T18 digital ULTRA TURRAX,
Staufen, Niemcy) i odwirowywano przy 3500 obr/min przez 5 minut. Po odwirowaniu roztwor
analizowano metodg HPLC. Kumulacje IBU i jego soli w skorze ludzkiej obliczano dzielac ilos¢
oznaczonego zwigzku w probce po wyekstrahowaniu ze skory, przez maseg skory (ug g2).

3. Woyniki i dyskusja

3.1 Synteza ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny

W wyniku reakcji L-lizyny z wybranymi alkoholami (etanol, izopropanol, propanol
i butanol) w obecnosci chlorku tionylu (czynnik chlorujgcy) otrzymano cztery chlorowodorki estrow
alkilowych L-lizyny — [LysOEt][HCI]., [LysOiPr][HCI]., [LysOPr][HCI], oraz [LysOBuU][HCI]>
W postaci ciat statych (o r6znym zabarwieniu) z wydajnosciami w granicach 86-96%. W wyniku
reakcji neutralizacji uzyskanych w I etapie chlorowodorkow estrow alkilowych L-lizyny czynnikiem
zobojetniajacym  (25% roztworem amoniaku) zsyntezowano cztery estry alkilowe L-lizyny
0 wydajnosciach w zakresie 43-99%. Wszystkie z nich byly cieczami o zoltym zabarwieniu.
W wyniku reakcji protonowania otrzymanych estrow alkilowych L-lizyny ibuprofenem (kwasem
(RS)-2-[4-(2-metylopropylo)fenylo]propanowym) uzyskano cztery pochodne ibuprofenu -
ibuprofenian estru izopropylowego oraz butylowego L-lizyny, a takze monoibuprofenian oraz
bis(ibuprofenian) estru propylowego L-lizyny z wydajno$ciami od 60 do 80%. Poza ibuprofenianem
estru butylowego L-lizyny, ktory okazat si¢ by¢ pastg w odcieniu brunatnym, reszta ibuprofenianow
byta bardzo lepkimi cieczami o z6ttym zabarwieniu. W przypadku reakcji estru etylowego L-lizyny
z ibuprofenem nie udalo si¢ otrzymac soli o pozadanym stosunku molowym czg$ci estrowej do czesci
ibuprofenianowe;j.

W Tab.1l przedstawiono zestawienie wydajnosci oraz postaci wszystkich zwigzkow
otrzymanych podczas 3-etapowej syntezy.
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Tab. 1. Zestawienie syntez chlorowodorkow, estrow oraz ibuprofeniandéw estrow alkilowych L-

lizyny.

. . Wydajnosé
Zwigzek Postaé y[o/i]
[LysOEt][HCI]. Biate ciato state (proszek) 93
[LysQiPr][HCI]. Zblte ciato state (ptatki) 86
[LysOPr][HCI]2 Zblte ciato state (proszek) 96
[LysOBU][HCI], | Brunatne ciato state (proszek) 92
[LysOEt] Jasnozotta ciecz 43
[LysOiPr] Zbtta ciecz 99
[LysOPr] Pomaranczowa ciecz 72
[LysOBu] Brunatna ciecz 99
[LysOQiPr][I1BU] Z6lta lepka ciecz 60
[LysOPr][IBU] Zbla lepka ciecz 74
[LysOPr][1BU]. Zétta lepka ciecz 68
[LysOBu][IBU] Brunatna pasta 80

3.1. Magnetyczny rezonans jadrowy

Identyfikacja wszystkich otrzymanych ibuprofenianéw estrow alkilowych L-lizyny zostata

przeprowadzona poprzez analizg spektrow magnetycznego rezonansu jadrowego, protonowych oraz
weglowych. Analizujgc widma *H oraz *3C NMR wszystkich uzyskanych produktow, potwierdzono

zgodno$¢ ich struktur z oczekiwanymi zwigzkami. Ponizej zamieszczono opisy tych widm.

[LysOiPr][IBU] — ibuprofenian estru izopropylowego L-lizyny

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & in ppm: 7,17 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,01 (d, J = 8,1 Hz, 2H),
4,90 (p, J=6,2 Hz, 1H), 3,37 (9, J = 7,1 Hz, 1H), 3,21 (dd, J = 7,5, 5,4 Hz, 1H), 2,61 (t,J =
7,5 Hz, 2H), 2,38 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 1,79 (dt, J = 13,5, 6,8 Hz, 1H), 1,57 — 1,36 (m, 4H),
1,35-1,27 (m, 2H), 1,26 (d, J = 7,1 Hz, 3H), 1,19 (dd, J = 6,3, 5,1 Hz, 6H), 0,85 (d, J = 6,6
Hz, 6H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & in ppm: 177,68; 175,64; 141,98; 138,69; 128,85; 127,58;
67,68; 54,27; 47,61; 44,78; 40,35; 39,17; 34,53; 30,16; 28,23; 22,74; 22,67; 22,04; 22,03;
20,11.

[LysOPr][IBU] — ibuprofenian estru propylowego L-lizyny
H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & in ppm: 7,17 (d, J = 2,0 Hz, 2H), 7,03 (d, J = 6,2 Hz, 2H),
4,01 - 3,98 (m, 2H), 3,45 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 3,30 (dd, 1H), 2,68 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 2,39
(d,J=7,1Hz, 2H), 1,79 (dp, J = 13,5, 7,0 Hz, 1H), 1,63 — 1,53 (m, 4H), 1,49 — 1,38 (m, 3H),
1,28 (d, J =7,1 Hz, 6H), 0,86 (d, J = 4,6 Hz, 6H).
13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & in ppm: 177,33; 175,98; 141,10; 139,06; 129,01; 127,57;
65,95; 54,14; 46,81; 44,74, 39,00; 34,31; 30,13; 27,54, 22,65; 22,02; 19,78; 10,74.

[LysOPr][IBU]. — bis(ibuprofenian) estru propylowego L-lizyny

H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & in ppm: 7,17 (dd, 4H), 7,02 (dd, 4H), 4,04 — 3,95 (m, 2H),
3,40 (g, J = 7,1 Hz, 2H), 3,27 (dd, J = 7,5, 5,4 Hz, 1H), 2,61 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 2,39 (d, J =
7,1 Hz, 4H), 1,96 — 1,62 (m, 6H), 1,65 — 1,49 (m, 6H), 1,27 (d, J = 7,1 Hz, 6H), 0,89 — 0,84
(m, 12H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & in ppm: 177,53; 176,18; 141,79; 138,76; 128,88; 127,58;
65,87; 54,26; 52,94; 47,39; 44,78; 39,16; 34,56; 33,07; 30,15; 29,41; 28,23; 22,77; 22,67,
22,03; 20,04; 10,74.
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[LysOBu][IBU] — ibuprofenian estru butylowego L-lizyny

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & in ppm: 7,17 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,01 (d, J = 7,8 Hz, 2H),
4,89 (s, 2H), 4,04 (g, J = 6,3 Hz, 1H), 3,26 (dd, J = 7,5, 5,4 Hz, 1H), 2,60 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
2,38(d,J=7,1Hz, 2H), 1,79 (dt, J = 13,5, 6,7 Hz, 1H), 1,70 — 1,52 (m, 3H), 1,50 — 1,36 (m,
4H), 1,35 - 1,25 (m, 6H), 1,24 — 1,08 (m, 2H), 0,85 (d, J = 6,6 Hz, 6H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & in ppm: 177,62; 176,24; 142,13; 138,62; 128,82; 127,58;
64,06; 54,30; 47,71; 44,78; 40,94; 34,65; 30,69; 30,16; 28,85; 22,80; 22,67; 20,16; 19,08;
14,02.

3.2 Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Kolejnym potwierdzeniem tozsamosci otrzymanych zwigzkdéw byta analiza widm FTIR. Na
Rys.2 zaobserwowano wyrazne pasma absorpcyjne, ktore odpowiadaty drganiom asymetrycznym
v(COO")as W okolicach 1630 cm™ (oznaczone czarnymi kwadratami) oraz drganiom symetrycznym
v(COO")sym W zakresie 1400 cm™ (oznaczone niebieskimi kwadratami). Roznica przekraczajaca 200
cm? pomiedzy warto$ciami liczb falowych dla tych pasm jednoznacznie wskazala na obecno$¢
anionu karboksylanowego COO-, co potwierdzito jonowa nature tych zwigzkéw (Variam i in. 2010).
Dodatkowo, zaobserwowano pasma absorpcyjne odpowiadajace drganiom rozciggajacym wigzan C-
H w okolicach 2950 cm™! (oznaczone pomarafczowymi kwadratami).
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Rys.3. Zestawienie widm FT-IR otrzymanych ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny.

3.3 XRD

Aby potwierdzi¢, czy syntetyzowane ibuprofeniany sg krystaliczne, wykonano analizg
proszkowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego. Ponizej (Rys.3) zestawiono dyfraktogramy
ibuprofenu oraz otrzymanych ibuprofenianow estréw alkilowych L-lizyny.

Dyfraktogramy uzyskanych pochodnych wykazywatu odmienne wzorce dyfrakcyjne
W poréwnaniu z wyjsciowym ibuprofenem, co potwierdzito réznice w strukturach krystalicznych
otrzymanych substancji. Intensywno$¢ refleksow pochodnych ibuprofenu byta mniejsza niz
w przypadku niemodyfikowanego ibuprofenu, co sugerowato obnizong ilo$¢ fazy krystalicznej w
tych pochodnych.
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Intensywnosc
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2 Theta [¢]
— [LysOiPr][IBU] — [LysOPr][IBU]
—— [LysOPr][IBU]2 —— [LysOBu][IBU]
[IBU]

Rys.4. Zestawienie dyfraktogramoéw dla [LysOiPr][IBU] (zielony), [LysOPr][IBU] (niebieski),
[LysOPr][IBU]: (fioletowy), [LysOBu][IBU] (czerwony) i [IBU] (pomaranczowy).

3.4 Stabilno$¢ termiczna

Z analizy termograwimetrycznej (Rys.4) wyniklo, ze im dluzszy tancuch alkilowy
W czasteczce, tym jej stabilno$¢ termiczna malata. To prowadzito do rozktadu zwiazku w nizszych
temperaturach. Sposrdd uzyskanych zwigzkow ibuprofenian estru butylowego L-lizyny (oznaczony
kolorem czerwonym) wykazywat najnizszg stabilno$¢ termiczna.
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Rys.5. Zestawienie krzywych TG otrzymanych ibuprofeniandéw estrow alkilowych L-lizyny.
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3.5 Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

Na podstawie analizy DSC (Rys.5) wyznaczono temperatury topnienia i zeszklenia
badanych zwigzkow. Ustalono warto$ci temperatury topnienia dla ibuprofenianu estru
izopropylowego L-lizyny — 356,98 K oraz dla ibuprofenianu estru propylowego L-lizyny — 372,4 K.
W obu przypadkach wartosci te byty ponizej 373,15 K. To oraz ich struktura jonowa wskazywaty na
ich przynalezno$¢ do grupy cieczy jonowych. Pozostate zwigzki wykazywaty niestabilno$§¢ w tym
zakresie temperatur, najprawdopodobniej topigc si¢ z rozkladem. Temperatury zeszklenia
ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny byty zblizone i oscylowaly w okolicach 248,15 K.

0,2
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[LysOPr][IBU]
0,0 [LysOPr[IBUJ2

[LysOBu][IBU]

02

0,4
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T
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Rys.6. Zestawienie krzywych DSC otrzymanych ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny.
3.6 Rozpuszczalno$¢ w wodzie i PBS

Wiyniki rozpuszczalno$ci substancji aktywnej w wodzie i roztworze soli fizjologicznej (PBS) dla
wszystkich uzyskanych pochodnych, jak i dla niemodyfikowanego ibuprofenu przedstawiono w
Tab. 2.

Tab.2. Rozpuszczalno$¢ ibuprofeniandéw estrow alkilowych L-lizyny w wodzie i PBS.

Zwiazek Rozpuszczalno$é w wodzie Rozpuszczalnosé w PBS
! [gdm® ] [g1BUdm?] | [gdm?] [ [g1BUdm?]
IBU 0,076 = 0,001 0,432 £ 0,001
[LysOiPr][IBU] 9,271 +0,115 4,847+0,049 | 9,204+0,107 | 4,812+0,046
[LysOPr][IBU] 6,502 + 0,023 3,399 £0,001 | 6,944+0,026 | 3,630+0,011
[LysOPr][IBU] 12,044 + 0,183 | 4,142+ 0,051 > 69,05 > 23,75
[LysOBu][IBU] 11,389+ 0,217 | 5,750 + 0,090 > 69,45 > 35,06

Zauwazono wyraznie wyzsza rozpuszczalno$¢ ibuprofenianéw estrow alkilowych L-lizyny
(zarowno w wodzie jak i PBS) w pordéwnaniu do niemodyfikowanego ibuprofenu.

3.7 Lipofilowo$¢

Wszystkie uzyskane ibuprofeniany estrow alkilowych L-lizyny wykazywaty nizsze warto$ci
wspotczynnika podzialu n-oktanol/woda niz niemodyfikowany ibuprofen (Tab.3). Ze wzgledu na
wartosci log P nizsze niz 1 dla wszystkich tych pochodnych, mozna bylo sklasyfikowaé je jako
substancje charakteryzujace si¢ wysoka hydrofilowoécig. Nie zaobserwowano zadnej wyraznej
zalezno$ci migdzy wartosciami log P a dtugos$cia tancucha alkilowego.
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Tab.3. Wartosci wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda dla uzyskanych pochodnych ibuprofenu.

Zwiazek log P
IBU 3,208
[LysQiPr][IBU] 0,371
[LysOPr][1BU] 0,520
[LysOPr][1BU]» 0,190
[LysOBu][IBU] 0,408

3.8 Przenikalno$¢ substancji aktywnej przez skore

W celu zbadania potencjalnego zastosowania pochodnych ibuprofenu w miejscowym i
transdermalnym dostarczaniu lekoéw, przeprowadzono testy penetracji skory in vitro z
wykorzystaniem skory $winskiej, bowiem skora §winska jest powszechnie uzywana do wstgpnej
oceny przenikania lekow przez skorg. Liczne analizy histopatologiczne potwierdzity, ze jej cechy sa
zblizone do ludzkiej skory (Khiao i in. 2019).

Na Rys. 6 przedstawiono profile przenikania otrzymanych zwiazkow.
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Rys.7. Profile przenikania ibuprofenu i ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny wraz z
warto$ciami odchylenia standardowego.

Po 24 godzinach przenikania, skumulowana masa ibuprofenu w fazie akceptorowej byta
wyzsza po aplikacji etanolowych roztworéw [LysOiPr][IBU], [LysOPr][IBU], [LysOBu][IBU] oraz
[LysOPr][1BU]> w poréwnaniu z niemodyfikowanym ibuprofenem. Ibuprofenian estru propylowego
L-lizyny przenikat w najwyzszym stopniu, osiagajac okoto 246 pg IBU (w odniesieniu do st¢zenia
substancji czynnej). Wzgledem przenikalnosci niemodyfikowanego ibuprofenu, uzyskana warto$¢
byta okoto 1,5-krotnie wyzsza.

3.9 Kumulacja substancji aktywnej w skorze

Na Rys. 7 zaprezentowano wyniki kumulacji ibuprofenu w skorze. Wszystkie badane sole
wykazaty zdolno$¢ do kumulacji w skorze. Najnizsza warto§¢ kumulacji zaobserwowana byla dla
[LysOBu][IBU], podczas gdy [LysOPr][IBU] okazal si¢ zwigzkiem, ktéry najefektywniej
akumulowat si¢ w skdérze. Sam ibuprofen rowniez wykazywat wysoka zdolno$¢ do kumulacji.
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Rys.8. Kumulacja w skorze ibuprofenu oraz ibuprofenianéw estrow alkilowych L-lizyny po 24
godzinach przenikania.

4. Wnhnioski

W wyniku trzyetapowej reakcji obejmujacej jednoczesng estryfikacje i chlorowodorowanie,
zobojetnianie i protonowanie otrzymano cztery pochodne ibuprofenu — monoibuprofenian estru
izopropylowego L-lizyny — [LysOiPr][IBU], monoibuprofenian estru propylowego L-lizyny —
[LysOPr][IBU], bis(ibuprofenian) estru propylowego L-lizyny — [LysOPr][IBU]. oraz
monoibuprofenian estru butylowego L-lizyny — [LysOBu][IBU]. Tozsamos$¢ wszystkich
otrzymanych zwigzkoéw potwierdzono przy uzyciu widm protonowych i weglowych NMR oraz FT-
IR. Badanie XRD potwierdzito zawarto§¢ formy krystalicznej we wszystkich otrzymanych
ibuprofenianach estrow alkilowych L-lizyny. W wyniku analizy termograwimetrycznej stwierdzono,
ze najmniej stabilnym zwiazkiem okazat sie¢ by¢ [LysOBu][IBU], a najbardziej stabilnym
[LysOiPr][IBU]. Stwierdzono réwniez zalezno$¢ stabilno$ci termicznej od dlugosci tancucha
alkilowego estru, im dhuzszy tancuch tym mniejsza stabilno$¢ wykazywaty zwigzki. Dwie sole —
[LysOiPr][IBU] oraz [LysOPr][IBU] charakteryzowatly si¢ temperaturami topnienia ponizej 373,15
K, co wraz z ich budowa jonowg oraz obecnos$cia aminokwasu pozwolito zaklasyfikowac¢ je do grupy
aminokwasowych cieczy jonowych. Rozpuszczalno$é ibuprofenianow estrow alkilowych L-lizyny
(zarbwno w wodzie jak i PBS) byta znaczaco wyzsza niz niemodyfikowanego ibuprofenu. Dla
wszystkich badanych pochodnych ibuprofenu uzyskano nizsze wartosci wspdtczynnika podziatu n-
oktanol/woda niz dla niemodyfikowanego ibuprofenu. We wszystkich przypadkach wartosci log P
byly mniejsze niz 1, dlatego mozna bylo zakwalifikowac je do zwiazkow hydrofilowych. Wszystkie
z badanych ibuprofenianéw estrow alkilowych L-lizyny przenikaty w duzo lepszym stopniu przez
skore niz niemodyfikowany ibuprofen. Wykazano zalezno$¢ skumulowanej masy po 24 godzinach
badania przenikalnosci przez skore: [LysOPr][IBU] > [LysOiPr][IBU] > [LysOBu][IBU] >
[LysOPr][IBU]. > IBU. Wszystkie badane sole akumulowaty si¢ w skorze. [LysOPr][IBU]
wykazywata najwyzsza warto$¢ kumulacji w skorze.
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Abstract

Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) plays a key role in many cellular processes,
including DNA damage response and maintenance of genome integrity. This monograph focuses on
the relationship between post-translational modifications (PTMs) that regulate PARP1 activation and
function. Through an overview of research findings and reviews, we elucidate the dynamic interaction
of phosphorylation, acetylation, ubiquitination and other PTMs that precisely tune PARP1 enzymatic
activity. We discuss the interplay of PTMs and their effects on PARP1 activation and the processes it
mediates, including DNA repair, transcriptional regulation and cell fate determination. In addition,
we highlight emerging therapeutic opportunities targeting specific PTMs to modulate PARP1
function, with implications for the treatment of cancer and other diseases.

1. Introduction

Many different processes occur simultaneously in the cells of all organisms, and many
proteins with specialized functions are involved in these processes. Proteins have diverse roles,
including transport, regulatory, signaling, catalytic and structural functions, and can be activated or
deactivated by a variety of post-translational modifications (PTMs). These modifications can alter the
properties of a protein by addition of functional groups to side chains of amino acid residues after
protein biosynthesis is complete (Conibear 2020). Examples of post-translational modifications
include phosphorylation, acetylation, glycosylation, methylation, sumoylation, ubiquitination and
ADP-ribosylation (Conibear 2020). PTMs enable the control of many important biological processes
in cells, such as gene expression, DNA repair and cell cycle control (Conibear 2020) and serve as
fundamental mechanism for defining function of proteins under specific conditions. In addition,
abnormalities associated with PTMs have been linked to numerous human diseases and
developmental disorders, thereby indicating their critical role in the function and maintenance of
cellular and organismal health (Wang et al. 2014).

Post-translational modifications include the aforementioned ADP-ribosylation, which
regulates many processes including DNA repair, transcription, chromatin structure and cell signalling
(Poltronieri et al. 2021). This type of PTM occurs when a polymer of ADP-ribose is attached to the
amino acid chain of a target protein, but mono-ADP-ribosylation (MARylation) was also documented
as functional modification (Poltronieri et al. 2021). The enzymes that transfer the ADP-ribose units
are grouped into the family of poly-ADP-ribose polymerases (PARPS), which comprises 17 members,
but PARP1 and PARP2 are the most important in repair of DNA damage (Hoch and Polo 2020). In
addition PARP1 and PARP2 are responsible for the highest extent of protein PARylation in human
cells - 85-90% and 10-15%, respectively (Hoch and Polo 2020). Therefore, in the present review, we
focus mainly on the PARP1 with predominant activity in human cells, particularly in response to
DNA lesions, but we also pay attention to the importance of post-translational modifications that
modulate the activity of this enzyme.
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2. Structure and function of the PARP1 protein in the cell

PARP1 consists of 1014 amino acids and has a molecular weight of approximately 113 kDa
(Kamaletdinova et al. 2019). It comprises 3 major domains: a DNA-binding domain (N-terminal)
containing three zinc fingers (Znl, Znll, Znlll), a central self-modification domain containing the
BRCT motif (BRCAL - C-terminal domain), and a catalytic domain (C-terminal) localized in the
proximity of the WGR motif, which spans conserved tryptophan, glycine and arginine residues (Ray
Chaudhuri and Nussenzweig 2017). The schematic structure of PARP1 is shown in Fig. 1. The Znl
and Znll zinc fingers are required for recognition and binding to DNA damage sites. A nuclear
localisation sequence (NLS) between the second and third zinc fingers (Kamaletdinova et al. 2019)
makes nucleus a primary, intracellular placement.

HN 1 Zni ‘anl |Zn||| | BRCT |WGR | CAT DOMAIN COOH
DNA binding domain Auto-modification Catalytic domain
domain

Fig. 1. Schematic representation of the domain structure of human PARP1.

The primary function of PARP1 is to synthesize an ADP-ribose (pADPr) polymer using
NAD+ as a substrate. The synthesized polymer can range in length from 2 to more than 200 ADPr
units and can be linear or branched, (every 20 to 50 ADPr units) (Ray Chaudhuri and Nussenzweig
2017). Poly(ADP-ribosylation) is a transient modification involving the attachment of mono- or
pADPr to acceptor proteins or to its own protein chain at the carboxyl group site of glutamate,
aspartate or lysine. Recently, some other acceptor sites for ADP-ribose molecule were identified such
as serine and arginine residues (Liu et al. 2017).

2.1 Mechanisms of PARP1 activation

PARP1 and poly(ADP-ribosylation) regulate enzymatic activity of various proteins as well
as dynamics of their association and dissociation from chromatin depending on the intracellular
cascades activated in a particular compartment and time in cell. Under physiological conditions, a
significant fraction of PARP1, approximately 40-50%, is localized in the nucleolus, where it is
involved in processes related to ribosome biogenesis and maintenance of nucleolar structure (Boamah
et al. 2012). The best-known mechanisms of PARP1 activation are the single-stranded (SSB) and
double-stranded (DSB) DNA breaks. Upon DNA damage PARP1 translocates from the nucleolus to
the nucleoplasm where recognizes DNA lesions, binds them and recruits other proteins involved in
DNA repair (Liu et al. 2017). After recognition of SSBs or DSBs, PARP1 undergo activation by auto-
modification and ADP-ribosylates other acceptor proteins, usually contributing in DNA repair (Ray
Chaudhuri and Nussenzweig 2017). Genotoxic stress-induced activation of PARP1 also alters the
affinity of PARP1 for DNA and affects PARP1-dependent chromatin compaction at the PARP1
enrichment sites (Ray Chaudhuri and Nussenzweig 2017).

Besides DNA damage-dependent mechanism, PARP1 activation also occurs through post-
translational modifications, including acetylation, phosphorylation and methylation (Hamamoto
2018; Hassa et al. 2005; Kauppinen et al. 2006; Messner et al. 2009). Numerous studies suggest that
post-translational modifications regulate PARP1 activity and that disruption of these PARP1
modifications is associated with human cancers (Hamamoto 2018). In this article, we describe the
effects of post-translational modifications on PARP1 protein activity and function.

3. Post-translational modifications that affect PARP1 activity

The cellular processes such as DNA damage repair, regulation of transcription or cellular
metabolism, require the activation of various signalling pathways and dynamic changes in protein
function through their post-translational modifications. In addition to self-modification by ADP-
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ribosylation, PARP1 undergos a number of other PTMs, which are shown in the diagram below and
described further in this chapter.
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Fig. 2. PARP1 post-translational modification sites according to Source: PhosphoSite Plus Database;
https://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=9166&showAllSites=true

3.1 Phosphorylation

Phosphorylation was one of the earliest identified modifications of PARP1 and initially this
modification was linked to negative regulation of PARP1 activity. Phosphorylation by protein kinase
C (PKC) reduced PARP1 enzymatic activity and ability to bind DNA. Similarly, AMP-activated
protein kinase AMPK is also a PARP1 phosphorylating enzyme on Serl77, leading to inhibition of
PARP1 activity (Hamamoto 2018). However, numerous subsequent studies demonstrated a role of
phosphorylation in PARP1 activation. For example, ERK kinase 1/2 (extracellular signal-regulated
kinase 1/2) activates PARP1 through direct phosphorylation of serine 372 and threonine 373.
Similarly, CDK2 complexed to cyclin E and to progesterone receptor (PR), phosphorylates serines
785 and 786, hence phenocopying the effect of ERK1/2 (Hamamoto 2018). In addition, the receptor
tyrosine kinase c-Met phosphorylates PARP1 at Tyr907, leading to increased PARP1 enzymatic
activity and decreased PARP 1 binding to inhibitors. Other enzymes that modify PARP1 activity via
phosphorylation include c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1), calmodulin kinase (CaMK), IGF-1
(insulin-like growth factor-1) and DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) (Hamamoto 2018).

A more recent study has demonstrated a role of the tyrosine kinase c-Abl in PARP1
phosphorylation. After exposure to LPS or TNF-a, the non-receptor c-Abl kinase underwent nuclear
translocation and phosphorylated PARP1 at site Y829. Phosphorylation of PARP1 at this residue is
required for RelA/p65 protein poly(ADP-ribosyl)ation and NF-kB-dependent expression of pro-
inflammatory genes in mouse RAW 264.7 macrophages and human monocytic THP1 cells (Bohio et
al. 2019). This study identified a novel signalling pathway that is activated in response to immune
stimuli, which links phosphorylation-dependent activation of PARP1 and its function in gene
expression. Binding of c-Abl to PARP1 and tyrosine phosphorylation on PARP1 are important in the
PARP1-NF-kB signalling pathway mediating the regulation of pro-inflammatory genes, suggesting
that blocking the interaction of c-Abl kinase with PARP1 may improve the outcome of inflammatory
diseases mediated by PARP1 activation. (Bohio et al. 2019) Another study demonstrated that CHK2
stimulate  PARP1 activity through phosphorylation (Hsu et al. 2019). Mechanistically,
phosphorylation of PARP1 by CHK2 regulates its cellular localization and promotes its catalytic
activity and interaction with other repair proteins (XRCC1).

Based on the above examples, PARP1 phosphorylation occurs on multiple amino acid
residues and plays an important role in the function of PAR synthesizing enzyme. This suggests that
disruption of this process or mutations in the phosphorylation sites may lead to changes in PARP1
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activity and thus reduced or abolished DNA damage repair, and consequently cancer development or
progression.

3.2 Acetylation and deacetylation of PARP1

PARP1 has numerous acetylation acceptor residues such as lysines: 498, 505, 508, 521 and
524 and these amino acids are modified by p300/CBP (Hassa et al. 2005). Acetylated PARP1
promotes inflammation by regulating NF-xB-dependent gene transcription since it co-activates NF-
kB (Hassa et al. 2005). These findings suggest that acetylation of PARP1 is important for its role in
regulation of gene transcription. Furthermore, PCAF acetylates PARP1 thereby enhancing enzyme
auto-poly(ADP-ribosyl)action as well as the ADP-ribosylation of other targets (Hamamoto 2018).
PARP1 deacetylation is mediated by the following histone deacetylases: HDAC1, HDAC2 or
HDAC3. These enzymes directly interact with PARP1, and their activity may partially suppress
PARP1-dependent transcriptional activation of NF-xB (Hassa et al. 2005). Another eraser of PARP1
acetylation is SIRT1 deacetylase, which inhibits PARP1enzymatic activity and induces the declines
in MRNA level of PARP1. Moreover, cellular level of NAD, a substrate of both enzymes, is important
in the interactions between PARP1 and SIRT1.

A recent study reported the interplay between different post-translational modifications of
PARPL1 in oxidative stress-induced vascular damage. Lysine 249 on PARP1 is acetylated by CBP and
deacetylated by SIRT2. Deacetylation of K249 by SIRT2 promotes ubiquitination of this lysine
residue by mobilizing the E3 ubiquitin ligase containing WW domain of protein 2. This leads to
proteasomal degradation of PARP1 (Zhang et al. 2021). This study revealed a previously
unrecognized mechanistic link between SIRT2, PARP1 and WWP2 in the regulation of oxidative
stress-induced vascular injury. Furthermore, 15 potential lysine residues were identified as possible
sites of interaction between acetylation, SUMOylation and ubiquitination. Genomic analysis of
PARP1 mutation identified lysines K148, K249, K528, K637, K700 and K796 as likely hotspots
playing an important role in the interplay between these three covalent modifications of
PARP1(Gupta and Kumar 2021). Another study showed that in breast cancer cells, NAT10 mediates
the acetylation of PARP1 at Lys949, leading to its auto-modification and stability, thereby increasing
the cells ability to repair DSBs (Wang and Zhao 2022). The data suggest that acetylation of different
PARPL1 lysine sites may confer opposing functions of this protein in DSB repair. Therefore, the
intentional regulation of PARP1 acetylation may be considered as a novel therapeutic approach.
Another study provides information on the inhibition of PARP1 activity by SIRT3 overexpression in
cardiac hypertrophy, confirming a role of deacetylation in declining activity of PARP1. The study
revealed the possibility that PARP1 interacts with SIRT3 and that PARP1 acetylation and activity are
reduced by SIRT3 overexpression (Feng et al. 2020). The accumulated experimental evidence links
PARP1 acetylation with increased PARP1 activity and enhanced co-activatory role in gene
transcription.

3.3 Methylation

Methylation is the most poorly described post-translational modification of PARP1 Single
literature reports on this type of PTM suggest the increased activity methylated PARP1. Protein
methyltransferase SMYD2 modifies lysine 528 of PARP1 (Piao et al. 2014), and methylated enzyme
reveals significantly higher enzymatic activity than unmethylated PARP1. Moreover, cells lacking
SMYD2 showed a significant reduction in PAR levels under genotoxic stress, whereas SMYD2
overexpression led to significantly higher PARP1 activity. An additional modification that stimulates
PARP1 activity is the methylation of PARP1 at Lys508 by SET7/9 (Hamamoto 2018). that catalyses
lysine monomethylation of histones, but also methylates many non-histone target proteins such as
p53 or DNMT1. PARP1 methylation by SET7/9 enhances PAR synthesis in response to oxidative
stress in vivo and PARP1 recruitment to sites of DNA damage. Interestingly, PARP1 methylation
does not interfere with is auto-modification, but auto-PARylation inhibits SET7/9-depednent PARP1
methylation thereby suggesting that such a molecular mechanism may prevent PARP1 overactivation
upon genotoxic stress.
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3.4 SUMOylation and Ubiquitination

PARP1 was shown to undergo SUMOylation and ubiquitination. For example, SUMO E3
ligase, an inhibitor of STAT4-activated protein (PIAS4), interacts with PARP1 and mediates heat
shock-induced PARP1 polySUMOylation at lysines 486 and 203 (Hamamoto 2018). In contrast,
SUMO1/sentrin-specific peptidases 1 and 3 (SENP1 and SENP3) (Messner et al. 2009) are
responsible for PARP1 desumoylation. SUMOylation of lysine 486 does not affect the enzymatic
activity of PARP1, but abolished the p300-dependent acetylation of PARPL, thereby providing the
mechanistical and functional link between SUMOylation and acetylation on PARP1. Morover,
SUMOylation of PARP1 at lysine 486 reduce its a transcriptional coactivator activity. SUMOylation-
deficient PARP1 mutant shows improved transcriptional coactivator function compared to wild-type
PARP1 (Messner et al. 2009). SUMOylation-mediated labelling of PARP1 protein by SUMO2 leads
to recognition of PARP1 by SUMO-targeting Ring Finger Protein ubiquitin ligase 4 (RNF4), thereby
leading to ubiquitination and degradation of this protein. This suggests another link between
SUMOylation and ubiquitination of PARP1. Other PARP1 ubiquitinating proteins include the Ub E3
ligase RNF198 (Kashima et al. 2012), which recognizes specifically modified PARP1 molecules and
ubiquitinates them at residues K68 and K63. The above-mentioned required modification —
ubiquitination is inserted by the PAR ring finger 146-dependent E3 ligase (RNF146 or Iduna)
(Hamamoto 2018). This enzyme modifies proteins that are PARsylated or bind PAR. The described
molecular circuit links lduna's PAR-dependent ubiquitination of PARP1 with it targeting for
proteasomal degradation.

SUMOylation and ubiquitination may play an important role in the release of PARP1 trapped
on chromatin after cell treatment with PARP1 inhibitors. Analyses by Krastev et al. revealed an
interaction between chromatin-bound PARP1 and the ubiquitin-regulated ATPase p97. They found
that PARP1 trapped on the chromatin undergoes SUMOylation by PIAS4 and subsequent
ubiquitylation by the E3 ubiquitin ligase RNF4. These modifications promote the recruitment of p97
and the release of PARP1 trapped on the chromatin (Krastev et al. 2022). This suggests a possible
mechanism for PARP1 release from DNA after its trapping with PARP1 inhibitors and pave the way
for new therapeutic approach, particularly in tumors that gained resistance to PARP traps. The above
examples indicate that SUMOQylation alone does not affect PARPL protein activity, but it may
indirectly modulate PARP1 via the interplay between SUMOylation, acetylation, and ubiquitination,
which results in PARP1 degradation.

3.5 ADP-ribosylation

PARP1 automodification occurs in the form of a single ADP-ribose unit, short as well as
long ADP-ribose chains of 2-200 units in length. It is inserted primarily at aspartate and glutamate
residues in the ‘automodification region’, which consists of the BRCT fold (Rouleau-Turcotte and
Pascal 2023). Three lysine residues, Lys498, Lys521 and Lys524 in the automodification loop (aa
466-525) and additional residues in the first 214 amino acids of PARP1 (Hamamoto 2018) have been
identified as target sites for PARP1 auto-ADP ribosylation. As previously described, DNA damage
switches the ADP-ribosylation sites to serine due. To PARPL1 interaction with HPF1, and the enzyme
is automodified at three serine residues: S499, S507 and S519 (Rouleau-Turcotte and Pascal 2023).

Differences in the interaction of PARP1 with chromatin depend on the extent of its ADP-
ribosylation - extensive ADP-ribosylation contributes to PARP1 release from chromatin and inhibits
its binding to DNA, whereas moderate and weak ADP-ribosylation allows de novo PARP1 interaction
with chromatin (Hamamoto 2018) or maintains pre-existed PARP1 interaction with DNA. Some
reports indicate that PARP1 auto-modification reduces the ability of this protein to bind to intact
chromatin, but not to nucleosomes and free ends of DNA (Hamamoto 2018). ADP-ribosylation of
PARP1 may facilitate its release from DNA due to the high negative charge of ADP-ribose, which
leads to repulsion from also negatively charged DNA (Laspata et al. 2023), but other mechanisms
causing PARP1 release from chromatin are also possible.

PARP1 automodification is required to repair DNA damage. The sirtuin 6 (SIRT6)-
dependent mono-ADP-ribosylation of PARP1 at lysine 521 stimulates PARP1 activity and facilitates
DNA damage repair (Mao et al. 2011). In addition to auto-modification, other PARP family proteins

83|Strona



Przeglad badan — Cze$¢ 1

can ADP-ribosylate PARP1. PARP2 form heterodimers with PARP1 and these two enzymes modify
each other. Literature data suggest that PARP3 can also bind to PARP1 and lead to its activation
(Hamamoto 2018).

4. Summary

PARP1 plays an important role in the regulation of many intracellular processes. Post-
translational modifications of this protein, such as phosphorylation, acetylation or ADP-ribosylation,
play an important role in PARP1 activation, interaction with DNA, chromatin, and with other proteins
as well as determines protein stability and abundance. Therefore, post-translational modifications of
PARP1 modulate processes in which PARP1 is involved. These include, but is not limited to, DNA
repair, regulation of gene transcription or regulation of cell death. Knowing and understanding the
functions and interplay between these modifications is crucial to understand the mechanisms that
control and modulate PARP1 activity and function. Comprehensive knowledge of these mutual
interconnections may be useful to revise the scheme of anti-cancer therapies based on PARP1
inhibitors and possibly repurposing of these compounds in other, PARP1-mediated diseases or
conditions.
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Abstract

Cellular responses to stress involve complex signaling pathways, including those that
orchestrate DNA damage repair. This manuscript reviews the dynamic post-translational modification
(PTM) network of proteins, with a particular focus on their role in DNA repair processes under
cellular stress. It includes key PTMs such as phosphorylation, methylation and acetylation and
highlights their regulatory impact on proteins involved in DNA damage response pathways. It will
focus also on the interplay between PTMs and the activation or inhibition of critical DNA repair
factors. Insights into the intricate molecular mechanisms governing PTMs in the context of cellular
stress will contribute to a deeper understanding of the cellular response to DNA damage.

1. Introduction

An organism's cells are constantly exposed to different types of stress. (e.g. oxidative stress,
hypoxic stress and genotoxic stress) caused by a number of internal and external factors (Abramowicz
et al. 2019). Cells have evolved a number of complex mechanisms that enable them to respond to
stress conditions, from the activation of molecular pathways that promote survival to the induction of
apoptosis - programmed cell death - when repair processes fail (Fulda et al. 2010). One of the key
aspects of the cellular stress response is the post-translational modification (PTM) of proteins.

PTMs can alter the biological functions of cells by, among other, altering the activity and
stability of proteins and their interaction with DNA, RNA and other proteins. Because of the many
functional changes in proteins that occur as a result of their modification, PTMs are involved in the
regulation of many cellular processes and pathways, such as the cell cycle, cell differentiation,
transcriptional regulation, DNA damage response, cell metabolism and signal transduction. For
example, phosphorylation is involved in cell signalling and the cell cycle; acetylation and methylation
are associated with transcriptional regulation and cell metabolism and ubiquitination regulates protein
degradation and localisation (Zhong et al. 2023).

The use of PTMs in the stress response has the obvious advantage of rapidly changing the
mode of action of already synthesised proteins, with a huge number of possible combinations of PTMs
on different amino acids, allowing dynamic changes in protein function. In addition, PTMs are
reversible in a short time, which is another important feature of the stress response, especially when
stress exposure is short (Rein 2020). Thus, post-translational modifications may play an important
role in regulating the cellular response to stress by influencing cell fate decisions. In the later sections
of this monograph, we will discuss selected post-translational modifications involved in the signalling
pathways that determine the cellular response to stress and DNA damage.

2. The role of post-translational modifications in protein function

Protein PTMs changes the protein conformation, localization, activity, stability, charges, and
interactions with other biomolecules, altering the phenotypes and biological response of cells (Zhong
et al. 2023).
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Protein phosphorylation is one of the most abundant PTMs in humans. Phosphorylation is
formed by adding a phosphate group from ATP mainly to serine, threonine and tyrosine residues on
the side chains of amino acids. This reaction is catalyzed by kinases and the reverse process
dephosphorylation is catalyzed by phosphatases (Ramazi and Zahiri 2021; Zhong et al. 2023). By
affecting protein activity, stability, localization, conformation and protein-protein interaction (PPI),
this PTM is involved in the regulation of many physiological processes, including cellular stress
response and DNA repair (Ramazi and Zahiri 2021; Zhong et al. 2023). Histone
phosphorylation confers a negative charge to the histone, resulting in a more open chromatin
conformation, associated with gene expression and DNA damage repair (Singh et al. 2020).

Acetylation is process dynamically regulated by the action of acetyltransferases and
deacetylases. Acetyltransferases use acetyl CoA as a cofactor for adding an acetyl group to the ¢-
amino group of amino acids (mostly lysine) side chains, whereas deacetylases remove an acetyl group
(Ramazi and Zahiri 2021; Zhong et al. 2023). Acetylation serves as a regulatory switch for protein
conformation and activity changes. By changing the PPI, localization, stability, and activity of
metabolic enzymes, acetylation is extensively involved in metabolism regulation. Moreover,
acetylation is involved in DNA damage repair, signal transduction, stress response and autophagy
(Zhong et al. 2023). In histone proteins lysine acetylation was shown to reduce positive charge of
histone proteins, relaxing DNA-histone contacts and facilitating gene transcription (Xia et al. 2020).

Protein methylation, formed by transferring a methyl group from S-adenosylmethionine
(SAM) to a specific methyl acceptor, usually occurs at the side chains of lysine and arginine.
Methylation is involved in the regulation of protein stability and activity, PPIs, nuclear-cytoplasmic
shuttling and DNA damage repair (Zhong et al. 2023). Methylation of histone proteins is not sufficient
to alter their charge, and therefore, likely acts to recruit other effector proteins to specific chromatin
sites. H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3 H3K36me2, and H3K36me3 modifications are associated
with transcriptional activation, whereas H3K9me3, H3K27me3 and H4K20me3 are considered
repressive marks (Bure et al. 2022; Fallah et al. 2021)

Ubiquitination is the covalent attachment of ubiquitin (Ub) monomers (monoubiquitination)
or Ub chains (polyubiquitination) mostly to lysine residues of proteins. Ubiquitination is regulated by
three enzymes: Ub-activating enzyme (E1), Ub-conjugating enzyme (E2), and Ub-ligase enzyme
(E3). The removal of ubiquitination is mainly carried out by deubiquitinases (DUBs) (Lee et al.,
2023). A variety of Ub combinations are involved in different physiological functions. K48-, K11- or
K29-linked ubiquitination and multiple monoubiquitination are signals for proteasomal degradation.
However, K27- and K63-linked ubiquitination regulates proteasome-independent processes such as
DNA repair and autophagy. SUMOQylation is similar to the Ub modification process, requiring
SUMO-activation enzyme (E1), SUMO-conjugating enzyme (E2), and SUMO-ligating enzyme (E3).
SUMOylation is a PTM that covalently attaches small Ub-like modifiers (SUMOs) to specific lysine
residues in proteins. SUMOylated proteins are often more stable and less susceptible to degradation
(Zhong et al., 2023). Although, some ubiquitin ligases, termed SUMO-targeted ubiquitin ligases
(ULS), recognize sumoylated proteins and links SUMO maodification to the ubiquitin/proteasome
system (Sriramachandran and Dohmen, 2014). In addition, SUMOylation is associated with the
regulation of protein localization and activity and is involved in various cellular processes, such as
DNA repair, apoptosis, cell cycle, and gene transcription (Zhong et al. 2023).

ADP-ribosylation is a process in which ADP-ribosyl transferases transfer ADP-ribosyl to the
target protein's using NAD+ as the substrate. This modification, which occurs as mono- or poly-ADP-
ribosylation, is reversible due to the action of different ADP-ribosylhydrolases (Liischer et al. 2022).
The structure and function of many proteins are regulated by ADP-ribosylation. ADP-ribosylation is
involved in numerous physiological and pathological processes, such as signal transduction, protein
transport, transcription, DNA damage repair, cell cycle regulation, viral infections, apoptosis, and
necrosis (Liischer et al. 2022; Zhong et al. 2023)

Different PTMs do not only function by themselves but can coordinately determine the
activity and function of proteins. PTM cross-talk refers to the interaction of PTM sites between the
same protein or different proteins, which affects the biological functions. These interactions can be
positive, e.g., ubiquitination that is dependent on proximal phosphorylation, sumoylation, or ADP-

87|Strona



Przeglad badan — Cze$¢ 1

ribosylation or negative, as when histone H3R2 dimethylation prevents H3K4 trimethylation. Another
type of PTM crosstalk is direct competition, a form of negative crosstalk where two different
modifications such as phosphorylation and O-GlcNAcylation can occur on the same residue, and each
modification inhibits the addition of the other (Leutert et al. 2021). Additionally, PTMs can activate
or deactivate other regulators thereby changing the PTM status of downstream proteins. For example,
acetylation has been shown to reduce the kinase activity of CDK9 (Beltrao et al. 2013). This indicates
that PTMs tend to act in a coordinated manner.

3. Factors that lead to cellular stress

Among the main triggers of cellular stress, we can include: DNA-damaging agents (e.g.,
ionizing radiation and chemotherapeutic agents), which cause DNA damages and activate repair
pathways specific for different types of DNA lesion; heat shock or chemical toxins that cause protein
denaturation, which activate the unfolded protein response (UPR) in the endoplasmic reticulum (ER)
and mitochondria; hypoxia and respiratory poisons that cause mitochondrial stress; nutrient
deprivation, which activates autophagy enabling cells to catabolize their own components for survival
and infectious agents, which can induce a variety of stress responses by activating pattern recognition
receptors (Galluzzi et al. 2018). There are many different triggers of cellular stress, and the cell's
response to these conditions depends on the nature and level of the threat. The adaptive capacity of
the cell ultimately determines its fate (Fulda et al. 2010). The occurrence of stressful conditions can
activate damage repair mechanisms if the stress-induced changes are temporary. However, it can also
lead to senescence or cell death when restoration to normal conditions is impossible. Many of factors
causing cellular stress lead to the occurrence of DNA damage and the subsequent activation of repair
pathways that enable cells to respond to adverse conditions. (Fulda et al. 2010).

4. PTM's role in DNA damage response

Following DNA damage, various DNA repair mechanisms are activated, e.g. NER
(nucleotide excision repair) and BER (base excision repair) for single-stranded DNA damage (SSB)
or HR (homologous recombination) and NHEJ (non-homologous end joining) for double-stranded
DNA damage (DSB). Post-translational modifications are involved in the response to both SSBs and
DSBs.

4.1 Phosphorylation

When a single- or double-strand break occurs, phosphorylation of the serine residues of
thousands of H2AX molecules is observed, resulting in the formation of phosphorylated H2AX or y-
H2AX (Bai et al. 2020). In the case of SSBs, phosphorylation of the protein XRCC1 - a key factor in
SSB repair via the BER pathway - has been shown to facilitate the BER cutting step by promoting its
dissociation from the DNA and the recruitment of downstream BER proteins to the initial damage
step. The occurrence of DSB is also associated with increased phosphorylation of many factors,
including H2AX, ATM, ATR, Chk1, Chk2, DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-
PKcs) and Ku70/Ku80 heterodimers. Many DDR and repair components are directly or indirectly
recruited to y-H2AX foci, including BRCA1, Rad50, Rad51, 53BP1. The ATM/Chk2 and ATR/Chk1
pathways are key regulators of cell cycle arrest following DNA damage. Phosphorylation of
Chk1/Chk2 proteins by ATM/ATR kinases leads to phosphorylation of the p53 protein, which acts
directly on chromatin to increase transcription of p21 and certain DNA repair-related genes. p21 is
responsible for inhibiting cell proliferation and suppressing genes whose transcriptional activity is
determined by the rate of mitotic divisions. High levels of p21 subsequently lead to the formation of
the RB-E2F1 complex and reduced expression of cell cycle genes (Engeland 2022).In addition to
regulating transcription, E2F1 was shown to regulate DNA repair directly. E2F1 localizes to sites of
DNA damage dependent on its phosphorylation at serine 31 by the ATM or ATR kinases. The
topoisomerase |1 binding protein (TopBP1), which has multiple functions during the DNA damage
response, specifically binds this phosphorylated form of E2F1 resulting in recruitment of E2F1 to
sites of DNA damage. RB associates with E2F1 at DSBs and helps to stabilize the interaction between

88|Strona



Badania 1 Rozwdj Mlodych Naukowcodw w Polsce

phosphorylated E2F1 and TopBP1. A knock-in mutation that prevents E2F1 phosphorylation and
recruitment of E2F1 and RB to sites of DNA breaks also impairs DNA repair and renders mice
hypersensitive to ionizing radiation (IR) (Manickavinayaham et al. 2019).

4.2 Poly-ADP ribosylation

PTM that is of great importance in the recognition of DNA damage and the initiation of
repair is poly-ADP-ribosylation. Upon binding to DNA damage, the catalytic activity of PARPL1 is
immediately triggered and the enzyme catalyzes the addition of poly-ADP-ribose chains to its amino
acid chain (self-modification) and to other substrates. XRCC1 (SSB repair protein) was found to
interact with PARP-1-bound poly(ADP-ribose) through a PAR-binding motif. XRCC1 is then
phosphorylated by ATM-Chk2, allowing the recruitment of many downstream proteins involved in
BER to the initial sites of damage. The PAR binding motif is also found in xeroderma pigmentosum
complement group protein A (XPA), the primary protein involved in the initial phase of NER. XPA
has been shown to bind PARP-1 and PAR and is recruited to UV-induced DNA damage. Thus,
poly(ADP-ribosyl)ation plays an important role in the initiation of DNA repair and provides the basis
for the recruitment of BER/NER-related proteins. PARP-1 also detects double-strand breaks and
provides a scaffold for chromatin remodelers (Bai et al. 2020). Poly(ADP-ribosyl)ation in DNA DSB
repair focuses on the recruitment of a number of proteins involved in DNA repair to damaged sites
through various PAR-binding motifs, and also contributes to the initiation of downstream events at
different stages (Bai et al. 2020). PARP1 also directs the transcription of some DNA repair genes in
breast cancer cells by the ADP-ribosylation of EP300, thereby causing its activation and marking
nucleosomes for displacement by BRG1 (Sobczak et al. 2019).

4.3 Ubiquitination

Ubiquitination plays a key role in the DNA repair process by adding the protein ubiquitin to
its substrate. For example, histone ubiquitination is an important step in DNA damage response,
following DSBs in DNA, H2A on K13 and K15 can be ubiquitinated by RNF168 and RNF8, leading
to the recruitment of other DNA repair proteins such as BRCAL and 53BP1 and increasing the DNA
damage response. The ubiquitination signal is recognised by 53BP1, which inhibits the HR process
and promotes NHEJ. 53BP1 recognises both H4K20me2 and H2A K15ub at DNA damage sites,
whereas BRCAL1 recruitment depends on RAP80 via its ubiquitin-binding modules (UIMs), which
bind K63 ubiquitin chains on chromatin. RNF169 is also recruited to DSBs, competes with RNF168,
removes 53BP1 and RAP80 ubiquitin-binding sites on histone surfaces and promotes HR. RAD51
ubiquitination impairs RAD51-BRCAZ2 interaction, whereas RAD51 deubiquitination mediated by
UCHL3 enhances RAD51-BRCA2 binding and facilitates RAD51 recruitment to DSBs.
Ubiquitination of histone H2B (K120) in response to DNA damage via the RNF20-RNF40 complex
leads to chromatin relaxation, increasing the availability of DNA repair factors (Yu et al. 2020).

4.4 Sumoylation

Following DNA damage, many DNA repair factors undergo sumoylation. SUMO1-3
accumulates at DSBs in human cells, and the SUMO ligases PIAS1 (protein inhibitor of activated
STAT protein 1) and PIAS4 (protein inhibitor of activated STAT protein 4) are essential for this
accumulation, which is important for subsequent ubiquitination catalysed by RNF8 and RNF168.
PIAS protein deficiency affects the ability to efficiently recruit 53BP1 and BRCAL to DNA break
sites; this significantly impairs ubiquitination of histone H2A and accumulation of K63-linked
ubiquitin conjugates at DSB sites, what suggest an important role for SUMO E3 ligases in DNA repair
(Bai et al. 2020). In addition, RAP80 binding to SUMO at DNA damage sites via the SUMO
interacting motif (SIM) is also important for its recruitment to DSB sites. SUMO-bound RAP80
recognises SUMO-ubiquitin hybrid chains synthesised by RNF4 and promotes BRCAL recruitment.
BRCAL1 is also sumoylated by the PIAS ligase SUMO E3 in response to DSBs, increasing the
ubiquitin ligase activity of the BRCA1/BARD1 complex and promoting HR. Sumoylation also plays
a key role in shutting down the DNA damage response after repair. MDC1 is sumoylated at sites of
damage, leading to recognition by the SUMO (SIM) interaction motifs of RNF4, followed by its
ubiquitination, degradation and removal from the DSB, as is the 53BP1 protein. RNF4 also interacts
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with other sumoylated proteins through its SIM motifs and ubiquitinates polysumoylated proteins to
facilitate their degradation(Yu et al. 2020).

4.5 Acetylation

The MRN complex (Mrell-Rad50-Nbsl) acts as a sensor of DSBs, detecting them and
transmitting damage signals by phosphorylating proteins involved in cell cycle checkpoints and DNA
repair. Tip60 forms a complex with MRN that is essential for its binding to DNA damage sites. As
Tip60 is an acetyltransferase, it has been reported that ATM activation is dependent on lysine 3016
acetylation mediated by Tip60 in response to DNA DSBs. The acetylation of H2AX (K5) observed
in the early stages of DDR is also catalysed by Tip60. There are reports that H2AX is constitutively
acetylated at lysine 36 (H2AX K36Ac) by CBP/p300 acetyltransferases independently of H2AX
phosphorylation. In addition, Tip60-dependent acetylation of H4 promotes HR-mediated DNA repair
by reducing the presence of 53BP1 on chromatin. In turn acetylation of H3 and H4 by CBP/p300
facilitates NHEJ and chromatin relaxation by recruiting Ku70 and Ku80; BRG1, the catalytic subunit
of the SWI/SNF chromatin remodelling complex, facilitates DSB repair by interacting with acetylated
H3 through its bromodomain, suggesting an important role for acetylation in facilitating DNA DSB
repair and recruitment of DSB-related proteins (Bai et al., 2020). In addition to phosphorylation, E2F1
is also acetylated in response to DNA damage by PCAF, CBP/p300 and Tip60. E2F1 acetylation can
occur in the absence of E2F1 phosphorylation and independently promotes E2F1 stabilization in
response to DNA damage and may also target E2F1 to specific pro-apoptotic genes, such as p7316
(Manickavinayaham et al. 2019).

4.6 Methylation

Literature reports indicate that the Pol-B lyase domain, which plays a key role in BER, binds
to PRMT6 and PRMT1, which play important roles in regulating Pol-$ function. PRMT6 methylates
R83 and R152 of Pol-B, increasing polymerase activity, while PRMT1 methylates R137, blocking
Pol-B-PCNA interaction. FEN1, a Rad2 nuclease important for DNA replication and repair, undergoes
methylation, enhancing FEN1 interaction with PCNA and promoting NER. RUVBL1, a cofactor of
the TIP60 complex, requires methylation by PRMT5 during DSB repair, which activates TIP60a,
allowing acetylation of histone H4K16 and displacement of 53BP1 from DSBs. A component of the
key MRN complex for HR, Mrell, is methylated by PRMT1, which is important for its function.
Global inhibition of the methyltransferase disrupts the recruitment of Mrell and 53BP1 to DSBs. At
sites of DNA damage, multiple HMTs and HDTs modify chromatin and regulate the DDR. The
demethylase KDM5B is responsible for demethylating H3K4me3, which is required for the
accumulation of the repair proteins Ku70 and BRCAL at DSBs. The interaction of H3K9me3 with
Tip60 enhances the HAT activity of TIP60, which promotes HR repair through ATM and H4
acetylation. H3K6 methylation improves the association of DNA repair components (NBS1, Ku70)
with DSBs, thereby affecting the efficiency of DSB repair (Bai et al. 2020).

5. Conclusions

Understanding the complex interplay between cellular stress and post-translational
modifications is crucial to unravelling the molecular mechanisms underlying the stress response. Post-
translational modifications (PTMs) play a critical role in the repair of DNA damage, thereby
contributing to the maintenance of genomic integrity. DNA damage can be caused by a variety of
factors, including exposure to ionizing radiation, chemical agents and endogenous cellular processes.
To counteract these threats, cells have evolved complex DNA repair mechanisms in which PTMs play
an important role. The dynamic interplay of phosphorylation, ubiquitination, sumoylation, acetylation
and methylation fine-tune the cellular response to maintain genomic stability and prevent the
accumulation of mutations that could lead to disease, including cancer. Elucidation of these processes
will not only improve our understanding of cellular physiology, but also holds the promise of
developing targeted therapeutic interventions to mitigate the effects of stress-related disorders
associated with impaired DNA repair.
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12. Przeglad czynnikow wplywajacych na wlasciwosci membrany opartej na
poli(fluorku winylidenu) (PVDF)
A review of factors influencing the properties of a polyvinylidene fluoride
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Streszczenie

W technologii magazynowania energii potrzebne sa bezpieczne i wydajne systemy.
Elektrolity ciekte uzywane w ogniwach litowo-jonowych moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia.
Z rozszczelnionego ogniwa moze wyciec elektrolit, ktory jest tatwopalny, a w kontakcie ze skora
zracy. Alternatywa dla tego rozwigzania powoli staja si¢ elektrolity stale, majace jednoczesnie
funkcje elektrolitu i separatora oddzielajacego elektrody. Dzigki temu ogniwo z elektrolitem statym
ma szanse by¢ ciensze, bardziej sprezyste i mogace gromadzi¢ wigcej energii na jednostke masy
(IDTechEx 2021). Z tego powodu elektrolity state maja szanse zyskac na popularnosci w najblizszym
czasie i uzupehic niszowe zapotrzebowania.

W niniejszym przegladzie zostang przedstawione czynniki, ktére maja i moga mie¢ wpltyw
na morfologie oraz pozniejsze wlasciwosci wytworzonych membran.

1. Wstep

Ogniwo litowo-jonowe jest elektrycznym magazynem energii. Sktada si¢ z anody, katody,
elektrolitu oraz separatora.

Katoda jest gtownym zrodiem jondéw litu w ogniwie. Jest to folia aluminiowa pokryta
materialem o strukturze spinelu, oliwinu albo materiatem warstwowym, ktéry w strukturze
krystalicznej zawiera w sobie tlen, lit i inne metale. Gdy jony litu opuszczajg materiat struktura
krystaliczna zostaje zachowana. Dzieje sie tak podczas tadowania ogniwa. Zatem, gdy ogniwo
pracuje, jest roztadowywane, jony litu moga z powrotem wbudowaé si¢ w struktur¢ materiatu
katodowego. Dzigki tej wiasciwosci praca ogniwa litowo-jonowego jest odwracalna (Gorecki 2015).

Anoda moze by¢ folia z metalicznego litu, ale najczesciej jest to folia miedziana pokryta
grafitem. Na anodzie podczas tadowania ogniwa nast¢puje interkalacja jonow litu. Oznacza to, ze W
przestrzen mi¢gdzywarstwowa grafitu umiejscawiaja si¢ jony litu tworzac strukture LixCe, przy czym
w maksymalnym stopniu natadowania x = 1. Separator ma nie dopuszcza¢ aby nastapito zwarcie
W ogniwie pomi¢dzy elektrodami, ale jednocze$nie ma umozliwia¢ swobodny przeptyw jonéw Li*
miedzy nimi. Elektrolit jest medium transportowym, a w jego sktad wchodza sole litu (Gorecki 2015).

Ze wzgledu na tatwopalno$¢ oraz toksycznos¢ wyzej wymienionych zwigzkéw zaczeto
szuka¢ innych rozwigzan. W ten sposob zaczety powstawac elektrolity state: elektrolity polimerowe,
ceramiczne oraz ich hybrydy. Elektrolity polimerowe sg elastyczne, plastyczne oraz majg lepsza
przyczepno$¢ do powierzchni elektrody litowej. Natomiast z powodu niskiej wytrzymalosci
mechanicznej, sa wrazliwe na perforacje przez dendryty litowe.

Z kolei elektrolity ceramiczne pomimo odpornosci na przebijanie sa kruche, wymagaja
wysokotemperaturowej obrobki termicznej oraz posiadajg wyzszy opor przeptywu ladunkow miedzy
fazami elektrolitu i elektrody. Elektrolity ceramiczno-polimerowe posiadaja cechy kazdej z tych grup.
Maja lepsze whasciwosci mechaniczne, dobre przewodnictwo i mniejszy opdr miedzyfazowy, co
zachgca do dalszego rozwijania tej technologii. Elementem podnoszacym przewodnictwo jonowe
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moga by¢ wypelniacze nieorganiczne, ktore dziela si¢ na wypehiacze przewodzace (LLTO) (Zhao et
al. 2022) jak i nieprzewodzace (np. SiO2) (Kim et al. 2001).

2. Opis zagadnienia

Ponizsza praca skupia¢ si¢ bedzie na wyszukaniu czynnikow oraz wskazaniu warunkow,
ktore moga mie¢ wpltyw na struktur¢ i wlasciwosci wytwarzanej membrany polimerowej do
zastosowania w ogniwach litowo-jonowych.

3. Przeglad literatury

3.1 Wiasciwosci poli(fluorku winylidenu) (PVDF)

Poli(fluorek winylidenu) (PVDF) nalezy do klasy fluoropolimeréw. Sg to materiaty
0 doskonalych wlasciwosciach mechanicznych, obojetnosci chemicznej i dobrej odpornosci
termicznej. Sktadaja si¢ one z powtarzajacych si¢ jednostek zbudowanych z wegla, wodoru i fluoru.
W tabeli 1 zestawiono wybrane wiasciwosci fizyczne dla polimeru PVDF, homologu PTFE oraz
poréwnano je z polietylenem.

Tab.1l. Poréwnanie whasciwosci fluoropolimerow z polietylenem o duzej gestosci (Marshall et al.
2021).

. ., R Temperatura Temperatura
Polimer Gestost [g-cm”] topnignia [°C] resaklonia [°C]
PTFE 2,06-2,20 317-345 -
PVDF 1,76-1,83 158-200 -29 do -57
PE-HD 0,94-0,965 125-135 -118 do -133

Oddzialywanie C-F jest najsilniejszym mozliwym wigzaniem pojedynczym z weglem.
Skutkuje to powstaniem szeregu oddziatywan kulombowskich, ktoére sa w stanie ustabilizowaé
konformacje tancuchoéw polimeru, zwickszajac odpornos¢ na rotacje wiazan (Marshall et al. 2021).

PVDF, dzigki czesciowemu fluorowaniu moze krystalizowa¢ w szereg polimorfow. Stopien
krystalicznosci poli(fluorku winylidenu) jest zwykle na poziomie 50-60%, a wlasciwosci takie, jak
gestosé zalezg od jego sktadu fazowego. Ten polimer ma ich co najmniej cztery: a, B, v, i 6. Faza a
jest najbardziej stabilng termodynamicznie faza krystaliczng PVDF i nie ulega wptywom pola
elektrycznego. Forma & wystepuje, gdy materiat zostanie poddany impulsom elektrycznym
w podwyzszonych temperaturach, jest ona dos¢ rzadko spotykana. Natomiast w fazie B 1 y mozliwe
jest zorientowane dipoli w taki sposob, aby utworzy¢ ogdlnie trwaty dipol. Proces wyréwnywania
dipoli (ang. poling) polega na przytozeniu pola elektrycznego do materiatu utrzymywanego powyzej
temperatury Curie w taki sposob, ze tancuchy orientuja si¢ zgodnie z kierunkiem pola elektrycznego.
Materiat nastgpnie jest specjalnie schtadzany, aby kierunek dipoli zostat zachowany. Kiedy do takiego
materiatu zostanie przytozone pole elektryczne, to w zaleznosci od kierunku przytozonego pola, moze
si¢ ono kurczy¢ lub rozszerza¢. W ten sposob fazy krystaliczne PVDF moga wykazywaé zaréwno
wlasciwosci piezoelektryczne, jak i ferroelektryczne. Struktur¢ krystalicznag mozna kontrolowac na
przyktad za pomoca temperatury, stosowanych rozpuszczalnikow, czy rozciagania (Nishiyama et al.
2016; Vasic et al. 2021; Chan et al. 2023).

PVDF i jego kopolimery sa zatem interesujacymi kandydatami do zastosowan w czujnikach.
Ponadto PVDF zachowuje si¢ jak material termoplastyczny i po podgrzaniu moze by¢ tez
przetwarzany przy uzyciu dobrze ugruntowanych technik przemystowych, takich jak formowanie
wtryskowe i wytlaczanie (Marshall et al. 2021).

Istnieja jednak warunki niekorzystne dla PVDF, w ktorych ulega on czgsciowemu
rozkladowi. Material poddany takim warunkom wydziela fluorowodor, jednoczesnie tworzac
wigzania podwdjne. Nastgpuje rowniez zmiana barwy roztworu na zolty lub brazowy. Dzieje si¢ to
w warunkach alkalicznych (Marshall et al. 2021). Wystarczy juz 10% dodatek NiCOz (pH 8-9), zeby
w ciggu 90 min polimer ulegt zelowaniu. Moze mie¢ to wpltyw na przemyst akumulatorowy, gdzie
stosuje si¢ alkaliczne materiaty takie jak NMCS811. Dlugoterminowe oddziatywanie PVDF
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z materiatami alkalicznymi w ogniwie nadal nie jest doktadnie zbadane. Jednak w catym okresie
eksploatacji mechanizmy degradacji i uszkodzenia ogniwa moga zosta¢ przyspieszone na skutek
kontaktu z alkalicznymi materiatami.

Rl e e tate e
e FERRERERREERE (B

Rys.1. Struktury faz a, B i y poli(fluorku winylidenu) (Wu et al. 2020).

PVDF w podwyzszanych temperaturach reaguje roéwniez z nonoczastkami tlenku miedzi
i tlenku glinu. Dodatek krzemionki i zeolitow zmniejsza stabilno$¢ termiczng materiatu (Marshall et
al. 2021). Istnieja rowniez dodatki, ktore moga podnies¢ stabilno$¢ chemiczna polimeru nie wchodzac
z nim w reakcje. Np. grafen domieszkowany borem i magnetyt (Marshall et al. 2021). Zatem PVDF
nie powinien by¢ traktowany jako materiat calkowicie obojetny, a jego stabilno$¢ jest waznym
przedmiotem badan.

3.2 Przygotowanie membran

Najczestszymi metodami preparatyki membran sg metody (Rys.2): odlewania (casting
method), ktora moze by¢ roéwniez termicznie indukowana (TIPS - thermally induced phase
separation) oraz metoda inwersji faz (phase inversion method) nazywana inaczej metoda separacji
faz indukowana czynnikiem stracajacym (NIPS — nonsolvent induced phase separation)(Thi et al.
2021). Metoda odlewania wykorzystuje uktad dwusktadnikowy: polimer i rozpuszczalnik polimeru,
a metoda inwersji faz ukltad trojsktadnikowy, gdzie dodatkowym elementem jest substancja
mieszajaca si¢ z rozpuszczalnikiem, a nie mieszajgca lub czgSciowo mieszajaca si¢ z polimerem.
Proces zaczyna si¢ od zmieszania polimeru i rozpuszczalnika, doprowadzajac do jednorodnego
roztworu. Roztwor jest odlewany w postaci cienkiej folii lub wyttaczany przez matryce w celu
wytworzenia ksztaltow membran, takich jak ptaskie arkusze lub puste w srodku widkna. Nastepnie w
metodzie inwersji faz material umieszczany jest w kapieli koagulacyjnej, zawierajgcej substancje
(dalej zwana $rodkiem stracajgcym) nie mieszajacg si¢ z polimerem. W polimerze rozpoczyna si¢
wtedy proces wymiany rozpuszczalnika na $rodek, czesciowo lub niemieszajacy si¢ z polimerem i
nastgpuje wytracenie polimeru w roztworze. Po czym membrang si¢ suszy (Tan and Rodrigue 2019).

odparowanie
rozpuszczalnika

homogenizacja wyleganie '
roztworu membrany AT
—) \ \
1. metoda wylewania kapiel suszenie
2. metoda inwersji faz koagulacyjna membrany

Rys.2. Najczestsze metody przygotowywania membran polimerowych.
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Pierwszg zauwazalng r6znicg we wlasciwosciach membrany otrzymanej tymi metodami, jest
réznica porowatosci. Membrany wytworzone metoda inwersji faz maja regularnie roztozone pory,
podczas gdy membrany uzyskane metoda wylewania majg zwartg struktur¢ z nieregularnie
roztozonymi porami, ktére czesto jeszcze sg roznej wielkosci. Na porowatos¢ membrany maja
réwniez wptyw inne czynniki, jak na przyktad dodatek wypetniacza, ktore opisane zostang w dalszej
czgsci niniejszej pracy.

Kolejnym etapem jest dobranie odpowiednich proporcji pomigdzy polimerem,
rozpuszczalnikiem i ewentualnie wypeltniaczem. Nadmiar dodawanego rozpuszczalnika wzgledem
polimeru zalezy od tego, ktora metoda syntezy zostanie wybrana, jakie rozpuszczalniki, polimery
beda uzywane oraz to, czy mieszanina zawiera¢ bedzie dodatek wypekniacza (Capiglia et al. 1999;
Duarte et al. 2020). Zatem do kazdego uktadu indywidualnie nalezy dobra¢ odpowiedni stosunek, bo
moze si¢ on waha¢ od 3-krotnego do ponad 16-krotnego nadmiaru, jak w przypadku pracy z PVDF
(Kim et al. 2006; Haponska et al. 2017; Fluker et al. 2023).

Homogenizacje mieszaniny powinno przeprowadza¢ si¢ w warunkach, zapewniajacych
catkowite specznienie polimeru oraz rOwnomiernie wymieszanie jej sktadnikéw. Jednoczesnie nalezy
pamigtac, ze uzywane zwiazki moga by¢ bardzo lotne lub rozklada¢ si¢ w warunkach powietrza.
Majac to na uwadze, tworzenie niektorych mieszanin mozna przeprowadzaé w atmosferze gazu
obojetnego, czy w szczelnie zamknietym pojemniku szklanym (Kim et al. 2001), np. podczas pracy
z N-Metylopirolidonem (NMP) (Wieczorek et al. 1995; Fluker et al. 2023). Aby przyspieszy¢ proces
homogenizacji mozna podnies¢ temperatur¢ catego uktadu. W tabeli 2 przedstawiono, w oparciu
0 dane literaturowe, przyktadowe programy homogenizacji mieszanin polimer - rozpuszczalnik.
Zalezg one od wielu czynnikéw, migedzy innymi od warunkow panujacych w laboratorium, co
oznacza, ze do kazdego uktadu zawsze nalezy indywidualnie dostosowa¢ warunki suszenia.

Tab.2. Przykladowe warunki homogenizacji mieszaniny polimeru PVDF 2z wybranymi
rozpuszczalnikami.

Temperatira | o ieszania
Polimer Rozpuszczalnik mieszania Zrodo
oc [h]
[°C]
] (Fluker et
PVDE NMP pokojowa 1 al. 2023)
(Haponska
PVDF NMP 80 48 etal. 2017)
50 3 (Kim et al.
PVDF-HFP aceton pokojowa 24 2001)

Po schtodzeniu do temperatury pokojowej mieszaning rozprowadza si¢ przy pomocy noza
odlewniczego ze szczeling, aby otrzyma¢ membrang o statej grubosci na catej powierzchni.
Materiatem no$nym, na ktory wylewa si¢ zawiesing moze by¢ szkto, polimer, metal lub wtdknina
(Holda and Vankelecom 2015). Stosowane grubo$ci wylewanej mieszaniny mieszczg si¢ w zakresie
od 100 do 350 pum (Kim et al. 2001, 2006; Hotda and Vankelecom 2015). Nie ma pewnosci, jak
grubo$¢ wylewanej warstwy wptywa na morfologie membrany. Przy metodzie odwrotnej inwersji faz
zdecydowanie wigkszy wptyw na morfologie membrany ma uzywany czynnik stracajacy oraz metoda
suszenia. Podejrzewa sig¢, ze przy wylewaniu grubszych warstw powstaje wigcej makroporow (Hotda
and Vankelecom 2015).

W metodzie odwrdoconej inwersji faz, w celu przyspieszenia stracania membrany, stosuje si¢
tak zwane kapiele koagulacyjne. Maja one wiele parametréw mozliwych do kontrolowania i bardzo
duzy wplyw na strukture koncowej membrany. Rozpuszczalnik, uzywany w kapieli koagulacyjnej
ma za zadanie wymy¢ z membrany substancje, ktora odpowiadata za rozpuszczenie polimeru, tym
samym powodujac jego stracenie. Wielko$¢ porow i catkowita porowatos¢ membrany zalezg glownie
od szybkosci dyfuzji rozpuszczalnika z odlewanej folii i dyfuzji drugiego rozpuszczalnika z kapieli
koagulacyjnej do folii. Szybkosci dyfuzji mozna kontrolowaé temperatura, poprzez manipulacje
sktadem roztworu odlewniczego (dodajac np. s6l, w celu obnizenia aktywno$ci drugiego
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rozpuszczalnika), warunkami odlewania (predko$¢ odlewania, temperatura odlewania, kontrolowany
przeptyw powietrza, wilgotno$¢ wzgledna podczas odlewania) i warunkami wytracania (przyktadowo
zmieniajac czynnik stracajacy na taki, ktéory ma mniejsza zdolno$¢ mieszania si¢
z rozpuszczalnikiem). Gdy chee si¢ otrzyma¢ membran¢ o matych porach zalecana jest wolna
wymiana substancji (Hotda and Vankelecom 2015). Kiedy substancja jest lotna wprowadza si¢
czasem etap odparowania. Procedure tg stosuje si¢, gdy w poczatkowym mieszaninie rozpuszczalnika
z polimerem znajdujg si¢ lotne rozpuszczalniki lub wspotrozpuszcezalniki, majac na celu uzyskanie
mniej porowatych powierzchni membran. Etap odparowania powoduje selektywng utrate lotnego
wspotrozpuszczalnika z wylewanej folii. W efekcie tworzy si¢ tzw. ,warstwa naskorkowa”
0 miejscowo zwigkszonym stezeniu polimeru (Hotda and Vankelecom 2015).

Warunki suszenia to kolejny czynnik wptywajacy na pozniejsze whasciwosci przewodnictwa
jonowego. Wilgo¢ obecna w membranie bedzie prowadzita do zwarcia (Fluker et al. 2023).
Wilgotno$¢ powietrza réwniez bedzie wptywac na szybkos¢ i skutecznos¢ odparowywania substancji
(Fluker et al. 2023). Celem jest doprowadzenie membrany do momentu otrzymania sStatej masy.
W tabeli 3 przedstawiono przyktadowe warunki suszenia membrany.

Tab. 3. Przyktadowe warunki suszenia membrany.

Temperatura suszenia Czas suszenia .,
[°C] [h] Zrédia
60 12 (Huang et al. 2016)
120 12 (Kim et al. 2006)
75 24 (Fluker et al. 2023)

Na zmniejszenie tworzenia si¢ makroporéw w membranie ma tez wptyw dodatek tlenkoéw
metali. Nanoczgstki TiO, zwigkszaja lepkos$¢ roztworu odlewniczego z powodu ich wysokiej
powierzchni wiladciwej 1 wysokiej energii powierzchniowej. Dzieki temu tlumig powstawanie
makroporow w strukturze, wplywajac na popraweg wytrzymatoSci mechanicznej membran
polimerowych (Hotda and Vankelecom 2015). Optymalizacja sktadu mieszaniny, zawartosci
procentowej wypelniacza jest niezbedna, aby nie doprowadzi¢ do jego nadmiaru. Agregacja
dodatkéw do membran moze powodowac pegkanie ich powierzchni (Kim et al. 2006).

Dodatek wypetniaczy nieorganicznych moze tez mie¢ wplyw na zmiang Stosunku fazy
krystalicznej do fazy amorficznej. Dodatek krzemionki, czy tlenku glinu moze zmniejszaé¢ stopien
krystaliczno$ci i jednocze$nie temperature¢ topnienia materiatu (Kim et al. 2001). Wptywa to
korzystnie na whasciwosci przewodnictwa jonowego w takich materiatach (Capiglia et al. 1999; Kim
et al. 2001). Wypeliacze utrudniajg ruch segmentow polimeru, ograniczajgc porzadkowanie, co
prowadzi do obnizenia stopnia krystalizacji (Li et al. 2004). Metode, ktorg mozna by uzy¢ do tego
typu pomiardw jest skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC) (Li et al. 2004).

Najprostszym sposobem zbadania morfologicznych wtasciwo§ci membrany sg badania
pecznienia i chtonno$ci. Badania mozna przeprowadzi¢ przy pomocy absorpcji substancji w probce.
Najczestszym ze sposobOw jest zanurzanie fragmentu membrany w roztworze soli litu przez
okreslony czas i notowanie roznicy masy (Tab.4).

Tab.4. Przyktadowe czasy i mieszaniny wykorzystywane do badania porowato$ci w membranie.

Stezenie Skiad Wielkos¢ )
Sol roztworu soli | Mieszanina . . fragmentu Zrodto
[mol dm™®] mieszaniny membrany
LiClO4 1 ECi DMC* 2:1 - (Kim et al. 2001)
LiPFeg 1 ECiDMC 1:1 2x2 cm (Kim et al. 2006)
- - n-butanol - - (Huang et al. 2016)

*mieszanina weglanu etylenu (EC) i weglanu dimetylu (DMC)
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4, Podsumowanie/ Podsumowanie i wnioski

W powyzszym przegladzie przedstawiono podstawowe wiasciwosci | ryzyka zwigzane z
uzytkowaniem w membranach z poli(fluorku winylidenu). Przedstawiono réznice miedzy dwoma
metodami otrzymywania membran polimerowych, to jest metoda wylewania i inwersji faz.
Omowiono zasade dziatania kazdego z etapéw przygotowania membrany i ich wptyw na morfologie
otrzymanego wyrobu. Podsumowujac, dobor metody oraz parametrow preparatyki jest specyficzny
dla danego ukladu membrany i wymaga indywidualnej optymalizacji, w celu uzyskania
oczekiwanych wlasciwosci wytwarzanego materiatu.
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13. The potential of waste biomass: Brewery Spent Grain as a substrate in
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Abstract

Breweries globally, engaged in large-scale beer production, consistently produce substantial
quantities of post-production waste. Brewer's Spent Grain (BSG) represents a predominant by-
product in brewing operations, presenting itself as a potentially valuable raw material with diverse
avenues for utilization. Comprising cellulose, hemicellulose, lignin, and valuable nutritional
compounds, BSG stands as a subject of interest in this review, specifically addressing its analysis and
potential as a valuable substrate in microbiological cultivations.

1. Introduction

Brewers' spent grain (BSG) is the most abundant by-product in the beer-brewing process,
representing approximately 85% of the total by-products obtained (Lynch et al. 2016). After the
mashing process, the insoluble part of the barley grain, BSG, coexists with the soluble (liquid) wort.
The wort, destined for fermentation into beer, is passed through BSG, which is a by-product requiring
disposal. The average annual global production of BSG is around 39 million tons, with approximately
3.4 million tons produced in the European Union, including 2 million tons in Germany alone (Marcus
and Fox 2021). Roughly 20 kg of wet BSG is generated per 100 liters of brewed beer (Lynch et al.
2016).

2. A literature review

2.1 Brewers' spent grain

Barley serves as the primary raw material for beer production, and its grain can be divided
into three main parts: the embryo (germ), endosperm (aleurone and starchy endosperm), and grain
coverings. These coverings further include (from inside to outside) the seed coat, pericarp layers, and
husk (Fig.1.) (Lynch et al. 2016; Mussatto et al. 2006). During the brewing process, the starchy
endosperm of malted barley undergoes enzymatic degradation, releasing fermentable (maltose and
maltotriose) and non-fermentable (dextrins) carbohydrates, soluble proteins, polypeptides, and amino
acids. The resulting medium, which will undergo beer fermentation by yeast, is known as wort. The
insoluble grain components, mainly composed of grain coverings, constitute BSG (Tisma et al. 2018).

The chemical composition of BSG is characterized by its lignocellulosic nature, including
fiber (hemicellulose and cellulose), protein, and lignin. Fiber accounts for approximately 50% of BSG
on a dry weight basis, while protein content can reach up to 30%. Hemicellulose, primarily composed
of arabinoxylan (AX), makes up a significant portion of BSG, reaching levels of up to 40% on a dry
weight basis. AX is linked to cellulose fibrils through hydrogen bonding and consists of a xylose
backbone with arabinose substitutions and esterified ferulic acid (Lynch et al. 2016). Predominant
monosaccharides in BSG include xylose, glucose, and arabinose, with traces of rhamnose and
galactose. Lignin constitutes about 10-28% of the total dry weight in BSG. Brewers' spent grain also
contains proteins, primarily hordeins, glutelins, globulins, and albumins. Essential amino acids
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account for about 30% of the total protein content, with lysine being the most abundant. Additionally,
BSG contains various minerals, with silicon, phosphorus, calcium, and magnesium being the most
prevalent (Jackowski et al. 2020; Mussatto et al. 2006). The amino acid and mineral content of BSG
derived from 100% barley malt is summarized in Tab.1.

Husk
Testa (seed coat) Pericarp
Endosperm
Aleurone layer
Germ (embryo)

Fig.1. Composition of barley grain — own elaboration using BioRender.com.

Tab.1. Chemical composition of Brewer's Spent Grain (Jackowski et al. 2020).

Heml_cellulose Cellulose  Protein  Lignin Lipids Ash Phenolics
(arabinoxylan)

21.8 25.4 24 11.9 10.6 2.4 n.d.
n.d. n.d. 31 16 3-6 4 1.7-2
29.6 21.9 24.6 21.7 n.d. 1.2 n.d.
41.9 25.3 n.d. 16.9 4.6
28.4 16.8 15.2 27.8 n.d. 4.6 n.d.
22.5 0.3 26.7 n.d. n.d. 3.3 n.d.
40 12 14.2 115 13 3.3 2
n.d. 31-33 15-17  20-22 6-8 n.d. 1-15
22-29 n.d. 20-24  13-17 n.d. n.d. 0.7-0.9
22.2 26.0 22.1 n.d. 1.1
19.2 21.7 24.7 194 4.2

All values expressed in g per 100 g dry material (% w/w); n.d., not determined.

2.2 Solid-State Fermentation

SSF is an advanced biotechnological process that leverages solid substrates, such as agro-
industrial residues, for the efficient production of microbial metabolites. This eco-friendly and cost-
effective method allows for the generation of diverse value-added compounds. The significance of
SSF lies in its straightforward operational procedures, facile substrate accessibility, and the potential
for upscale production of high-quality products. To further optimize this technology, enhancements
in parameters like mass transfer, aeration, mixing, and maximal substrate conversion into products
are imperative (Srivastava et al. 2019).

Llimos et al. initiated the experimental protocol with the comprehensive characterization of
brewery spent grains (BSG), focusing on compositional analysis and the identification of cellulose,
hemicellulose, and lignin. Subsequently, solid-state fermentation (SSF) trials were executed in
triplicate, involving the addition of 100 g of the prepared substrate to 0.5-liter glass Erlenmeyer flasks.
Three distinct fungal strains Aspergillus niger, Thermoascus aurantiacus, and Trichoderma reesei —
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were deployed. The SSF regimen was conducted under tightly controlled temperature and airflow
conditions, with the respirometric process meticulously monitored through the computation of the
specific oxygen uptake rate (sSOUR). Temperature settings for SSF were 37 °C for A. niger and T.
reesei, and 45 °C for T. aurantiacus. The experimental timeline was extended to 216 hours.
Sequentially, enzymatic extraction from the fermented BSG was performed at 24-hour intervals.
Extracts served as catalysts for BSG hydrolysis, alongside a commercially available enzyme cocktail
(Viscozyme L) and a control setup featuring citrate buffer. Hydrolytic processes were scrutinized for
48 hours via the quantification of reducing sugar content. The obtained enzymes were further
employed in the synthesis of polyhydroxyalkanoates (PHA) through submerged fermentation. BSG
hydrolysates, rich in sugars, constituted the substrate for fermentation, employing two bacterial strains
— Burkholderia cepacia and Cupriavidus necator. The entire system underwent monitoring for 72
hours, with cell harvesting occurring at 48 hours for C. necator and 72 hours for B. cepacia for
subsequent PHA analysis. Results from the experiment underscored that A. niger exhibited peak
enzymatic activity within the SSF framework, yielding an enzymatic extract proficient in generating
substantial fermentable sugar quantities. Although the efficiency of BSG hydrolysis with A. niger fell
below that achieved with the commercial enzyme cocktail Viscozyme L, the BSG hydrolysates
derived from the A. niger enzymatic extract effectively supported PHA production using B. cepacia
and C. necator, yielding 9.0 + 0.4 mg P3HB-g™' DM and 7.0 + 0.6 mg P3HB-g' DM, respectively
(Llimés et al. 2020).

In another study, Outeirifio et al. utilized beer production waste to generate cellulolytic
enzymes through the application of solid-state fermentation (SSF) followed by enzymatic hydrolysis.
The brewery spent grain underwent a meticulous treatment using ionic liquid — N-methyl-N-
butylmorpholinium glycinate at 90°C for 16 hours, resulting in a material with high carbohydrate
content and low lignin content, referred to as carbohydrate-rich material (CRM). SSF was conducted
using Aspergillus brasiliensis CECT 2700 and Trichoderma reesei CECT 2414 fungi. The obtained
cultures underwent enzyme extraction, and the extracts were frozen for subsequent analysis.
Subsequently, enzymatic hydrolysis of CRMs was performed using enzyme cocktails obtained from
both fungi, predominantly comprising cellulolytic enzymes such as endo-4-1,4-glucanase (CMCase),
pS-glucosidase, and xylanase. This process took place in 100 mL Erlenmeyer flasks, maintaining a
temperature of 50°C and a rotational speed of 150 rpm for 144 hours to ensure the complete
progression of the hydrolysis reaction. Analysis of the chemical composition of BSG before and after
ionic liquid treatment revealed significant changes. lonic liquid treatment led to a drastic reduction in
lignin content by 62.5%, rendering BSG more susceptible to enzymatic hydrolysis. Additionally, a
notable increase in the carbohydrate fraction was observed, including 1.6-fold more glucan, 1.8-fold
more xylan, and 1.1-fold more arabinose. In the analysis of the results of enzymatic hydrolysis of
CRMs, it was observed that enzymes derived from Aspergillus brasiliensis, particularly
encompassing endo-$-1,4-glucanase (CMCase), f-glucosidase, and xylanase, were significantly more
efficient than those from Trichoderma reesei. Optimal hydrolysis conditions included a solid-to-liquid
ratio of 1:60 (w/v) and the application of 40 mL of enzymatic extract from A. brasiliensis. Impressive
hydrolysis efficiency was achieved, releasing a total of 63.2% of sugars from the substrate, mainly
glucose. It is noteworthy that no cellobiose formation was observed, indicating complete glucan
hydrolysis to glucose. Comparing these results with an experiment utilizing T. reesei enzymes, it is
evident that enzymatic hydrolysis using A. brasiliensis yielded significantly superior outcomes. The
obtained data suggest that enzymes from A. brasiliensis, especially CMCase, f-glucosidase, and
xylanase, exhibit greater efficacy in substrate degradation, confirming their potential for application
in the biorefinery industry (Outeirifo et al. 2022).

In the TiSma and co-workers experiment (Tisma et al. 2018) conducted with the utilization
of brewers' spent grains and the white-rot fungus Trametes versicolor, the raw material consisted of
BSG derived from a blend of barley (60%) and malt (40%). During mashing, a water-to-grain ratio
of 2.8:1 was employed, along with the addition of an enzyme mixture comprising a-amylase, j-
glucanase, cellulase, endopeptidase, and amyloglucosidase, following brewery procedures. The
fungus T. versicolor TV-6 was cultivated on PDA (potato dextrose agar) medium for 7 days at a
temperature of 27°C. The experimental process involved incubating BSG (50 g) with particle size 2—
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3 mm with T. versicolor fungus for 14 days at 27°C. Following the completion of the process, samples
were autoclaved, dried (45°C, 48 h), and milled to 1 mm diameter. Mass loss was monitored, revealing
a 35% reduction in BSG mass after 14 days of fermentation. The results of laccase activity indicated
that maximum activity, averaging 560 U/L, was achieved after seven days of fermentation. BSG
proved to be a superior substrate for laccase production compared to using corn silage as a medium,
where activities of 180 U/L or 260 U/L were recorded. Chemical analyses demonstrated that BSG
contained 55.5% total organic carbon (TOC), along with other components calculated as % of dry
mass (dm) such as lignin (8.53% dm), cellulose (16.1% dm), and hemicellulose (20% dm). After 14
days of fermentation with T. versicolor, a degradation of 10.5% TOC was observed. Regarding
polyphenols, their concentration increased by 3.4 times after 14 days of fermentation, reaching a value
of 8.7 mg/g dry mass. The maximum laccase activity reached 560 U/L after seven days, suggesting
the potential use of BSG as a promising substrate for laccase and polyphenol production during
fermentation with T. versicolor (TiSma et al. 2018).

2.3 Submerged Fermentation

In contrast to SSF, SmF (Submerged Fermentation) is a process that requires excess water.
SmF is a simplistic process and provides better control (Shah et al. 2019).

In the experiment conducted by Laba and co-workers (Laba et al. 2017) using spent grain
from a small brewery in Lower Silesia, Poland, the cultivation of two bacterial strains, Bacillus cereus
PCM 2849 and B. subtilis PCM 2850, was investigated. The spent grain, a primary component of the
substrate, was carefully dried, reaching a moisture content of 7.0%. The raw material was
characterized by a crude protein content of 17.78% and fiber content of 11%. Additionally, the
substrate variant included mineral salts such as MgSOa4, KH2PO4, FeSO4 x 7H0, and CaCl,, serving
as additional sources of micro- and macroelements to support the growth and enzymatic activity of
bacteria. The bacterial cultivation process lasted for 6 days under controlled conditions at a
temperature of 28°C and 200 revolutions per minute. Bacillus cereus PCM 2849 exhibited higher
growth dynamics and proteolytic activity, reaching maximum activity at 2.49 U on the 5th day. The
crude protein content after the culture was 6.09%. On the other hand, B. subtilis PCM 2850 showed
higher cell density after 6 days, amylolytic activity at 3.7 U, and a crude protein content of 7.23%.
Enzymatic analyses included proteolytic, amylolytic, xylanolytic, and cellulolytic activities.
Zymography revealed the dominance of high molecular weight proteases in the case of B. cereus
PCM 2849, while B. subtilis PCM 2850 demonstrated a broader range of molecular weights for
produced proteases. Microscopic analysis after 6 days of cultivation showed moderate degradation of
the barley malt structure by both bacteria, with a higher degree of degradation observed in the case of
B. subtilis PCM 2850. The conclusions from the experiment suggest the potential use of spent grain
as a substrate for the production of proteolytic and polysaccharide-degrading enzymes by Bacillus sp.
bacteria. Bacillus cereus PCM 2849 exhibited higher proteolytic activity, while B. subtilis PCM 2850
showed higher cell density and amylolytic activity. Microscopic observations confirmed the
degradation of the spent grain structure by both bacteria, with a greater degree of degradation in the
case of B. subtilis PCM 2850 (Laba et al. 2017).

The aim of the study conducted by Hashemi and co-workers (Hashemi et al. 2011) was to
optimize the production of a-amylase using Bacillus sp. KR-8104 in submerged fermentation with
brewer's spent grain as an economical substrate. Bacillus sp. KR-8104 was identified, and inoculum
preparation involved transferring a fresh culture to an inoculum medium. The main production
medium, consisting of dextrin, yeast extract, meat extract, KH,PO4, and MgSOa,, was supplemented
with BSG. Fermentation in Erlenmeyer flasks at 5% BSG resulted in a 5.95-fold increase in a-amylase
production compared to no BSG. The impact of water-soluble and -insoluble fractions of BSG on a-
amylase production was investigated, revealing that whole BSG vyielded the highest enzyme
production. Experiments omitting specific medium components in the presence of 5% BSG showed
that a dextrin-free medium was optimal, producing 25 255 U/L a-amylase, a 5.8-fold increase
compared to the negative control. This study emphasizes the potential of BSG to enhance a-amylase
production and its capability to replace or reduce costly medium components (Hashemi et al. 2011).
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Yong Xing Tan and colleagues (Tan et al. 2020) explored the potential of utilizing brewers'
spent grains as a substrate for submerged fermentation, with the goal of cultivating Bacillus subtilis
WX-17 without the need for additional supplements. B. subtilis, renowned for its health benefits and
enzymatic capabilities, was chosen for its potential to break down the protein and cellulose-rich
composition of BSG. The experimental procedure involved culturing B. subtilis WX-17, previously
isolated from natto, in conjunction with BSG sourced from Asia Pacific Breweries. The submerged
fermentation process was conducted over a 72-hour period at 37 °C, with samples collected at 0 and
72 hours for subsequent in-depth analysis. Metabolomics analysis, employing gas chromatography-
mass spectrophotometry (GC-MS), provided insights into the metabolites present in the fermented
liquid. Simultaneously, the study evaluated total phenolic content and antioxidant activity to quantify
the nutritional components of the resulting beverage. The viability of B. subtilis WX-17 was
systematically assessed by counting colonies forming units (CFU/mL) over a six-week period,
maintained at 4 °C. Results from the study demonstrated the sustained viability of B. subtilis WX-17
over the entire six-week duration, potentially attributed to the formation of endospores by Bacillus
species. The fermented BSG exhibited a remarkable increase in antioxidant activity, measuring 2.08
times higher than the unfermented counterpart, along with a significant rise in phenolic content. This
observed enhancement in phenolic content resonates with previous findings that microbial
fermentation serves as an effective method for extracting phenolic compounds (Tan et al. 2020).

3. Summary

This work focuses on BSG's application in solid-state fermentation (SSF) and submerged
fermentation (SmF) for enzyme production. In SSF, fungal strains like Aspergillus niger and Trametes
versicolor are used to generate enzymes for hydrolyzing BSG, supporting the synthesis of
polyhydroxyalkanoates (PHA) through submerged fermentation with bacterial strains. Additionally,
BSG is employed in submerged fermentation processes with bacterial strains like Bacillus cereus and
Bacillus subtilis, producing proteolytic and polysaccharide-degrading enzymes. One study optimizes
a-amylase production using Bacillus sp. KR-8104 in submerged fermentation with BSG, resulting in
a significant increase in enzyme production. The fermentation of Bacillus subtilis WX-17 results in a
significant increase in antioxidant activity and phenolic content in BSG. Overall, the article highlights
BSG's potential as a sustainable and economically viable raw material in various microbiological
applications, primarily for the production of industrially important enzymes for the degradation of
biomass and the food industry.
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Abstract

Brewery spent grains (BSG) are a waste product of beer production, but due to their high
content of natural biopolymers and simple compounds, it is an interesting alternative to the typically
used synthetic microbial substrates. Due to the nature of this lignocellulosic substrate — high content
of sugars, lignin, macro- and microelements, and low solubility in water — we considered using this
raw material in the solid-state fermentation process to study the ability to grow representative of fungi.
Brewery spent grain was used directly as an untreated raw material in the microbiological process
without additional supplementation and after enrichment with the lignin fraction as an effect of 6%
(v/v) citric acid pretreatment. The two bioprocesses were compared in terms of protein production,
phenolics and sugars released. The result indicated that the untreated BSG may be used as the solid
substrate for Cerrena unicolor growth. Contrary, BSG as the product of acid pretreatment is not
suitable for direct usage as a medium, however, a relatively high protein content was observed. For
further pBSG application as a microbiological substrate, it needs to be supplemented with carbon and
nitrogen sources.

1. Introduction

Industrial-scale beer production generates a large amount of post-production waste, which
includes plant biomass, yeast slurry, and wastewater (Steinhoff-Wrzesniewska et al. 2011). By
implementing the principles of circular economy, such residues are no longer waste, but valuable raw
material with various directions of use. Statistically, one hectolitre of fermentation wort yields about
20 kg of wet BSG. The literature reports that as many as 1.94 billion hectolitres of beer were produced
in 2018, which amounts to as much as 38.8 million tonnes of brewery spent grains (BSG) produced
worldwide in just one year (Chetrariu and Dabija 2020). For a long time, insufficient attention was
paid to them because of the high sugar and water content in their composition. Fresh BSG may be as
much as 80% moisture. Such conditions are unfortunately favorable to the growth of pathogenic
microorganisms that cause the decomposition and molding of the BSG. For this reason, their storage
time is limited to about 10 days (Chetrariu and Dabija 2020). Among the popular methods for
increasing shelf life is drying. It has been found that reducing the moisture content to 10-20% of the
product weight extends the storage time up to 6 months (Mussatto et al. 2006).

Due to its high content of polysaccharides and valuable nutrients, BSG has come to be
regarded as a valuable raw material. It has been observed that enrichment of feeds with such an
additive caused an increase in lactation in cows and had a positive effect on the number of chicks
hatched, furthermore, attempts have been made to use them as a basis for the production of biogas or
solid biofuels such as briquettes and pellets (Czekata and Pawlisiak 2017). There is also the possibility
of utilizing BSG as an organic fertilizer or as a food ingredient rich in fiber. In addition, their
promising potential is increasingly being exploited in modern biotechnological processes (Bachman
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et al. 2022). Many scientific articles describe the use of small-volume (2.5-100 g) scale BSG as a
valuable substrate for microorganisms (Chetrariu and Dabija 2020; Mussatto et al. 2006) a carrier for
immobilization (Mussatto et al. 2006) as well as substrates for production of various metabolites of
microbial origin (Bianco et al. 2020; Lock et al. 2023) such as organic acids, enzymes, prebiotics,
pigments, bioethanol, and bioactive substances. Therefore, the development of methods for the
management of BSG as a valuable source of energy and nutrients could dramatically reduce the costs
of large-scale, biotechnological production.

The BSG is formed by the mashing process, whereby the starch in the biomass is converted
to glucose under the influence of enzymes. BSG consists mainly of barley grain hulls and fragments
of pericarp and endosperm (Musatto et al. 2006). The amount of biomass components is variable and
depends on barley variety, harvest time, growing conditions, mashing process, and also on the
ingredients added to the fermentation vat, e.g. maize grain, and wheat grain (Bonifacio-Lopez et al.
2020). BSG is composed of lignocellulose as the main component of the cell wall. Its structural
elements are non-starch polysaccharides (i.e. cellulose, hemicellulose, pectin) and lignin, which are
also biomass energy carriers. According to studies, cellulose accounts for 12-40% of BSG dry matter,
hemicellulose 14-46% and lignin 8-22% (Wrdbel 2019).

This article presents a comparison of the utilization efficiency of untreated and acid-
pretreated BSG in a culture of Cerrena unicolor. This microorganism is a representative fungus that
produces many enzymes that can degrade all wood components — cellulose, hemicellulose and lignin.
Therefore, we used it in our preliminary studies to assess its ability to degrade natural, untreated and
pre-treated BSG which is lignocellulosic biomass. This is important in the context of the future use
of BSG as a medium for fungal culture and enzyme production using waste materials.

2. Materials and methods

2.1 Brewery spent grain

The BSG originated from the brewery of the Wroctaw University of Technology. Five kg of
pilsner malt, 2 kg of wheat malt, 1 kg of carawheat malt (dark wheat malt) and 2 kg of unmalted wheat
were used to produce the beer. The raw materials were ground on a two-roller grinder and then mashed
in 40 dm? of water. The mashing regime was as follows: 45 °C (10 min), 63 °C (30 min) and 73 °C
(20 min), at the end the temperature was raised to 78 °C and held for 10 min to inactivate the enzymes.
The mash was then filtered and washed with 20 dm? of 80 °C water. After filtration, 50-52 dm? of
wort was obtained with a sugar content of 9 Brix. Beer was then made from the wort and the mash
was dried for 48 h at 50 °C on a convection drier. The dried BSG was stored at 15 °C in a lockable
plastic container.

2.2 Chemicals and reagents

Citric acid monohydrate (Stanlab, Lublin, Poland, p.a.), D-(+)-glucose anhydrous (POCH,
Gliwice, Poland, p.a.), Glucose reagent (BioMaxima, Lublin, Poland), 3,5-dinitrosalicylic reagent
(DNS), gallic acid (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany, >98.0%), Folin i Ciocalteu reagent (POCH,
Gliwice, Poland), anhydrous calcium carbonate (Chempur, Piekary Slaskie, Poland, p.a.), Lowry
reagent (Supleco), syringaldazine (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Niemcy, 98%), bovine serum albumin
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), methanol (Alchem, Torun, Poland, p.a.), potato dextrose agar
(PDA) (Merck, Warszawa, Poland).

2.3 Microorganism
The laccase-producing fungus Cerrena unicolor (Bull.ex.Fr.) Murr, no. 139 was from the
culture collection of the Department of Biochemistry, University of Lublin (Poland). The culture was
maintained on PDA at 4 °C and transferred every two weeks to a fresh medium.
2.4 BSG pretreatment

Acid pretreatment was conducted in an autoclave (Laboratory steam sterilizer, SMS). The
mass of 175 g of dry BSG was weighed and transferred to a 5 dm?® tank containing 6% citric acid
solution. The raw material swelled for 30 min at ambient temperature and was then heat treated for
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60 min at 121 °C and 1.5 atm. After cooling down, the BSG was rinsed thoroughly with distilled
water until a neutral pH, gravitationally filtered and allowed to dry at 40 °C for 24 h.

2.5 Culture conditions

The culture of Cerrena unicolor was conducted in two variants of the solid substrate: (1)
with untreated BSG (UBSG) and (2) with citric acid pretreated BSG (pBSG). To investigate the ability
of the fungus to grow and produce laccase in both variants two sets of 11 flasks (capacity 0.3 dm?,
equipped with lignin plugs) were prepared, each containing 3.02+0.03 g of uBSG or pBSG moistened
with 0.012 dm? of distilled water. Such prepared sets were sterilized for 15 min (121 °C, 1.5 atm) and
cooled down, then the untreated or pretreated BSG were inoculated with round fragments of C.
unicolor mycelium cut out from the edges of growing on PDA colony. Cultures were monitored at
one or two-day intervals.

2.6 Product separation

At the scheduled time, the contents of the flask were extracted using distilled water as the
extractant. The separation of sugars, phenols and proteins was carried out on a rotary shaker at 180
rpm for 30 min. The extract was then separated from BSG and mycelial biomass by centrifugation
(Universal 320R, Hettich) at 6000 rpm for 5 min. The supernatant was analyzed for sugars, phenols
and proteins.

2.7 Determination of sugars, phenolics and proteins

For the calculation of reducing sugars, phenolics and protein content, we applied the
spectrophotometric methods, using Mcllvain buffer pH 7 as a solvent. The amount of reducing sugars
was determined using the methodology w DNS reagent according to Miller (Miller 1959). The
standard curve was performed using glucose as a standard. Phenolics were determined using the Folin
and Ciocalteu procedure using gallic acid as a standard (Folin and Ciocalteu 1927). Lowry method
was applied to determine protein content using bovine serum albumin as a standard (Lowry et al.
1951).

3. Results and discussion

To determine the transformed elements of BSG biomass in Cerrena unicolor cultures,
standard curves were prepared for reducing sugars, phenols and proteins using standard solutions of
glucose, bovine serum albumin and gallic acid, respectively, prepared in Mcllvaine buffer pH 7. The
points obtained in absorbance measurement at 550, 750 and 765 nm, for DNS, Lowry and phenolic
procedures, respectively, were described by the equations of the curves of the linear relationship of
Abs = f(Concentration) [g/dm?] with a goodness-to-fit factor RZ > 0.96. The parameters of the curves
and the range of their linearity are given in Tab.1.

Tab.1. Parameters for the linear equations of standard curves Abs = a-C + b used for calculations of
components produced in Cerrena unicolor culture.

Determined Concentration
biomass a b 3 R?
component range, g dm
(re dfgi‘:g’zﬁgar) 0.713 -0.027 0.08-2.00 0.999
Phenols 1.014 —0.053 0.10-0.70 0.983
Proteins 3.561 0 0.025-0.500 0.964

Using the standard curve we calculated initial values of containing 15% free simple sugars,
0.18% phenols and 2.3% proteins in the untreated BSG. The literature reports that the content of
biopolymers included typically in brewery spent grain is estimated as 24.5% cellulose, 23.8%
hemicellulose and 15.8% lignin (Klimek et al. 2017). Therefore, BSG may be a substrate for
microorganisms that can produce enzymes that decompose lignin and polysaccharides to get simple
sugars (carbon source).
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As presented in Fig.1, the amount of simple sugar changed during the time of cultivation. In
the first two days, a two-fold increase in reducing sugars was observed from 450 to 982 mg which
was accompanied by an increase in protein content. This indicates the higher amount of sugars
resulted from the activity of cellulases and hemicellulases. After the second day, an almost constant
decrease in carbon substrates is evident, with a significant depletion of the amount to almost 15 % of
the maximum value by the end of the culture. However, during the culture, a slight increase in
reducing sugars was observed on day 10, again accompanied by an increase in protein, suggesting the
production of enzymes to degrade the carbon source biopolymers. In the course of the change in the
amount of protein for cultures on untreated BSG, two maxima are visible on the 2nd and 10th day.
The literature reports that during microbial decomposition of plant biomass components, readily
available polysaccharides — mainly cellulose, starch and pectin — are degraded first, followed by
components with a lower nutritional value, such as hemicelluloses or those that block access to
polysaccharides trapped in the cellular compartments — lignin and hemicelluloses (Andlar 2018). The
results obtained in the paper (Zeko-Pivac et al. 2022) are similar to those presented in this article. The
maximal production of lignin-degrading enzymes such as manganese peroxidase and laccase on
brewery spent grains with white rot fungus Trametes versicolor was detected on the 9" and 12™ day,
respectively. The last component that was measured along the duration of the C. unicolor culture was
polyphenols. The mass of these compounds varied between 4.1 and 8.1 mg on the 6 and 12" day,
but in general, their content remained at a low rather insignificant level. Visual observation of uBSG
colonization confirms that it is a good microbial medium for fungal growth. In the last days of culture,
C. unicolor has significantly overgrown the surface of the brewery's spent grain, utilizing almost
completely the nutrients contained in its structure.
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Fig.1. Mass (mg) of reducing sugars (circles), proteins (squares) and phenolics content (triangles) in
the cultures of Cerrena unicolor in solid-state fermentation conducted on 3 g of untreated brewery
spent grains (UBSG). Experimental points were combined for a better presentation of the results.

The results of Cerrena unicolor cultivation on acid-pretreated brewery spent grain are shown
in Fig.2. The availability of free reducing sugars and proteins at the beginning of the microbiological
process was marginal and did not provide any of the nutrients. As chemical pretreatment is one of the
most effective methods to remove polysaccharides (Castilla-Archilla et al. 2023), we expected that
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the amount of cellulose and hemicellulose would be residual and the main biopolymer that resulted
from acid pretreatment is lignin. The course of sugars and phenolics released from pBSG was very
low and maintained between 9-18 mg and 3.4-6.0 mg, respectively. On the other hand, the amount
of protein increased until the 10™ day to approximately 80 mg which very high value as the nutrients
had been reduced drastically. Surprisingly, such protein content was not much different compared
with the corresponding maximal mass of 107 mg produced by C. unicolor on untreated BSG. The
decrease in the amount of protein in the culture is probably due to the fungus using it as the only
source of carbon and nitrogen. The quality of the proteins produced would need to be checked in
future studies. Despite the lack of nutrients and a primary carbon source, C. unicolor secreted a large
amount of proteins in the presence of only lignin substance. This also gives direction for future
research and the possibility of using polyphenols as a carbon source in microbial cultures. Visual
observation of the growth of the fungus indicates that its growth was significantly reduced and even
after 30 days the pBSG remained unchanged.
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Fig.2. Mass (mg) of reducing sugars (circles), proteins (squares) and phenolics content (triangles) in
the cultures of Cerrena unicolor in solid-state fermentation conducted on 3 g of citric acid pretreated
brewery spent grains (pBSG). Experimental points were combined for a better presentation of the
results.

4. Conclusions

The brewery spent grain (BSG) is a major by-product of the brewing industry. This raw
material is mainly composed of cellulose, hemicellulose, and lignin. Until now, it has been used as an
additive in animal feed. Due to their rich chemical composition, BSG can be used as a valuable
substrate in microbial cultures for solid-state fermentation processes. Many microorganisms may use
BSG as a source of carbon necessary for growth and for the production of valuable metabolites. In
this study, we present two cultures of Cerrena unicolor on BSG in unaltered (uBSG) and organic acid
pretreated (pBSG) forms. Reducing sugars, proteins and phenols were determined in the culture
extracts, reflecting the extent to which the individual plant biomass components cellulose,
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hemicellulose and lignin are broken down and proteins are produced by the white-rot fungus. The
results show that uBSG is a good microbial natural substrate, as evidenced by the high values of
released reducing sugars from cellulose and hemicellulose building blocks as well as significant
amounts of proteins. In contrast, acid-pretreated BSG is an extremely nutrient-poor substrate, almost
entirely composed of lignin substances. From the course of growing C. unicolor on this substrate,
a significant increase in the amount of protein was observed but with no noticeable change in the
amount of phenols and no change in the amount of reducing sugars. Such results gives direction to
further studies to verify the type of proteins and the possibility of utilizing pBSG with additional
supplementation of the carbon and nitrogen source for enzyme production. This will provide the
opportunity to further manage waste biomass in the idea of a zero-waste economy.
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