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FRAKCJONOWANIE ZOETKA W CELU POZYSKIWANIA
PREPARATOW WZBOGACONYCH W SUBSTANCJE
BIOLOGICZNIE AKTYWNE

Streszczenie

Jaja sa surowcem zywnoSciowym zawierajacym wszystkie niezbgdne substancje do rozwoju mtodego
organizmu. Wykorzystywane sa w przemysle zywnos$ciowym, jak rowniez w farmaceutycznym, kosme-
tycznym, chemicznym i paszowym ze wzgledu na zawartos¢ substancji biologicznie aktywnych m.in.
immunoglobuliny (IgY), foswityny i fosfolipidow.

W pracy podjgto probe frakcjonowania zoéttek jaj kurzych ukierunkowana na pozyskanie frakceji boga-
tych w immunoglobuling (IgY), foswityng oraz w celu izolacji fosfolipidow. Surowiec stanowily §wieze
jaja pozyskane od niosek linii Lohmann Brown, pochodzace z gospodarstwa specjalistycznego zarzadza-
nego przez firm¢ TRONINA. Nioski utrzymywano w dwoch grupach i zywiono ad libitum. Grupie kontro-
Inej niosek podawano petnoporcjowa standardowa mieszanke paszowa oraz preparat o nazwie handlowej
Biostrong 510, stanowiacy mieszaning olejkow eterycznych i wysokowartosciowych ekstraktow zioto-
wych w formie otoczkowanej. W grupie doswiadczalnej pasza wzbogacona byta w preparaty Humobento-
fet i Humokarbowit (zawierajace kwasy omega 3), zmieszane w stosunku masowym 1 : 2.

Zawarto$¢ IgY w plazmie jaj grupy kontrolnej utrzymywata si¢ na poziomie ok. 3,6 mg/ml, natomiast
plazma wyizolowana z zo6ttek jaj niosek zywionych pasza wzbogacona zawierata ok. 1 mg/ml wigcej tego
bialka. Zawarto$¢ foswityny z zoltek jaj pozyskanych zaréwno od niosek zywionych pasza standardowa,
jak i wzbogacona wyniosta ok. 4 %. Zawarto$¢ biatka ogoétem we frakcji foswitynowej byta na podobnym
poziomie ok. 60 %. Czystos¢ frakcji fosfolipidowej pozyskanej w obydwodch wariantach zywieniowych,
okreslonej jako ilo$¢ substancji nierozpuszczalnej w acetonie, wyniosta ok. 85 %. We frakcji tej zawarto$¢
fostatydylocholiny (PC) wynosita ok. 75 %, a fosfatydyloetanoloaminy (PE) ok. 24 %.

Stowa kluczowe: foswityna, fosfolipidy, immunoglobulina, z6ltka jaj kurzych, frakcjonowanie

Wprowadzenie

Zbilansowana w prawidtowy sposob dieta petni istotng rolg¢ w utrzymaniu prawi-
dlowego funkcjonowania organizmu cztowieka. Surowiec jajczarski pelni wazng rolg
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w dostarczaniu sktadnikow odzywczych, co wynika szczegélnie z duzej zawarto$ci
wielonienasyconych kwasow tluszczowych (WNKT), zrownowazonego sktadu amino-
kwasow, sktadnikow mineralnych oraz niemal wszystkich witamin [17]. Na obecnym
poziomie wiedzy surowiec jajczarski jest nie tylko uwzgledniany jako sktadnik diety,
ale przede wszystkim jako materiat wyjsciowy do odzysku (produkcji) cennych bioak-
tywnych substancji, takich jak: immunoglobulina, foswityna oraz fosfolipidy. Zwtasz-
cza nowa forma produkcji jaj kurzych (projektowanych) moze by¢ rozpatrywana jako
etap procesu biotechnologicznego wytwarzania nutraceutykow lub preparatow biome-
dycznych [2, 9]. Surowiec jajczarski poza funkcja odzywcza stanowi bardzo dobre
zrodlo substancji biologicznie aktywnych o potencjalnej mozliwosci wykorzystania ich
w galgziach przemystu m.in. spozywczego, kosmetycznego czy farmaceutycznego.
Z6tko jaja bedace emulsja typu olej w wodzie (O/W) charakteryzuje si¢ bardzo do-
brymi wiasciwosciami emulgujacymi i wykorzystywane jest jako dodatek funkcjonal-
ny w produkcji zywnos$ci. Wlasciwosci te ksztaltowane sa w gldwnej mierze przez
fosfolipidy i lipoproteiny oraz cholesterol [4, 7, 12].

Wdrozenie opracowanej w laboratorium technologii frakcjonowania zoéttka jaja
w warunkach przemystowych powinno by¢ ukierunkowane na pozyskanie jak najwigk-
szej liczby sktadnikéw biologicznie aktywnych. Otrzymywanie w pierwszym etapie
jedynie frakcji fosfolipidowej z wykorzystaniem rozpuszczalnikow organicznych po-
woduje denaturacj¢ biatek i w zwiazku z tym catkowita utrate ich wlasciwosci funk-
cjonalnych. Za racjonalny kierunek zagospodarowania surowca jajczarskiego, poza
klasycznym przetworstwem ukierunkowanym na pozyskanie makroskopowych czegsci
sktadowych jaja w formie suchej lub plynnej, uwaza si¢ rozdziat zoéttka przewidujacy
rozcienczanie i wirowanie co prowadzi do pozyskania dwoch frakcji: plazmy (stano-
wigcej w badaniach wlasnych ok. 80 %) i granuli. We frakcji plazmy zawarte sa liwe-
tyny (o, B, ), a z frakcji granularnej pozyska¢ mozna m.in. foswityng, biatko o wita-
sciwosciach chelatujacych oraz frakcje lipidowa w tym fosfolipidy [1]. Frakcja liwety-
nowa zawarta w plazmie jest doskonatym zrédlem immunoglobuliny [11]. Gamma
liwetyna izolowana z plazmy z6ltka jaja kurzego wykazuje aktywnos$¢ immunolo-
giczng, identyczng jak immunoglobulina G i zostala nazwana (z ang. zottko — yolk)
immunoglobuling Y (IgY). Immunoglobulina Y odgrywa wazna rolg i jest wykorzy-
stywana w przemys$le paszowym oraz spozywczym do komponowania preparatow
zwigkszajacych bierna odporno$¢ ludzi i zwierzat na infekcje jelitowe [4]. Metody
izolacji IgY polegaja na rozcienczeniu zottka woda lub roztworami soli o niskiej sile
jonowej oraz adiustacji odczynu roztworu ponizej wartosci pH zo6ttka natywnego 6,2 +
6,5. Optymalnym odczynem jest warto$¢ pH 5,0 + 5,5, w ktérym nastgpuje rozdziat na
frakcje granularng i plazme [1].

Z6ttka jaj kurzych sa bogatym zrédtem lipidow, ktore stanowia ok. 64 % jego su-
chej masy, w tym fosfolipidy stanowia jedna trzecia frakcji thuszczowej, a cholesterol
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stanowi ok. 1 % [13]. Wbudowane w struktur¢ fosfolipidow reszty acylowe charakte-
ryzuja si¢ wysoka zawartoScia kwasow ttuszczowych o tancuchu zbudowanym z 20
i wigkszej liczby atomow wegla w tym kwasy tluszczowe z grupy w-3: EPA (cis-
APBIHIT eikozapentaenowy) i DHA (cis-A*"'"*1%!” dokozaheksaenowy) oraz w-6
AA (cis-A>'"'* arachidonowy). Dlugotancuchowe kwasy tluszczowe nie sa spotykane
w fosfolipidach izolowanych z surowca roslinnego, dlatego fosfolipidy zoéttka jaja mo-
ga znalez¢ szerokie zastosowanie jako sktadnik produktéw specjalnego przeznaczenia
zywieniowego, przede wszystkim w celu wzbogacenia diety w kwasy z grupy -3 i ®-
6. Ponadto fosfolipidy zottka jaja sa wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym
i kosmetycznym do wytwarzania liposoméw. Przemyst spozywczy wykorzystuje zdol-
nos$¢ lecytyny do emulgowania i stabilizowania ukladow dyspersyjnych. W wigkszosci,
dostgpna na rynku lecytyna (mieszanina fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloaminy)
izolowana jest ze szlamow poekstrakcyjnych pochodzacych z przemystu ttuszczowego
(soja, rzepak, stonecznik) [15]. Lecytyna izolowana z zoéttka jaja kurzego, ze wzgledu
na sktad chemiczny, jest bardziej wartosciowa od lecytyn pochodzenia roslinnego,
zawiera bowiem w sktadzie do 80 % fosfatydylocholiny. Wiadomo, Ze cholina wystg-
puje we wszystkich blonach komorkowych i jest niezbedna do zycia kazdej komorki
organizmu [14, 18].

Foswityna jest fosfoproteing wystepujaca w dwoch frakcjach o masach czastecz-
kowych 160-10° i 190-10° Da. Seryna, stanowiaca ponad 50 % sktadu aminokwasowe-
go tego biatka, warunkuje duza zawarto$¢ fosforu siggajaca do 60 % calej zawartosci
tego biopierwiastka w zoltku [5, 6]. Foswityna wykazuje wtasciwosci antyoksydacyj-
ne, co powoduje duze zainteresowanie tym biatkiem, wynikajace z mozliwo$ci jego
zastosowania jako naturalnego dodatku ograniczajacego niepozadany wpltyw procesow
oksydacyjnych na produkty spozywcze, prowadzace m.in. do choréb nowotworowych
[3]. Foswityna wykazuje zdolnosci do chelatowania jonéw metali Fe™, Cu' (sprzyja-
jacych powstawaniu wolnych rodnikéw), co pozwala na skuteczng inhibicje utleniania
m.in. fosfolipidow.

Material i metody badan
Proces frakcjonowania zottka

Swieze jaja pozyskane od niosek linii Lohmann Brown poddano recznemu po-
dzialowi na jego makroskopowe czeséci. Zoltko przefiltrowano przez lejek Schotta o
srednicy otworow 1 mm, w celu homogenizacji, usunigcia blony witelinowej oraz
ewentualnych pozostatosci skorup. Ujednolicone z6ttko natywne poddawano rozcien-
czeniu w stosunku 1 : 3 i adiustacji odczynu do pH=5,0 z wykorzystaniem 1,0 M roz-
tworu kwasu cytrynowego. Powyzszy zabieg, a nastgpnie wirowanie przy 12000-g
pozwolito na rozdziat zéttka jaja na plazmg (jako roztwor zawierajacy IgY) oraz osad



FRAKCJONOWANIE ZOLTKA W CELU POZYSKIWANIA PREPARATOW WZBOGACONYCH... 161

granuli zawierajacy foswityng. Pozyskany supernatant mrozono, poddawano suszeniu
sublimacyjnemu, a nastgpnie okre$lano zawartos¢ gamma globuliny metoda immuno-
dyfuzji radialnej [10]. Pozostate po procesie izolacji granule zamrazano i przetrzymy-
wano w tym stanie przez 7 dni. Umozliwito to tatwe rozdzielenie kompleksu foswityny
wystepujacej w kompleksie z lipowitelina (w stosunku molowym 2 : 1). Nastgpnie po
rozmrozeniu granule rozcienczano w proporcji 1 : 1,5 (m/v) 1,75 M roztworem NaCl.
Po dobowym przechowywaniu chtodniczym osad granul wirowano przy przyspiesze-
niu 8000-g. W celu obnizenia sily jonowej otrzymany supernatant rozcienczano
w stosunku objgtosciowym 1 : 4 (v/v), co pozwolito na oddysocjowanie foswityny
w postaci osadu.

Pozostatlos¢ (granule) po procesie izolacji foswityny, zawierajaca fosfolipidy,
wymrazano na szalkach Petriego w temp. -80 °C i poddawano liofilizacji. Wysuszone
granule rozcierano w mozdzierzu w celu ujednolicenia przed wlasciwym procesem
ekstrakcji. Rozdrobniony liofilizat mieszano z 96 % alkoholem etylowym w proporcji
1:3 (m/v) 1 wytrzasano, intensyfikujac proces ekstrakcji. Po zakonczonym procesie
wytrzasania kazdorazowo mieszaning odwirowywano przy sile odsrodkowej 26000-g
celem oddzielenia fazy statej od alkoholowego roztworu fosfolipidow. Zabieg powto-
rzono trzykrotnie. Zawarty w supernatancie alkohol oddestylowywano z wykorzysta-
niem wyparki laboratoryjnej R-215. Pozyskany osad lecytyny zawieszano w heksanie
i stracano zimnym acetonem (4 °C), uwzgledniajac zachowanie proporcji mieszaniny
heksan + aceton 1 :3 (v/v). Powyzszy zabieg pozwolil na przedstawienie czystosci
fosfolipidéw wyrazonych jako zawarto$¢ substancji nierozpuszczalnej w acetonie.

Analiza frakcji fosfolipidowych

Oznaczenie zawartoS$ci fosfolipidow

W otrzymanym preparacie okre$lano zawartos¢ fosfolipidow z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), stosujac system HP1200 firmy
Agilent wyposazony w detektor diodowy (DAD przy dtugosci fali A - 205 nm). W tym
celu sporzadzano 1 % roztwor ekstraktu fosfolipidow w alkoholu izopropylowym i po
przefiltrowaniu poddawano analizie chromatograficznej. Eluent sporzadzono z acetoni-
trylu, alkoholu metylowego oraz kwasu ortofosforowego (100/10/1,8;v/v/v), a prze-
pltyw ustalono na 2,5 ml/min. Kolumng z wypeklieniem diolowym termostatowano
w temp. 55 °C.

Oznaczenie kwasow tlhuszczowych w pozycji sn-1 i sn-2

Do enzymatycznej hydrolizy kwaséw thuszczowych w pozycji sn-1 i sn-2 stoso-
wano odpowiednio lipaz¢ (EC 3.1.1.3, pochodzenia mikrobiologicznego — Candida
antarctica) oraz fosfolipaze A, (EC 3.1.1.4, izolowana z trzustki wieprzowej). Do spo-
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rzadzonego 10 % wodnego roztworu fosfolipidow (pH — 8,0 regulowane 0,1 N NaOH)
dodawano odpowiednio lipazg i PLA,, inkubujac w temp. 50 £ 2 °C w ciagu 4 h. [lo§¢
i jako$¢ wolnych kwasoéw tluszczowych po hydrolizie okreslano poddajac je adsorpcji
na aktywowanym (mieszaning eter dietylowy - hexan) obojetnym tlenku glinu (ALO3).
Zawarto$¢ kolumienek wypetlionych Al,O; z zaadsorbowanymi kwasami thuszczo-
wymi suszono pod proznig, po czym przenoszono ich zawartos$¢ do suchych probowek,
dodajac 6 % kwasu mréwkowego w eterze diizopropylowym. Po ujednoliceniu mie-
szaniny poddawano ja wirowaniu (sita od$rodkowa 2000-g; czas 5 min). Pozyskany
supernatant odparowywano do sucha i okreslano w nim zawarto$¢ kwasow thuszczo-
wych, przeprowadzajac je w estry metylowe kwasoéw tluszczowych z wykorzystaniem
14 % metanolowego roztworu trifluorku boru (BF;) oraz analizowano z wykorzysta-
niem chromatografu gazowego sprzezonego z detektorem mas. Warunki analizy chro-
matograficznej (GC/MS): chromatograf gazowy 6890N sprzegnigty ze spektrometrem
mas GC5973 firmy Agilent wykorzystano do okre$lania profilu kwasow ttuszczowych.
Zastosowano kolumne — HP88 (dtugo$¢ — 100 m; srednica — 0,25 mm; grubos¢ filmu
fazy stacjonarnej — 0,20 pm).

Istotnos¢ roznic migdzy wartosciami Srednimi weryfikowano testem Duncana na
poziomie istotnosci p = 0,05, przy uzyciu programu Statistica 9.0.

Wyniki i dyskusja

W wyniku frakcjonowania zottka metoda wirowania okreslono stopien podziatu
na dwie frakcje: granule i plazmg. Oznaczono 80 % plazmy zaréwno w grupie kontrol-
nej, jak i w roztworze sporzadzonym z zottek jaj wzbogaconych. Zawarto$¢ biatka
w plazmie w grupie kontrolnej byta wigksza i wynosita 8,87 % w pordwnaniu z jajami
wzbogaconymi — 8,05 %, a roznice byly statystycznie istotne (tab. 1). W badaniach
Kopcia i wsp. [10] wykazano o 10 % mniejsza zawarto$¢ plazmy w jajach niosek im-
munizowanych.

W pozyskanych supernatantach oznaczono zawartos¢ IgY metoda immunodyfuz;ji
radialnej. Zawarto$¢ IgY w plazmie pozyskiwanej z zoltek jaj niosek zywionych stan-
dardowo utrzymywata si¢ na poziomie ok. 3,6 mg/ml natomiast plazma wyizolowana
z z6ltek jaj niosek zywionych pasza wzbogacong zawierala ok. 1 mg/ml wigcej tego
biatka, co stanowito roznicg statystycznie istotna.

Podczas frakcjonowania zoltka otrzymano ok. 4 % preparatu foswityny z zottek
jaj pozyskanych zaréwno od niosek zywionych pasza standardowa, jak i wzbogacona
(tab. 1). Zawarto$¢ biatka w pozyskanych preparatach ksztattowata si¢ na podobnym
poziomie ok. 60 %, a roznice nie byto statystycznie istotne.

W oczyszczonym preparacie oznaczono zawarto$¢ kwasow thuszczowych z wyko-
rzystaniem chromatografu gazowego sprz¢zonego z detektorem mas oraz zawarto$é
fosfolipidéw z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.
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Rodzaj paszy podawanej nioskom linii Lohmann Brown w nieznacznym stopniu
wplynat na zawarto$¢ fosfolipidow w zottku, jednak roznica statystycznie istotna wy-
nika bardziej z czystosci pozyskanego preparatu niz ze zmian zywieniowych, gdyz nie
obserwuje si¢ roéznic zawarto$ci podstawowych grup fosfolipidow w oczyszczonym
preparacie. Zawartos¢ PC wynosita ok. 75 %. Podobnie, jak w przypadku PC, nie wy-
kazano statystycznych roznic zawartosci fosfatydyloetanoloaminy (PE) w zottku, wy-
nikajacych ze zmodyfikowania paszy podawanej nioskom. Zawarto§¢ PE w obydwu
grupach stanowita ok. 24 %. Czysto$¢ pozyskiwanych ekstraktow, okre$lona jako ilo$¢
substancji nierozpuszczalnej w acetonie, wyniosta ok. 85 %. Wyniki badan przedsta-
wiono w tab. 2.

Tabela 1
Sktad chemiczny zoltka i stopien odzysku biologicznie aktywnych biatek.
Chemical composition of egg yolk and recovery degree of biologically active proteins.
Zottko Frakcja IgY Frakcja foswitynowa
Egg Yolk IgY fraction Phosvitin fraction
Grupa Odzysk | Odzysk | 99*% | Zawartosc | Odzysk frakeji y
badawcza Sucha biatka . . | Zawartos¢
. plazmy granul . IgY foswitynowej .
masa | Biatko w plazmie . biatka
Research D Protein Recovery | Recovery Recovery of w plazmie | Recovery of Protein
group Y © of of coovery IgY content phosvitin o
matter | - [95] protems in | . content
plasma | granules in plasma fraction
[%] the plasma [%]
o | 1l [mg/mi] [%]
[% ]
Grupa
kontrolna a a . b b a a a
49,61° | 15,41 80,19 19,81 8,87 3,57 4,35 58,78
Control
group
Grupa doswiad-
czalna — jaja
wzbogacone b b a R a b a a
) 50,05° | 16,41 81,01 18,99 8,05 4,58 4,37 59,27°
Experimental
group —
enriched eggs

a,b — grupy statystycznie jednorodne przy poziomie istotnosci p = 0,05
a,b — statistically consistent groups with the level of significance at p = 0.05.

Analizujac zawarto$¢ kwasow tluszczowych w pozycji sn-1 i sn-2 fosfolipidow
wyizolowanych z zéttek jaj kur Lohmann Brown wykazano statystycznie istotne rozni-
ce dotyczace wszystkich kwasow thuszczowych, poza kwasem DHA, ktérego zawar-
tos¢ w grupie kontrolnej oraz grupie zywionej pasza wzbogacona wynosita odpowied-
nio 5,51 i 5,12 %. Ponadto podczas analizy zawartosci sktadu kwasow ttuszczowych
odnotowano wysoki wzrost zawartosci kwasu EPA z poziomu 0,11 % w grupie kontro-




164 Ewelina Siepka, Lukasz Bobak, Tadeusz Trziszka

Inej do blisko 1,0 % w grupie doswiadczalnej (tab. 3). Samman i wsp. [16] rowniez
poréwnywali zawarto$¢ kwasow tluszczowych w jajach konwencjonalnych, organicz-
nych i omega-3. Zawartos¢ DHA w jajach omega-3 (2,05 %) byta znacznie wigksza
niz w organicznych (0,84 %) i kontrolnych (0,85 %), natomiast w tym materiale ba-
dawczym nie odnotowano zawartosci kwasu EPA. Analiza wynikow przedstawionej
pracy wykazuje obecnos¢ cennych kwasow ttuszczowych nie wystepujacych w jajach
komercyjnie dostepnych. Przyktadowo Palacios i wsp. [14], przedstawiajac sktad kwa-
sow tluszczowych zottka nie odnotowali zawarto$ci kwasu linolenowego, EPA oraz
DHA.

Tabela 2
Sktad frakcji fosfolipidow wyizolowanych z zoéttka jaja kur Lohmann Brown.
Composition of fraction of phospholipids isolated from egg yolk laid by Lohmann Brown hens.

Tlos¢ o : ;
Grupa wyekstrahowanych Czy.st(.)s? Fosfatydylocholina | F osfatydyloetjcmoloamma
. fosfolipidow (lecytyna) (kefalina)
badawcza fosfolipidow . . . . .
Purity of Phosphatidylcholine | Phosphatidylethanolamine
Research Amount of .. o .
phospholipids* (lecithin) (cephalin)
group extracted [%] (%] (%]
phospholipids ° ’ ’
Grupa
kontrolna a a a a
14,81 85,51 75,61 24,39
Control
group
Grupa
doswiadczalna —
Jaja wzbogacone 15,50° 85,29° 75,70° 24,30°
Experimental
group — enriched
eggs

a,b — grupy statystycznie jednorodne przy poziomie istotnosci p = 0,05

a,b — statistically consistent groups with the level of significance at p = 0.05.

*— Czysto$¢ fosfolipidow wyrazona jako ilo§¢ substancji nierozpuszczalnej w acetonie / Purity of phos-
pholipids expressed as quantity of acetone-insoluble substance.

Whioski

1. Istnieje mozliwo$¢ przeprowadzenia wieloetapowego frakcjonowania zottka jaj
kurzych ukierunkowanego na pozyskanie substancji aktywnych biologicznie.

2. Proces wzbogacania jaj w istotny sposob wplynat na poziom immunoglobuliny Y
we frakcji plazmy o potencjalnej mozliwosci zastosowania jej w preparatach sty-
mulujacych odporno$é organizmu.
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Tabela 3
Sktad kwasow ttuszczowych w pozycji sn-1 i sn-2 fosfolipidow wyizolowanych z z6ttka jaja kur Lohmann
Brown.
Composition of fatty acid at snl and sn2 position of phospholipids isolated from egg yolks of Lohmann
Brown hens.

Pozycja reszt Kwasy ttuszczowe / Fatty acids
acylowych Grupa badawcza

Position of | Research group | 16:00 | 18:00 | 18:01 | 18:02 | 18:03 | 20:04 | 20:05 |22:06
acyl groups

kontrol
Grupa kontrolna | ¢\ 510 | 37 300 | g6 | 1030 | - - - | -
Control group

Grupa do$wiad-
sn-1 czalna — jaja
b
WIDOBACONE | og 6g0 | 33,120 | 7,050 | st | — | - | - | -
Experimental
group - enriched
eggs
Grupa kontrolna
Control group

8,75 | 4,03* | 50,43° | 25,19° | 1,07° | 4,91* | 0,11* | 5,51°

Grupa do$wiad-
sn-2 czalna — jaja
wzbogacone | g 4ub | 3430 [ 49570 [ 24040 | — | 653" | 0.97° | 5,120
Experimental

group - enriched
eggs

Kwasy tluszczowe / Fatty acids:

C16:0 palmitynowy / hexadecanoic

C18:0 stearynowy / stearic

C18:1 oleinowy / oleic -9 A’

C18:2 linolowy / linoleic LA 18:2 ©-9 A*'

C18:3 linolenowy / a-linoleic ALA18:3 -3 A*'*!3

(20:4 arachidonowy / arachidonic AA 20:4 -6 A>%!!14

(C20:5 eikozapentaenowy / eicosapentaenoic EPA 20:5 @-3 A>S!11417
(22:6 dokozaheksaenowy / docosahexaenoic DHA 22:6 @-3 A*7!013:1619

a,b — grupy statystycznie jednorodne przy poziomie istotnosci p = 0,05.
a,b — statistically consistent groups with the level of significance at p = 0.05.

3. Istnieje relatywnie prosta metoda izolacji foswityny z zottka jaj jako preparatu do
utrwalania zywnos$ci, charakteryzujacego si¢ dziataniem przeciwutleniajacym
i chelatujacym.

4. Projektowanie jaj pozwala na istotny wzrost zawartosci WNKT w strukturze fosfo-
lipidéw izolowanych z zottka jaja. Szczegdlnie dtugotancuchowe kwasy thuszczo-
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we preferencyjnie wbudowywane sa w pozycje sn-2 fosfolipidow, co decyduje
o ich wysokiej wartosci odzywcze;j.

5. Stwierdzono istotny wzrost zawartosci kwasu eikozapentaecnowego (EPA) w wy-
izolowanych fosfolipidach z zoltek jaj pochodzacych od niosek zywionych pasza
wzbogacona, co stwarza nowe mozliwosci wykorzystania jaj.

Praca naukowa finansowana ze Srodkow na realizacje projektu rozwojowego
,,Chemiczna ekstrakcja frakcji proteinowo-fosfolipidowych zottka jaja, ich enzyma-
tyczna modyfikacja ukierunkowana na wykorzystanie biomedyczne oraz produkcje
suplementow diety” (nr R 05 021 03) w latach: 2007-2010.
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FRACTIONATION OF EGG YOLK TO OBTAIN PREPARATIONS ENRICHED
IN BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES

Summary

Eggs are a raw food material containing all substances indispensable for the development of young or-
ganism. They are used in the food industry, as well as in the pharmaceutical, cosmetic, chemical, and feed
industry owing to the content of biologically active substances, among other things, immunoglobulin
(IgY), phosvitin, and phospholipids.

In the research covered by this paper, it was attempted to fraction chicken egg yolk in order to receive
fractions containing rich amounts of immunoglobulin (IgY) and phosvitin, and, also, to isolate phospholip-
ids. The raw material constituted fresh eggs laid by Lohmann Brown hens received from a specialist farm
managed by the "Tronina" company. The layers were held in two groups and fed ad libitum. The control
group of layers received a standard, full-portion feed mix and a preparation called Biostrong 510 (com-
mercial name), which was a mixture of essential oils and high-quality herbal extracts in the encapsulated
form. In the experimental group, the feed was supplemented with Humokarbowit and Humobentofet
preparations (containing omega-3 acids) mixed at a mass ratio of 1 : 2.

The content of IgY in the egg plasma of the control group remained at a level of approximately 3.6 mg
/ ml, while the plasma isolated from the enriched egg yolk laid by the hens fed a supplemented feed con-
tained about 1 mg / ml more of protein. The content of phosvitin in egg yolk of the eggs laid by the layers
fed the standard and enriched feed amounted to about 4%. The total protein content in the phosvitin frac-
tion was at a similar level of approximately 60 %. The pure phospholipid fraction, extracted from the egg
yolk of hens fed two types of feed and defined as the amount of a substance insoluble in acetone, was
roughly 85%. The content of phosphatidylcholine (PC) in this fraction was about 75 %, and of phosphati-
dylethanolamine (PE) — approximately 24 %.

Key words: phosvitin, phospholipids, immunoglobulin, chicken egg yolk, fractionation
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