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Tiivistelma

Biohydrogenaatiota tutkitaan, koska potsiss tapahtuva rehun rasvahappojen biohydrogenaatio
vaikuttaa maidon rasvapitoisuuteen ja rasvahappokoostumukseen. Biohydrogenaation seurauksena
mérehtijan maito ja liha sisdltéavéat runsaasti tyydyttyneitéd rasvahappoja seka jonkin verran trans-
rasvahappoja.

Potsissé  tapahtuvaa rehun rasvahappojen biohydrogenaatiota on kuitenkin  mahdollista
séaddla ruokinnallisin keinoin niin, ettd maitoon erittyy konjugoidun linolihapon (CLA) isomeerejg,
joiden on todettu ehkdisevan mm. sy©dpaa, sydan- ja verisuonitauteja seka rasvan kertymista kudoksiin.
Biohydrogenaatiota séadtdemalla on mahdollista vaikuttaa my6s maidon rasvapitoisuuteen, potsissa
muodostuvien ja maitoon erittyvien trans-rasvahappojen madraédn sek& metaanin tuotantoon pétsissi.

Biohydrogenaatiossa poétsin  mikrobit pelkistdvéat rehun tyydyttyméttomét rasvahapot
entsymaattisesti  valituotteiden kautta tyydyttyneiksi rasvahapoiksi. Vélituotteet sisdltavat
rasvahappoja, joissa on trans-kaksoissidoksia. Myods CLA:t ovat biohydrogenaation vélituotteita.
L opputuotteena on yleensa tyydyttynyt rasvahappo. Kaikkia biohydrogenaation vélituotteita ja niiden
muodostumismekanismeja e kuitenkaan viela téysin tunneta. Taman tutkimuksen tavoitteena oli
kehittdd panostoiminen in vitro —menetelmd, jolla pystytdan tutkimaan potsin rasvahappojen
biohydrogenaatiota vélivaiheineen. Lisdks tavoitteena on tutkia linolihapon biohydrogenaatiota
ndjalla eri annostasolla (1 mg, 2,5 mg, 5 mg ja 10 mg linolihappoa).

Tybn tuloksena saatiin rasvahappojen biohydrogenaation kuvaamiseen, vélituotteiden
tunnistamiseen ja niiden muodostumismekanismien tutkimiseen soveltuva in vitro —
panosviljel mamenetel mé. Menetelmalla aikaansaadussa optimaalisessa linolihapon
biohydrogenaatioprofiilissa linolihappo pelkistyy nopeasti. Vélituotteena kertyy CLA:ta, ei-
konjugoituja C18:2-rasvahappoja ja C18:1-rasvahappoja, jotka pelkistyvét edelleen steariinihapoksi.
Annostason nostaminen hidastaa linolihapon biohydrogenaatiota ja estda lopputuotteena olevan
steariinihapon muodostumista. Panostoimista in vitro —menetelméda  kaytettdessa on  esittéava
rasvahapon sopiva annostaso.

Menetelméda on mahdollista kayttdd myds tutkimuksissa, joissa biohydrogenaatiota halutaan
séadd 18 esimerkiksi estamalla biohydrogenaatiota etenemésta [oppuun, jolloin maitoon erittyy CLAta
tal muuttamalla biohydrogenaatioreittid siten, etté potsissi muodostuu biohydrogenaation valituotetta,
joka esimerkiks alentaa maidon rasvapitoisuutta. Tuloksia voidaan hyddynt&a kehitettdessa eléinten
ruokintamenetelmid, joiden avulla maidon rasvapitoisuutta ja rasvahappokoostumusta pyritéan
muuttamaan. ihmisravitsemuksen kannalta suotuisammaks .
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Johdanto

Biohydrogenaatiolla tarkoitetaan entsymaattista aineenvaihduntareittia, jossa marehtijan pdétsin
mikrobit muuttavat rehun tyydyttyméttomédt rasvahapot vélivaiheiden kautta tyydyttyneiksi
rasvahapoiksi. Esimerkiks linolihapon biohydrogenaatiossa linolihappo (cis9, cis12 C18:2)
muutetaan CLA:n (esim. cis-9, trans-11 C18:2) kautta C18:1-monoeeneiksi (mm. vakseenihapoksi,
trans-11 C18:1). Nama pelkistetédén edelleen steariinihapoksi (C18:0), joka on tyydyttynyt rasvahappo
(Griinari ja Bauman 1999). Kaikkia biohydrogenaation vélivaiheita e vielé tdysin tunneta.

Biohydrogenaatiota tutkitaan, koska pétsissa tapahtuva rehun rasvahappojen biohydrogenaatio
vaikuttaa maidon ja lihan rasvapitoisuuteen ja rasvahappokoostumukseen. Biohydrogenaation
seurauksena mérehtijan maito ja liha siséltéavat runsaasti tyydyttyneité rasvahappoja seka jonkin verran
trans-rasvahappoja, joiden on todettu lisd8van ihmisten riskid sairastua sydén- ja verisuonitauteihin.
Maidon luonnollista trans-rasvapitoisuutta pidetéan kuitenkin verrattain alhaisena.

Potsissé  tapahtuvaa rehun rasvahappojen biohydrogenaatiota on kuitenkin  mahdollista
séaddla ruokinnallisin keinoin niin, ettd maitoon erittyy konjugoidun linolihapon (CLA) isomeereja,
joiden on todettu ehkaisevan mm. sy6péa, sydan- ja verisuonitauteja seka rasvan kertymisté kudoksiin
(Belury ym. 2002). Biohydrogenaatiota sddtdemdlla on mahdollista vaikuttaa myds maidon
rasvapitoisuuteen, potsissa muodostuvien ja maitoon erittyvien trans-rasvahappojen mddréan sekad
metaanin tuotantoon potsissa.

Rasvahappojen biohydrogenaatiota pyritéén sddtelemddn niin, ettd potsiin kertyy CLA:n
esiastetta, vakseenihappoa, jonka maitorauhasen D’-desaturaasientsyymi muuttaa maitoon erittyvaksi
CLA:ksi (Griinari ym. 2000). Vakseenihappoa kertyy, kun sen pelkistystd potsissd estetéén
esimerkiks kaladljyn rasvahapoilla. Kaladljyn kaytté lehmien ruokinnassa e kuitenkaan ole kestéava
strategia maidon CLA pitoisuuden tehostamiseksi, ja siksi uusia kaladljya korvaavia vakseenihapon
pelkistyksen estgjia tarvitaan. Vaihtoehtoinen strategia maidon CLA-pitoisuuden nostamiseksi
perustuu CLA:n pétsipelkistyksen estoon eli CLA:n pétsituoton liséykseen ilman trans-rasvahappojen
tuotannon lisdysta.

Biohydrogenaation sdételylla voidaan vaikuttaa my6s maidon rasvapitoisuuteen. Voimakas
vakirehuruokinta aentaa maidon rasvapitoisuutta Prosessin taustalla on muutos pétsin
biohydrogenaatiossa. Muutosta kuvaa ns. biohydrogenaation trans-10 siirtymé&, mika tarkoittaa sita,
etta rehun rasvojen biohydrogenaation valituotteena muodostuva vakseenihappo (trans-11 C18:1
rasvahappo) korvautuu suurelta osin trans-10 C18:1 rasvahapon muodostumisela. Trans-10 C18:1
rasvahapon muodostumiseen poétsissd liittyy trans-10, cis12 18:2 (10,12 CLA) rasvahapon
2000). Usein 10,12 CLA muodostuu pdtsissa niin pienid maaria, ettéd se @ yksin riita selittdmaan
maitorasvan alenemista. Muita maitorasvan synteesia alentavia biohydrogenaation vélituotteita & ole
viela tunnistettu.

Edelld olevat esimerkit edustavat tutkimusalueita, jotka hy6tyvét biohydrogenaation sddtelyn
parissa tehtavasté tutkimuksesta, jota voidaan tehda kayttéen in vitro -laboratoriomenetelmié. In vitro
—menetelman kehittdmistéd ja kayttoa biohydrogenaation tutkimiseen puoltavat mittakaavan ja eldinten
vdlisen vaihtdun pienentdmiseen liittyvat edut. Laboratoriomittakaavassa tapahtuvan tutkimuksen
ansiosta on mahdollista tehda in vivo- ruokintakokeisiin verattuna moninkertainen maara
potentiaalisesti vaikuttavien aineiden testauksia kayttden poétsifisteloityjd lehmid potsinesteen
luovuttgjina. In vitro —menetelmén kaytto vahentd dainkokeiden tarvetta ja laboratoriomittakaavassa
tapahtuva tutki mus saastéi kustannuksia.

Taman tutkimuksen tavoitteena on kehittéd panostoiminen in vitro —menetelmd, jolla
pystytéan tutkimaan biohydrogenaatiotapahtuma vélivaiheineen. Tutkimuksessa kuvataan linolihapon
bi ohydrogenaation keskeiset prosessit neljalla eri linolihapon annostasol la.
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Aineisto ja menetelmat

Panosviljelméssa erillisiin seerumipulloihin lisdtéén poétsinestettd, puskuria, heindd ja tutkittavaa
rasvahappoa (Kuva 1.). Linolihapon annostasosarjoja on nelja (1 mg, 25 mg, 5 mg ja 10 mg
linolihappoa). Pulloihin lasketaan hiilidioksidia ja niitd inkuboidaan 39 °C:ssa tasoravistelijassa.
Kutakin ndytettéd inkuboidaan eripituinen aika, jolloin naytteistd muodostuu aikasarja. Né&ytteista
uutetaan rasvahapot ja ne madritetddn kaasukromatografilla. Biohydrogenaatioprofiili  esitetéén
graafisesti rasvahapposubstraatin, vdlituotteiden ja lopputuotteiden pitoisuuksien muutoksina.
Tuloksista lasketaan linolihapon suhteellinen pelkistysnopeus alussa (lineaarisen pelkistysvaiheen
aikana), vdlituotteiden trans-10 C18:1 osuus trans-10 ja trans-11 C18:1-rasvahapoista sekéa
lopputuotteiden suhde.
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Kuva 1. Potsinesteen ké&yttéon perustuva in vitro —panosviljelméamenetelmé rasvahappojen biohydrogenaation
tutkimiseen. |sossa astiassa on suodatettua potsinestetta ja puskuria. Pieniin pulloihin annostellaan heindg,
potsinestettd ja puskuria seka tutkittavaa rasvahappoaja hiilidioksidia. Pulloja inkuboidaan 39 °C:ssa.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Linolihappo pelkistyi CLA:n ja e-konjugoitujen trans C18:2 —isomeerien (C18:2 tt) kautta
monoeeneiksi (C18:1), jotka pelkistyivéat kolmella alimmalla tasséd kokeessa kaytetyll& linolihapon
annostasolla (1 mg, 2,5 mg ja5 mg) edelleen steariinihapoksi (C18:0). K orkeimmalla annostasolla (10
mg) valituotteiden pelkistyminen estyi kokonaan, jolloin lopputuotteena syntyvéa steariinihappoa ei
kertynyt. (Kuva 2.)

Linolihapon annostason nostaminen pienensi linolihapon suhted lista pelkistysnopeutta (mg/h)
liséttya linolihappoa kohti kolmen ensimmaisen tunnin aikana tilastollisesti merkitsevasti (2. asteen
vaikutus, P < 0,01) (Taulukko 1).

Linolihapon biohydrogenaatiossa syntyvét vélituotteet olivat padasiassa C18:1 rasvahappoja.
Lisdks muodostui ei-konjugoituja C18:2 —rasvahappoja ja hieman CLA:ta (Kuva 2). Jokaisella
annostasolla muodostui 18hes kaikkia C18:1 —rasvahappojen isomeergjd (Taulukko 2.). Matalimmilla
annostasoilla pédasiallisia C18:1-isomeergd olivat trans-11 C18:1, trans-10 C18:1 ja trans-13/14
C18:1 seka todenndkdisind in vitro —artefakteina muodostuneet cis9 C18:1 ja cis12 C18:1.
Korkeimmalla annostasolla muodostui |&hinnéa trans-11 C18:1- ja trans-10 C18:1 —rasvahappoja seka
cis-12 C18:1 —rasvahappoa. Annostason nostaminen lisasi lineaarisesti (P < 0,05) trans-10 C18:1 —
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rasvahapon prosenttiosuutta trans-11- ja trans-10 C18:1 —rasvahapoista kolmen tunnin kohdalla
(Taulukko 1.).

Biohydrogenaation  lopputuotteena  muodostui  matalimmalla  annostasolla  [&hinna
steariinihappoa. Korkeimmalla annostasolla muodostui steariinihapon sijasta C18:1 —rasvahappoja.
Kun linolihapon annostasoa nostettiin, lopputuotteiden C18:0-rasvahappojen méara C18:1-
rasvahappoihin néhden vaheni lineaarisesti (P < 0,001) (Taulukko 1.).

Aikaisemman kasityksen mukaan biohydrogenaatio on esitetty yksinkertaistetusti kuvan 3
mukaisen kaavion avulla (Harfoot & Hazlewood 1997). Tamén in vitro-tutkimuksen aineiston
perusteella biohydrogenaatiosta on mahdollista esittda kattavampi malli (kuva 4). Potsinesteessi
muodostuu  linolihapon  biohydrogenaatiossa CLA:n ja vakseenihapon liséks muitakin
biohydrogenaation valituotteita, kuten ei-konjugoituja C18:2-rasvahappoja ja useita C18:1-isomeergjé.
Jouany ym. (2007) ovat havainnegt saman in vitro —kokeissaan. Loor ym. (2002) ovat esitténeet ei-
konjugoitujen C18:2-rasvahappojen olevan biohydrogenaation véalituotteita myds in vivo -olosuhteissa.
On mahdollista, etté biohydrogenaatiossa on ainakin yksi vélivaihe, jota e ole viela tunnistettu (kuva
4.).

Johtopaat ok set

Rasvahapon annostaso vaikuttaa linolihapon  biohydrogenaatioprofiiliin - ja  muodostuviin
vdlituotteisiin. Linolihaposta muodostuu ensin nopeasti CLA:ta tai vaihtoehtoisesti ei-konjugoituja
dieengd, jotka pelkistyvét useiksi C18:1 —rasvahapon isomeereiksi ja edelleen steariinihapoksi.
Annostason nostaminen hidastaa linolihapon biohydrogenaatiota ja estda lopputuotteena olevan
steariinihapon muodostumista. Sopiva rasvahapon lisdysannos on etsittéva kytettdessa panostoimista
in vitro —-menetel maa.

Tama panosviljelmamalli toimii kvantitatiivisesti ja sitd voidaan kayttaa jatkossa esimerkiksi
biohydrogenaation k&ynnistymisvaiheessa muodostuvien vélituotteiden ja e-konjugoitujen trans-
C18:2 ja trans -C18:3 vdlituotteiden tunnistamiseen. Panosviljelmdi voidaan kéayttdd myds
biohydrogenaation sdatelijoiden tunnistamiseen. Tuloksia voidaan hyoddyntda kehitettdessa eléinten
ruokintamenetelmid, joiden avulla maidon rasvapitoisuutta ja rasvahappokoostumusta pyritéan
muuttamaan ihmisravitsemuksen kannalta suotuisammaksi.
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Kuva 2. Linolihapon biohydrogenaatioprofiilien keskiarvot ja keskihgjonnat eri annostasoilla. @) 1 mg
linolihappoa, b) 2,5 mg linalihappoa, ¢) 5 mg lindlihappoa ja d) 10 mg linolihappoa. Linolihappo (C18:2),
konjugoidut linolihapot (CLA), e-konjugoidut C18:2 —isomeerit (C18:2 t,t), C18:1 monoeenit (C18:1) ja
steariinihappo (C18:0).
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Taulukko 1. Linolihapon annostason vaikutus linolihapon suhtedlliseen pelkistysnopeuteen, vélituotteiden
trans-10 C18:1 osuuteen trans-10 ja trans-11 C18:1-rasvahapoista (3 h inkubaatio) ja lopputuctteiden

C18:0/C18:1 —suhteeseen (9 h inkubaatio).

Linolihapon annostasot, mg P- arvo

1 2,5 5 10 SEM L Q S
Linolihapon pelkistys- 019 020 018 0,07 0016 *** **
nopeus, (mg/h)/mg LA
Vélituotteiden 69,7 576 651 835 542 * °
t-10 osuus (t-10+t-11):sta, %
Lopputuotteiden suhde 334 274 185 024 0203 ***
(C18:0/C18:1)

Tilastollinen merkitsevyys: * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, ° 0,05< P< 0,10 jatyhja e merkitsevyytta.
L, QjaSviittaavat lineaariseen, 2. ja 3. asteen vaikutuksin.

Taulukko 2. Linolihapon biohydrogenaatiossa muodostuneet C18:1 —rasvahappojen isomeerit (% kokonais-
C18:1-rasvahapoista) neljdlla eri linolihapon annostasolla, C18:1-rasvahappojen huipun kohdalla (1 mg, 2,5 mg
jabmgLA 3hjalOmgLA 9h).

Linolihapon annostaso, mg P- arvo
1 2,5 5 10 SEM L Q S

t-6/7/8 | 4,3 4,6 4,3 3,7 0,717
t-9 25 3,2 3,2 31 0,708
t-10 9,8 12,0 17,9 13,8 1,374 *x
t-11 59 8,5 9,3 28,4 2,725 *rx °
t-12 4,6 4,5 3,2 4,5 0,602
t-13/14 | 13,9 10,5 57 8,3 0,959 *x o
c-9 7,7 9,9 13,1 9,3 1,663 *
t-15 55 3,9 1,9 2,6 0,408 *rx *rx
c-11 33 2,0 1,6 1,1 0,654 °
c-12 38,9 38,9 39,1 23,8 4,616 *
t-16 3,6 1,9 0,8 1,5 0,733 *

Tilastollinen merkitsevyys. * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, ° 0,05< P< 0,10 jatyhja & merkitsevyytta.
L, QjaSviittaavat lineaariseen, 2. ja 3. asteen vaikutuksin.

C18:2 cis9, cis-12 (Linolihappo)

C 18:2 cis9, trans-11 (CLA)

C 18:1 trans-11 (Vakseenihappo)

C 18:0 Steariinihappo

Kuva 3. Yksinkertaistetusti esitetty linolihapon biohydrogenaatioreitti (Harfoot & Hazlewood 1997).
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Linolihappo (C18:2 cis-9, cis-12)

X / ei-konjugoidut trans-C18:2

cis9, trans-11 CLA trans-10, ciss12CLA  muut CLA:t

! !

trans-11 C18:1 trans-10 C18:1

I

muut cis- jatrans-C18:1-isomeer it

Steariinihappo (C 18:0)

Kuva 4. Mahdollisa muita linolihapon biohydrogenaatioreitteja. X on mahdallinen vield tunnistamaton
biohydrogenaation valituote.
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