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Wykaz stosowanych skrótów  

⸱OH – rodnik hydroksylowy  

ALB - albumina  

ALP - fosfataza alkaliczna  

ALT – aminotransferaza alaninowa  

AMP – ang. antimicrobial peptide, pepetydy antybakteryjne 

AspAT – aminotransferaza asparaginianowa  

AST – astaksantyna  

CAT - katalaza 

CHOL - cholesterol całkowity  

CREA - kreatynina  

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl   

FRAP - ang. ferric ion reducing antioxidant parameter  

GLU - glukoza  

GMO - organizm modyfikowany genetycznie 

GPX – peroksydaza glutationowa 

GRA - granulocyty  

H2O2 – nadtlenek wodoru,  

HCT - hematokryt  

HDL - lipoproteiny o dużej gęstości  

HGB - hemoglobina  

HI – Hermetia illucens   

HIV/AIDS – ludzki wirus niedoboru odporności/zespół nabytego niedoboru odporności 

HSV – wirus opryszczki zwykłej (Herpes simplex virus) 

LA – kwas laurynowy 

LDH - dehydrogenaza mleczanowa  

LDL - lipoproteiny o małej gęstości  

LYM – limfocyty 

MCH - średnia hemoglobina krwinki czerwonej 

MCV - średnia objętość krwinki czerwonej  

MON – monocyty 

MPV - średnia objętość płytek krwi  
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MRSA – szczep Staphylococcus aureus oporny na metycylinę 

MUFA – całkowite jednonienasycone kwasy tłuszczowe  

O2- – anion ponadtlenkowy  

PCT - hematokryt płytkowy  

PDW - wskaźnik heterogeniczności wielkości płytek krwi  

PLT - płytki krwi 

PUFA – całkowite wielonienasycone kwasy tłuszczowe 

qPCR - ilościowa łańcuchowa reakcja polimerazy  

RBC - czerwone krwinki  

RDWC - szerokość rozkładu czerwonych krwinek  

ROS – reaktywne formy tlenu 
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SOD – dysmutaza ponadtlenkowa  
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WBC - białe krwinki  
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1.  Streszczenie 

1.1. Streszczenie polskojęzyczne 

Odsadzenie prosiąt to kluczowy moment w hodowli świń, obciążony ryzykiem zaburzeń 

jelitowych, stresu oksydacyjnego i infekcji. W kontekście poszukiwania nowych źródeł białka 

oraz dodatków paszowych o działaniu prozdrowotnym, badano pełnotłustą mączkę z larw 

muchy Hermetia illucens (HI), bogatą w aminokwasy i związki bioaktywne (peptydy 

antybakteryjne, chitynę, kwas laurynowy) wspierające odporność. Ponadto, oceniano wpływ 

astaksantyny (AST), silnego naturalnego antyoksydantu, na równowagę oksydacyjną i status 

zdrowotny zwierząt. Doświadczenie miało na celu określenie wpływu mieszanki paszowej, 

wzbogaconej w naturalne substancje immunostymulujące pochodzące z mączki z larw muchy 

Hermetia illucens i astaksantyny, na rozwój przewodu pokarmowego, wskaźniki produkacyjne 

oraz status zdrowotny prosiąt. W doświadczeniu wykorzystano 48 prosiąt (6 grup po 8 

osobników), których paszę suplementowano mączką HI (0; 2,5%; 5%) i/lub AST (0; 0,25 

mg/kg). W ramach doświadczenia, oprócz oceny podstawowych wskaźników produkcyjnych, 

przeprowadzono szereg analiz, w tym badania biochemiczne i hematologiczne krwi, analizy 

immunoenzymatyczne, immunohistochemiczne i histologiczne oraz genomiczne. Wykonano 

również analizy chemiczne mięsa oraz słoniny.  

Wyniki wskazują, że włączenie mączki HI i AST do dawki pokarmowej nie miało 

negatywnego wpływu na wyniki wzrostu, masę narządów i odcinków przewodu pokarmowego 

(obliczoną jako % masy ciała), a także zużycie paszy i średni dzienny przyrost masy ciała u 

prosiąt biorących udział w tym badaniu. Chociaż zaobserwowano statystycznie istotne różnice 

między grupami, parametry hematologiczne i biochemiczne krwi mieściły się w normach 

fizjologicznych, co sugeruje, że suplementacja mączką HI i AST nie wpływa negatywnie na 

stan zdrowia prosiąt. Analiza słoniny przechowywanej w zamrożeniu przez 3 miesiące 

wykazała, że dodatek do paszy AST razem z mączką HI obniżył poziom wskaźnika TBARS. 

Wynik ten wskazuje na możliwość wykorzystania tych dodatków jako skutecznego 

antyoksydantu, ograniczającego skutki peroksydacji lipidów w tkance tłuszczowej. W 

przypadku mięsa nie uzyskano tak wyraźnego efektu. Analizy histologiczne wykazały, że 

jednoczesne podawanie AST wraz z mączką HI na poziomie 2,5% znacząco zwiększyło 

szerokość mięśniówki i jej warstw w dwunastnicy co potencjalnie może przyczynić się do 

lepszej perystaltyki. Z kolei 2,5% mączka HI wpłynęła na zwiększenie długości i szerokości 

kosmków, a podawana wraz z AST wpłynęła na polepszenie stosunku długości kosmków do 

głębokości krypt. W jelicie czczym zaobserwowano korzystny wpływ AST, która zwiększyła 
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szerokość błony śluzowej, grubość warstwy mięśni podłużnych, liczbę komórek kubkowych 

oraz wydłużyła kosmki, natomiast dodatni wpływ mączki HI na powierzchnię wchłaniania był 

widoczny zarówno w jelicie czczym, jak i krętym. Dodatkowo, stwierdzono zwiększoną 

proliferację komórek w kryptach dwunastnicy i jelita czczego, szczególnie w przypadku 2,5% 

suplementacji mączką HI. Analiza ekspresji białek połączeń ścisłych sugeruje, że najwyższa 

ekspresja występowała w grupie kontrolnej, niepoddanej suplementacji dodatkami. W ramach 

realizacji badań przeprowadzono także ocenę wpływu astaksantyny na status zdrowotny 

wątroby prosiąt, uwzględniając zarówno histologię tkanki wątrobowej, jak i ekspresję genów 

związanych z jej funkcjonowaniem. W przeprowadzonym doświadczeniu zaobserwowano 

istotne różnice histologiczne między zwierzętami otrzymującymi dodatek AST w mieszance 

paszowej a tymi z grupy kontrolnej. W grupie suplementowanej AST stwierdzono znaczne 

zmniejszenie odkładania się włókien kolagenowych w tkance wątroby, co wskazuje na 

potencjalną rolę AST w ochronie przed nadmiernym gromadzeniem się kolagenu. Analiza 

ekspresji genów wykazała, że wątroba prosiąt otrzymujących paszę z dodatkiem AST 

charakteryzowała się obniżoną ekspresją genu NR1H3, którego hamowanie może wspierać 

regenerację hepatocytów po stłuszczeniu wątroby. Z kolei ekspresja genu CYP7A1, kluczowego 

dla metabolizmu cholesterolu i wydalania go poprzez syntezę kwasów żółciowych, była 

zwiększona. Zmiany te sugerują, że AST może wspierać procesy detoksykacyjne i homeostazę 

lipidową w wątrobie. Ponadto, obserwowano obniżoną ekspresję genów NOTCH1 i CREB, 

choć ich rola w łagodzeniu zwłóknienia wątroby pozostaje niejasna.  

Podsumowując, można stwierdzić, że suplementacja paszy dla prosiąt w okresie 

okołoodsadzeniowym mączką HI i AST może stanowić cenne uzupełnienie diety prosiąt, 

poprawiając strukturę i funkcjonowanie jelit i wątroby, wspierając status zdrowotny oraz 

korzystnie wpływając na stabilność oksydacyjną tkanki tłuszczowej, bez negatywnego wpływu 

na wskaźniki produkcyjne zwierząt. 
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1.2. Streszczenie anglojęzyczne 

Weaning is a critical phase in pig breeding, often associated with an increased risk of 

intestinal disorders, oxidative stress, and infections. In the context of climate change and the 

need for alternative protein sources, this study investigated the effects of a full-fat meal derived 

from Hermetia illucens (HI) larvae—rich in amino acids and bioactive compounds 

(antimicrobial peptides, chitin, lauric acid)—on piglet immunity. Additionally, the impact of 

astaxanthin (AST), a potent natural antioxidant, on oxidative balance and overall health status 

was evaluated. The study was designed to assess the effects of HI larvae meal and AST 

supplementation on the production performance and health status of weaned piglets. A total of 

48 piglets were assigned to six groups (n = 8 per group) with diets supplemented with HI meal 

(0%, 2.5%, or 5%) and/or AST (0 or 0.25 mg/kg). In addition to evaluating basic production 

parameters, a series of analyses were conducted, including biochemical and hematological 

blood tests, immunoenzymatic, immunohistochemical, histological, and genomic assessments. 

Chemical analyses of meat and fat composition were also performed. The results indicate that 

the inclusion of HI and AST meal in the feed ration had no negative effect on growth 

performance, weight of organs and gastrointestinal tract sections (calculated as % of body 

weight), as well as feed consumption and average daily weight gain in the piglets participating 

in this study. Although statistically significant differences were observed between groups, 

hematological and biochemical blood parameters were within physiological norms, suggesting 

that HI and AST meal supplementation does not adversely affect piglet health. Analysis of lard 

stored frozen for 3 months showed that the addition of AST to the feed along with HI meal 

reduced the level of the TBARS index. This result indicates that these additives can be used as 

an effective antioxidant to reduce the effects of lipid peroxidation in adipose tissue. In the case 

of meat, no such clear effect was obtained. Histological analyses showed that simultaneous 

administration of AST along with HI meal at 2.5% levels significantly increased the width of 

the muscularis and its layers in the duodenum, which could potentially contribute to better 

peristalsis. In contrast, 2.5% HI meal increased the length and width of the villi, and when 

administered together with AST, improved the ratio of villi length to crypt depth. In the jejunum, 

a beneficial effect of AST was observed, which increased the width of the mucosa, the thickness 

of the longitudinal muscle layer, the number of goblet cells and lengthened the villi, while a 

positive effect of HI meal on the absorption surface was seen in both the jejunum and ileum. In 

addition, there was increased cell proliferation in the crypts of the duodenum and jejunum, 

particularly with 2.5% HI meal supplementation. Analysis of the expression of tight junction 

proteins suggested that the highest expression was in the control group, not subjected to 
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supplementation with supplements. As part of the implementation of the study, the effect of 

astaxanthin on the health status of the piglet liver was also evaluated, taking into account both 

the histology of the liver tissue and the expression of genes related to its function. In the 

experiment conducted, significant histological differences were observed between animals 

receiving AST supplementation in the feed mixture and those in the control group. In the AST-

supplemented group, there was a significant reduction in the deposition of collagen fibers in 

liver tissue, indicating a potential role for AST in protecting against excessive collagen 

accumulation. Gene expression analysis showed that the liver of piglets receiving AST-

supplemented feed had reduced expression of the NR1H3 gene, whose inhibition may promote 

hepatocyte regeneration after liver steatosis. In contrast, expression of the CYP7A1 gene, which 

is key to cholesterol metabolism and excretion via bile acid synthesis, was increased. These 

changes suggest that AST may promote detoxification processes and lipid homeostasis in the 

liver. In addition, reduced expression of NOTCH1 and CREB genes was observed, although 

their role in alleviating liver fibrosis remains unclear.  

In conclusion, it can be concluded that the supplementation of piglet feed during the 

peri-weaning period with HI and AST meal can be a valuable addition to piglet diets, improving 

the structure and function of the intestine and liver, promoting health status, and favorably 

influencing the oxidative stability of adipose tissue, without adversely affecting animal 

production rates. 
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2. Wstęp 

 

W produkcji trzody chlewnej największe straty wynikające z upadków zwierząt, 

stanowiące ponad 80% wszystkich strat świń, notuje się w okresie od urodzenia do odsadzenia 

od lochy. W tym czasie prosięta narażone są na wiele czynników stresogennych (zarówno 

żywieniowych, behawioralnych, jak i środowiskowych), które nakładają się na zmiany jakie 

zachodzą w rozwijającym się układzie pokarmowym i odpornościowym. Zespół czynników 

stresu związanego z odsadzeniem powoduje u prosiąt zaprzestanie pobierania pokarmu, co 

prowadzi do niekorzystnych zmian w jelicie cienkim oraz do wystąpienia stresu oksydacyjnego 

(Campbell i in., 2013; Pluske i in., 2003). Do 2006 roku w celu zapobiegania potencjalnym 

chorobom na jakie narażane są prosięta w tym w okresie, dozwolone było profilaktyczne 

stosowanie antybiotyków paszowych, które przyczyniły się do powstania lekooporności wielu 

szczepów bakterii. Zjawisko to jest wysoce groźne zarówno dla zwierząt jak i ludzi. Stąd też 

prowadzone są badania mające na celu znalezienie substancji (nie będących antybiotykami), 

które oddziaływałyby na stan zdrowia zwierząt zwiększając ich odporność oraz stymulując 

rozwój układu pokarmowego. Dlatego też optymalizacja składu paszy i wybór odpowiednich 

dodatków paszowych należą do działań stosowanych w celu poprawy stanu zdrowia prosiąt  

i ograniczenia stosowania środków antybiotykowych (Kil i Stein, 2010; Szczepanik  

i Świątkiewicz, 2024).  

2.1. Problemy związane z okresem okołoodsadzeniowym prosiąt 

Jednym z najtrudniejszych etapów w odchowie świń jest okres odsadzenia, wiąże się on 

z wystąpieniem istotnych zmian w fizjologii przewodu pokarmowego i mikroflory oraz 

funkcjonowaniem układu immunologicznego młodego zwierzęcia (Boudry i in., 2004).  

W trakcie odsadzenia, prosięta muszą poradzić sobie nie tylko z odstawieniem od matki, ale 

również ze zmianą diety na paszę stałą, zmianą środowiska, interakcjami z innymi prosiętami 

oraz próbą zaadoptowania się do nowej sytuacji (Lallès i in., 2007a). Problematyka zaburzeń  

w strukturze jelit odsadzonych prosiąt budzi zainteresowanie naukowców. Badania wykazały, 

że odsadzenie prowadzi do pogorszenia integralności jelit, zaburzeń procesów trawienia  

i wchłaniania oraz zwiększenia stresu oksydacyjnego (Campbell i in., 2019, 2013; Xiong i in., 

2019). Czynniki te negatywnie wpływają na późniejszą wydajność zwierząt, a tym samym na 

opłacalność produkcji świń (Pluske i in., 2003). Zaburzenia przewodu pokarmowego wynikają 

nie tylko ze zmian w jego architekturze i funkcji, ale także z poważnych zmian w adaptującej 

się mikrobiocie jelitowej i odpowiedzi immunologicznej organizmu (Lallès i in., 
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2007b). Ponadto, badania wskazują, że proces odsadzenia wpływa na parametry związane  

z budową histologiczną jelit, takie jak zanik kosmków i hiperplazja krypt (Pluske i in., 1997). 

Według badań Hampson (1986) u prosiąt odsadzonych w 21 dniu życia wystąpiło skrócenie 

kosmków o około 30% z jednoczesnym rozrostem głębokości krypt. Stan ten utrzymywał się 

przez około 7 dni po odsadzeniu. Sugeruje to, że pierwsze dni po odsadzeniu są niezwykle 

istotne dla prosięcia i decydują o jego dalszych losach. Krytycznym momentem w odchowie 

prosiąt jest czas, w którym odsadzone prosięta zaczynają przyjmować wyłącznie stały pokarm. 

Badania donoszą, że około 50% odsadzonych prosiąt spożywa pierwszą paszę w ciągu 24 

godzin po odsadzeniu, ale u około 10% odsadzonych głodówka utrzymuje się do 48 godzin 

(Brooks i Tsourgiannis, 2003). Taki okres niejedzenia może prowadzić do problemów 

zdrowotnych i wpływać na morfologię przewodu pokarmowego. Udowodniono, że głównym 

czynnikiem ograniczającym produkcyjność zwierząt bezpośrednio po odsadzeniu jest 

opóźnienie rozpoczęcia karmienia i ograniczone spożycie pokarmu stałego w tygodniu 

następującym po odsadzeniu (Worobec i in., 1999). Ponadto, okres głodu w połączeniu  

z brakiem obecności matki, negatywnie wpływa na zdolność prosiąt do utrzymania 

prawidłowej termoregulacji. Zjawisko to znajduje odzwierciedlenie w zmianach zarówno 

behawioralnych, jak i fizjologicznych (Hay i in., 2001). Utrzymanie prawidłowej funkcji jelit 

zależy między innymi od ciągłego procesu regeneracji nabłonka jelitowego. Wang i in. (2022a) 

stwierdzili, że w ciągu pierwszych 7 dni po odsadzeniu w jelicie czczym dochodzi do 

intensywniejszego złuszczania komórek nabłonka, a jednocześnie obserwuje się spadek liczby 

komórek proliferujących. Skrócenie kosmków jelitowych może być skutkiem zwiększonego 

złuszczania i obniżonej proliferacji komórek, co skutkuje także zmniejszeniem liczby 

enterocytów. Zmiany te ustępują do około 14. dnia po odsadzeniu. W pierwszym tygodniu po 

odsadzeniu dochodzi również do zmniejszenia liczby komórek kubkowych w kosmkach  

i kryptach dwunastnicy oraz jelita czczego, co jest powiązane z modyfikacjami w ekspresji 

mRNA Muc2 i NGN3. Zwiększona ekspresja NGN3 może wskazywać na wzrost liczby 

enterocytów, co z kolei może prowadzić do redukcji liczby komórek kubkowych. Z kolei,  

w jelicie krętym największa liczba komórek kubkowych występuje w pierwszym dniu po 

odsadzeniu, co może pełnić funkcję ochronną, zabezpieczając przed zaburzeniami 

mikrobiologicznymi poprzez wydzielanie śluzu (Wang i in., 2022a).  

Kolejnym ważnym aspektem w prawidłowym funkcjonowaniu jelit jest bariera 

utworzona m.in. z białek połączeń ścisłych (TJ). Białka TJ, składające się z białek 

transbłonowych (okludyna i klaudyna) oraz białek cytoplazmatycznych (zonula occludens), 
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zamykają przestrzeń parakomórkową pomiędzy komórkami, kontrolując przepuszczalność 

przez warstwę nabłonka. Zwiększenie przepuszczalności jelit może powodować reakcje 

zapalne, umożliwiając wnikanie toksyn, związków alergennych lub bakterii (Arrieta i in., 2006; 

Asmar i in., 2002). Odsadzenie prosiąt zaburza funkcjonowanie bariery międzykomórkowej,  

a badania pokazują, że odsadzenie na wczesnym etapie życia (przed ukończeniem 3 tygodnia) 

ogranicza aktywne wchłanianie składników odżywczych, co sugeruje, że proces odstawienia 

od matki może negatywnie wpływać na integralność bariery jelitowej (Wijtten i in., 2011). 

Skutki odsadzenia wpływają również na funkcjonowanie innych narządów, w tym wątroby, 

która jest szczególnie wrażliwa na stres oksydacyjny, charakterystyczny dla tego etapu życia 

prosiąt. Dodatkowo, ponieważ krew z jelit przepływa do wątroby przez żyłę wrotną, zaburzona 

funkcja jelit i zwiększona przepuszczalność międzykomórkowa mogą prowadzić do 

translokacji metabolitów i patogenów, co dodatkowo obciąża wątrobę i może upośledzać jej 

funkcje (Luo i in., 2016; Seki i Schnabl, 2012). Choć wątroba odgrywa kluczową rolę  

w metabolizmie i detoksykacji, istnieje stosunkowo niewiele badań skupiających się na jej 

podatności na zaburzenia związane ze stresem oksydacyjnym w okresie odsadzenia (Luo i in., 

2016).  

W celu usprawnienia funkcjonowania przewodu pokarmowego oraz zapobiegania 

zahamowaniu wzrostu, które mogą wystąpić w czasie odsadzenia, istotne jest opracowanie 

efektywnych strategii żywieniowych. Podstawą prawidłowego żywienia prosiąt są dobrej 

jakości, łatwostrawne surowce paszowe, o wysokiej zawartości białka cechującego się 

optymalnym składem aminokwasowym i dobrze przyswajalnej energii. Ponadto, stale 

poszukuje się nowych dodatków paszowych, które wspomagałyby rosnący organizm niwelując 

problemy zdrowotne związane z okresem okołoodsadzeniowym.  

 2.2. Krajowe źródła białka paszowego 

Zwierzęta monogastryczne, w tym głównie świnie, potrzebują w żywieniu pasz białkowych o 

wysokiej wartości biologicznej, która determinowana jest składem aminokwasowym. 

Optymalnym składem aminokwasowym i wysoką strawnością charakteryzują się pasze 

białkowe pochodzenia zwierzęcego, jak mleko czy serwatka, jednakże ze względu na wysoką 

cenę wykorzystywane są jedynie w żywieniu najmłodszych prosiąt. Jednym z najbardziej 

popularnych surowców białkowych wykorzystywanych do produkcji mieszanek paszowych 

jest poekstrakcyjna śruta sojowa, która jest importowana do Polski przede wszystkim z krajów 

Ameryki Południowej. Pochodzi ona głównie z nasion soi genetycznie modyfikowanej (GMO). 

Obawy części konsumentów przed stosowaniem pasz pochodzących z upraw GMO zmuszają 
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naukowców do znalezienia alternatyw dla tego surowca (Grela, 2022). Ponadto, szybko rosnąca 

populacja ludzi i ich wzrastające zapotrzebowanie na produkty pochodzenia zwierzęcego 

zwiększają dodatkowo zapotrzebowanie na pasze białkowe (Nadathuri in., 2017).  Od kilku lat 

prowadzone są działania mające na celu zwiększenie wykorzystania krajowych źródeł białka 

oraz zmniejszenie deficytu białka paszowego poprzez intensyfikację jego pozyskiwania  

z zasobów rodzimych. Działania te są wspierane również przez politykę perspektywiczną Unii 

Europejskiej na lata 2023-2035, która przewiduje znaczącą zmianę w użytkowaniu gruntów - 

ze zbóż na rośliny bobowate, w tym soję. Wśród krajowych surowców białkowych pochodzenia 

roślinnego wymienić można nasiona łubinu, grochu, bobiku oraz soi. W Instytucie Zootechniki 

PIB przeprowadzono badania nad alternatywnymi źródłami białka, takimi jak nasiona roślin 

bobowatych, czy produkty uboczne takie jak makuchy rzepakowe czy suszone wywary 

gorzelniane DDGS. Wyniki badań wykazały, że surowce te mogą jedynie częściowo zastąpić 

poekstrakcyjną śrutę sojową. Ograniczenia wynikają min. z obecności substancji 

antyżywieniowych, które negatywnie wpływają na strawność, a tym samym ograniczają 

przyswajalność białka i innych składników odżywczych zawartych w tych paszach 

(Hanczakowska i in., 2019, 2017; Hanczakowska i Świątkiewicz, 2014)W doświadczeniu 

przeprowadzonym w ostatnim czasie, opisywanym w niniejszej Rozprawie Doktorskiej jako 

główne źródło białka paszowego stosowano makuch sojowy - produkt z ekstrudowanych nasion 

krajowej soi odmiany Viola poddanych następnie tłoczeniu (Świątkiewicz i in., 2021). Nasiona 

soi mogą być wykorzystywane w żywieniu różnych gatunków zwierząt gospodarskich, 

jednakże surowe zawierają związki antyżywieniowe, m.in. inhibitory trypsyny, lektyny i białka 

alergenne i nie mogą być dodane do paszy bez wcześniejszego przygotowania. Do zabiegów 

mających na celu zminimalizowanie zawartości związków antyżywieniowych w nasionach soi 

można zaliczyć przede wszystkim techniki baro-termiczne, które unieczynniają większość 

substancji antyżywieniowych, w tym inhibitory proteaz. Zabiegi te zwiększają dostępność 

skrobi, strawność białka i innych składników pokarmowych (Vagadia i in., 2017). Wpływają 

również na poprawę smakowitości nasion sojowych (Vagadia i in., 2017; Witaszek i in., 2020). 

Dodatkowo, wytłoczenie oleju z ekstrudowanych nasion soi pozwala na uzyskanie materiału 

paszowego (makuchu) o wyższej zawartości białka i niższej zawartości tłuszczu, co jest 

korzystniejsze do stosowania w żywieniu prosiąt. 

Interesującym białkowym materiałem paszowym, dostępnym w naszym kraju od kilku lat, 

są mączki z suszonych larw owadów, zgodnie z krajowym ustawodawstwem (Dz.U. L 295  

z 18.8.2021) definiowane jako przetworzone białko zwierzęce. Ze względu na ograniczoną 

dostępność gruntów rolnych i konkurencję o źródła białka między żywnością dla ludzi, karmą 
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dla zwierząt domowych i paszą dla zwierząt gospodarskich, badane są alternatywne metody 

produkcji białka, a hodowla owadów wyłania się jako obiecująca opcja (Hong i Kim, 2022). 

Jedynym z najpopularniejszych i najbardziej efektywnych owadów wykorzystywanych do 

produkcji mączek są larwy muchy Hermetia illucens (HI), między innymi z powodu 

możliwości utrzymywania ich w dużym zagęszczeniu oraz wysokiemu współczynnikowi 

biokonwersji. Dzięki temu do ich produkcji można wykorzystywać biomasę organiczną, w tym 

produkty uboczne przemysłu rolno-spożywczego. Sprzyja to bardziej efektywnemu 

zarządzaniu zasobami składników odżywczych, zarówno organicznych, jak  

i nieorganicznych, ze szczególnym uwzględnieniem azotu i fosforu (Elsayed i in., 2022). 

Produkcja owadów jest przyjazna dla środowiska ze względu na minimalny ślad ekologiczny, 

niewielkie zużycie wody, szybki wzrost i tempo reprodukcji. Mączka z larw HI charakteryzuje 

się dużą zmiennością zależną m.in. od gatunku owadów, sposobu ich żywienia, czy też stopnia 

przetworzenia maczki. Według danych literaturowych (Lu i in., 2022) można wskazać pewne 

granice zawartości białka - od 42 do 56%, zawartość tłuszczu (uzależniona jest od stopnia 

odtłuszczenia mączki) waha się od 7% do 28%, natomiast włókna surowego od 9% do 12%. 

Mączka jest bogata w aminokwasy, w tym leucynę (26,2 g/kg), lizynę (21,6 g/kg) oraz 

fenyloalaninę z tyrozyną (36,2 g/kg; Lu i in., 2022). 

 2.3. Wybrane dodatki paszowe jako stymulatory wzrostu i zdrowia prosiąt 

Modulowanie zdrowia i funkcjonalności błony śluzowej przewodu pokarmowego świń, 

poprzez różne strategie żywieniowe, może zmniejszyć występowanie chorób,  

a w konsekwencji ograniczyć stosowanie antybiotyków. Prosięta odsadzone charakteryzują się 

słabą przyswajalnością składników pokarmowych i nieukształtowaną mikrobiotą jelitową,  

a dodatki paszowe mogą być stosowane w celu zapobiegania chorobom układu pokarmowego 

i poprawy wskaźników produkcyjnych (Ferronato i Prandini, 2020). Wśród najważniejszych 

funkcji dodatków paszowych można wskazać wspieranie potrzeb żywieniowych i zdrowotnych 

zwierząt, w tym korzystne kształtowanie środowiska treści pokarmowej i flory jelitowej oraz 

poprawię strawności składników pokarmowych. Powinny również pozytywnie wpływać na 

status oksydacyjny organizmu, trwałość paszy i jakość produktów zwierzęcych. Dodatkowo 

mogą wykazywać działanie kokcydiostatyczne lub histomonostatyczne. Do najważniejszych 

dodatków paszowych dla świń zalicza się regulatory kwasowości, prebiotyki, probiotyki, 

enzymy paszowe, dodatki fitogeniczne, dezaktywatory mykotoksyn, a także przeciwutleniacze.  



19 
 

2.3.1. Mączka z larw muchy Hermetia illucens 

Mączka owadzia jest materiałem paszowym, który poza swoją rolą jako pasza białkowa 

(przetworzone białko zwierzęce), stanowi również bogate źródło składników o wartości nie 

tylko odżywczej, ale także prozdrowotnej (Lu i in., 2022). Obiecująca pod względem poprawy 

stanu zdrowia zwierząt jest obecność w larwach owadów substancji bioaktywnych, takich jak 

chityna, peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP) i kwasy tłuszczowe. Wśród kwasów 

tłuszczowych najważniejszy jest kwas laurynowy (LA), który dominuje wśród kwasów 

obecnych w larwach Hermetia illucens. Wykazuje on właściwości immunostymulujące  

i przeciwzapalne (Kaczor i in., 2022). Dodatkowo posiada działanie antybakteryjne oraz jest 

efektywnie wchłaniany przez wątrobę jako źródło energii (Lieberman i in., 2006). Ponadto, LA 

jest również szeroko stosowany jako surowiec w przemyśle spożywczym, farmaceutycznym  

i kosmetycznym (Suryati i in., 2023), jest wykorzystywany podczas produkcji leków do 

zwalczania infekcji wirusowych, w tym niektórych rodzajów grypy, opryszczki wargowej, 

zapalenia oskrzeli, infekcji drożdżakowych, rzeżączki, opryszczki wywołanej przez wirus HSV, 

HIV/AIDS (Enig, 2017), infekcji jelitowych wywołanych przez pasożyta Giardia lamblia  

i grzybicy. Co więcej, LA wykazuje działanie przeciwbakteryjne przeciwko bakteriom Gram-

dodatnim: S. aureus, B. megaterium, Pneumococci sp. i Corynebacterium sp. i bakteriom 

Gram-ujemnych: H. pylori, C. trachomatis i N. gonorrhoeae (Bergsson i in., 1999, 1998; 

Galbraith i in., 1971; Kabara i in., 1972; Sun i in., 2003). Z kolei, chityna, polisacharyd 

występujący w pancerzu larw, wykazuje właściwości prebiotyczne, co zwiększa wartość 

mączki jako dodatku do paszy (Kierończyk i in., 2022; Reátegui i in., 2020). Większość badań 

wskazuje, że chityna jest odporna na trawienie i wchłanianie w jelicie cienkim zwierząt 

monogastrycznych. Przechodzi do jelita grubego, gdzie mikrobiota wykorzystuje ją jako 

fermentowalny substrat (Han i in., 2007). Badania na prosiętach wykazały, że pochodne 

chityny, takie jak chitozan, mogą potencjalnie ograniczać lub hamować rozwój patogennych 

bakterii wywołujących biegunkę po odsadzeniu (Xu i in., 2020; Yu i in., 2020). Stanowi to 

obiecującą perspektywę do hamowania tego schorzenia w tym newralgicznym momencie.  

Za niezwykle cenne związki należy uznać peptydy antybakteryjne (AMP), które 

stanowią główny mechanizm obronny u larw owadów i zwiększają ich odporność na zakażenia 

bakteryjne (Hoffmann i Hetru, 1992), dzięki czemu mogą stanowić alternatywną opcję dla 

antybiotyków w medycynie weterynaryjnej (Elhag i in., 2017). Integralnym dopełnieniem 

niniejszej Rozprawy Doktorskiej jest publikacja przeglądowa (Publikacja 4), dostarczająca 

szczegółowego omówienia kluczowych związków biologicznych występujących w larwach 
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Hermetia illucens – biomolekuł AMP. Są one szczególnie interesujące ze względu na ich 

szerokie spektrum aktywności. AMP syntetyzowane są przez owady w ciele tłuszczowym,  

a następnie są uwalniane do hemolimfy (Bulet i in., 1999; 2005). To ewolucyjne 

konserwatywnie biocząsteczki, (Ebenhan i in., 2014), które charakteryzują się selektywną 

cytotoksycznością, co umożliwia im skuteczne zwalczanie patogennych mikroorganizmów bez 

szkody dla komórek gospodarza. Mechanizm działania AMP wynika z różnic strukturalnych 

pomiędzy komórkami gospodarza a patogenami (Ebenhan i in., 2014). W ciągu ostatnich 

kilkudziesięciu lat udało się wyizolować i scharakteryzować wiele AMP, które zostały 

sklasyfikowane według sekwencji aminokwasowej i struktury na trzy grupy: (1) cekropiny, (2) 

defensyny oraz (3) peptydy bogate w reszty proliny i/lub glicyny (Lata i in., 2007). Do 

najważniejszych AMP pochodzących od owadów należą cekropiny, defensyny, attacyny, 

dipterycyny, drosomycyny, ponerycyny i metchnikoviny (Mylonakis i in., 2016; Wu i in., 

2018). Badania nad AMP pochodzącymi od HI doniosły, że owad ten wykazuje ekspresję ponad 

50 genów kodujących przypuszczalne AMP (Van Moll i in., 2022). Uważa się, że jest to ściśle 

powiązane ze środowiskiem, w którym żyje (Müller i in., 2017). Ich działanie bateriostatyczne 

i bakteriobójcze możliwe jest dzięki specyficznym oddziaływaniom elektrostatycznym 

pomiędzy aminokwasami AMP a ujemnie naładowanymi cząsteczkami na powierzchni 

mikroorganizmów, które pozwala na wiązanie się peptydów z błonami bakteryjnymi (Moretta 

i in., 2020; Zhang i in., 2021). Działanie AMP polega głównie na formatowaniu kanałów 

jonowych bądź porów transmembranowych co prowadzi do zniszczenia patogennej komórki,  

a ich głównymi celami są lipidy błonowe bakterii (Józefiak i in., 2016). Ze względu na rosnące 

problemy z antybiotykoopornością wielu bakterii, peptydy mogą być jedną z alternatyw 

zarówno w weterynarii, jak i medycynie ludzkiej. AMP mogą być szczególnie istotne  

w zwalczaniu gronkowca złocistego opornego na metycylinę (MRSA) (Park i in., 2015; Park  

i Yoe, 2017). Oprócz roli immunologicznej, AMP są również zaangażowane w utrzymywanie  

i kształtowanie społeczności bakterii jelitowych HI (Vogel i in., 2018). Omówione w publikacji 

przeglądowej (P4) prace naukowe uzupełniają badania przeprowadzone w ramach Rozprawy 

Doktorskiej, podkreślając wartość AMP z mączki z larw Hermetia illucens i wskazując na 

zasadność traktowania tego materiału jako innowacyjnego i skutecznego dodatku paszowego. 

Opisywane badania pokazują, że mączka HI poprawia zdrowie jelit u zwierząt poprzez 

modulację mikrobioty jelitowej i redukcję szkodliwych drobnoustrojów, wzmacnianie 

odporności i zmniejszanie stanu zapalnego (Sultana i in., 2022). Doświadczenia 

przeprowadzone na świniach wykazały, że suplementacja mączką zwiększyła liczbę 

pożytecznych bakterii i poziom cytokin przeciwzapalnych, jednocześnie redukując szkodliwe 
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metabolity bakteryjne (Tang i in., 2022). Badania przeprowadzone na kurach nioskach  

i kuropatwach berberyjskich wykazały, że diety z mączką owadzią poprawiają odporność na 

choroby, co odzwierciedlają markery odpowiedzi immunologicznej, takie jak stosunek 

albuminy do globuliny (Marono i in., 2017; Loponte i in., 2017; Bovera i in., 2018).  

W badaniach Biasato i in. (2019b) suplementacja paszy dla drobiu 5% dodatkiem mączki HI 

poprawiła zdrowie jelit, ale wyższe dawki (15%) miały negatywne skutki. Z kolei, u świń 

dodatek mączki HI zmniejszył biegunkę i regulował mikrobiotę jelitową oraz ekspresję cytokin 

(Tang i in., 2022). Podsumowując zebrane dane literaturowe można stwierdzić, że stosowanie 

mączki z larw HI jest obiecujące nie tylko jako zrównoważona i korzystna pod względem 

odżywczym alternatywa dla tradycyjnych pasz białkowych dla zwierząt gospodarskich, ale 

także jako dodatek paszowy poprawiający zdrowie świń poprzez modulowanie mikrobioty 

jelitowej i wskaźników immunologicznych. Jednakże optymalne poziomy mączki HI w diecie 

nie są dokładnie określone. W doświadczeniach stanowiących istotę tej Rozprawy Doktorskiej, 

używana była pełnotłusta mączka z larw HI jako dodatek, w ilości 2,5% lub 5%. Zawartość 

białka surowego wynosiła 426 g/kg, tłuszczu surowego 264 g/kg, włókna surowego 91 g/kg,  

a popiołu 85 g/kg.  

 2.3.2. Astaksantyna 

 Istotnym dodatkiem paszowym rozpatrywanym w niniejszej Rozprawie Doktorskiej są 

antyoksydanty. Analizując profil kwasów tłuszczowych makuchu z nasion soi można 

stwierdzić, że ponad 80% stanowią kwasy nienasycone, a większość z nich to kwasy tłuszczowe 

wielonienasycone. Znana jest podatność tych kwasów na utlenianie, które powoduje jełczenie 

tłuszczu paszy, negatywnie wpływa na zdrowie zwierząt, a także na jakość oraz trwałość mięsa 

i tłuszczu, zwiększając podatność tych produktów na utlenianie i psucie się w czasie 

przechowywania (Medic i in., 2014; Muhammad i in., 2020). Stąd też, dobrą praktyką jest 

zastosowanie przeciwutleniaczy w celu zabezpieczenia pasz zawierających znaczne ilości tego 

rodzaju tłuszczu.  

  Wyniki badań wykazały, że wczesne odsadzanie może powodować dyshomeostazę 

statusu redoks u prosiąt (Buchet i in., 2017; Yin i in., 2014). W doświadczeniach 

przeprowadzonych przez Luo i in. (2016) oraz Zhu i in. (2012) stwierdzono, że stres 

oksydacyjny wywołany odsadzeniem znacząco przyczynia się do uszkodzeń jelit i wątroby.  

W warunkach homeostazy organizmu, równowaga redoks jest utrzymywana poprzez działanie 

reakcji utleniających i antyoksydacyjnych. Kiedy ta równowaga zostaje zakłócona, reaktywne 

formy tlenu (ROS), takie jak anion ponadtlenkowy (O2−), nadtlenek wodoru (H2O2) oraz rodnik 
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hydroksylowy (·OH), zaczynają się nadmiernie gromadzić. ROS pełnią istotną rolę  

w sygnalizacji komórkowej, jednak ich nadmiar jest toksyczny dla białek, lipidów i DNA 

(Stanley i in., 2019). Stres oksydacyjny uznaje się za jeden z kluczowych czynników 

ograniczających zdrowie i rozwój prosiąt odsadzonych (Luo i in., 2016; X. Tang i in., 2022). 

Wątroba jest wyjątkowo wrażliwa na wpływ ROS, które powstają zarówno podczas procesów 

metabolicznych, jak i biotransformacji ksenobiotyków. Badania pokazują, że w okresie 

odsadzenia obserwuje się hamowanie rozwoju wątroby, osłabienie jej funkcji 

antyoksydacyjnych i wzrost poziomu ROS, co z kolei wywołuje apoptozę i autofagię komórek 

tego narządu (Allameh i in., 2023; Mooli i in., 2022). Stres oksydacyjny odgrywa również rolę 

w patogenezie wielu chorób związanych z uszkodzeniem wątroby (Chen and Kotani, 2016), 

pośredniczy m.in. w progresji zwłóknienia wątroby, a ROS mogą pełnić funkcję mediatorów 

procesów molekularnych i komórkowych związanych z rozwojem zwłóknienia wątroby 

(Sanchez-Valle i in., 2012). Zważając na powyższe, stosowanie antyoksydantów w dawce 

pokarmowej może chronić narządy, w tym głównie wątrobę przed negatywnymi skutkami 

stresu oksydacyjnego.  

Kluczowym dodatkiem stosowanym w badaniach wchodzących w skład niniejszej 

Rozprawy Doktorskiej jest silny przeciwutleniacz – astaksantyna (AST). Astaksantyna (3,3′-

dihydroksy-β,β-karoten-4,4′-dion) należy do grupy karotenoidów ksantofilowych i jest 

naturalnie występującym antyoksydantem (Choi i in., 2011). Właściwości przeciwutleniające 

AST analizowano dwiema metodami, tj. FRAP (ang. ferric ion reducing antioxidant parameter) 

i 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH). Obie metody potwierdziły silną aktywność 

przeciwutleniającą AST: DPPH - 91% zahamowania rodników, FRAP - 298,34 μm TE/g 

(Szczepanik i in., 2024 (P2)). Właściwości przeciwutleniające AST przewyższają właściwości 

innych, podobnych związków. Jej aktywność jest 14-krotnie większa niż witaminy E, 54-

krotnie wyższa niż β-karotenu i aż 65-krotnie przewyższa witaminę C (Igielska-Kalwat i in., 

2015). Według Miki (1991) astaksantyna działa dziesięć razy silniej niż zeaksantyna, luteina, 

kantaksantyna czy β-karoten, a jej potencjał antyoksydacyjny jest 100 razy większy niż  

α-tokoferolu. Z perspektywy technologii produkcji pasz szczególnie istotny jest fakt, że AST 

cechuje się większą odpornością na działanie światła i wysokich temperatur w porównaniu do 

innych karotenoidów (Pogorzelska i in., 2016). Podczas wchłaniania w przewodzie 

pokarmowym AST łączy się z kwasami żółciowymi, tworząc micele, które ułatwiają jej 

transport przez nabłonek jelitowy, następnie zostaje włączona do chylomikronów, a po ich 

metabolizmie w układzie limfatycznym i krwiobiegu, jest transportowana w połączeniu  

z lipoproteinami do różnych tkanek organizmu (Ekpe i in., 2018). Tam pełni funkcję ochronną, 
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zabezpieczając komórki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Jej silne właściwości 

przeciwutleniające wynikają z obecności łańcucha polienowego z wieloma wiązaniami 

podwójnymi, które skutecznie neutralizują tlen singletowy oraz wolne rodniki, przerywając 

reakcje oksydacyjne. Jej zdolności antyoksydacyjne wynikają również z chemicznych  

i fizycznych interakcji z błonami komórkowymi, gdzie wychwytuje wolne rodniki, stabilizując 

strukturę błony i zapobiegając jej uszkodzeniom (Ekpe i in., 2018). Zgodnie z najnowszymi 

badaniami, AST wykazuje pozytywny wpływ na zdrowie wątroby, głównie dzięki swoim 

właściwościom antyoksydacyjnym. Pomaga w regulacji układu odpornościowego i procesów 

metabolicznych, a także wspomaga regenerację wątroby w przypadku uszkodzeń, takich jak 

bliznowacenie, odkładanie się tłuszczu, nowotwory czy toksyczność wywołana lekami 

(Arefpour i in., 2024). Według najnowszych doniesień, astaksantyna może regulować 

metabolizm tryptofanu poprzez modyfikację mikrobioty jelitowej i zwiększenie poziomu 

metabolitów indolu (Ren i in., 2025). Z kolei, doświadczenie wykonane na lochach wykazało, 

że dodatek AST znacznie zwiększył liczbę żywych urodzeń i średni dzienny przyrost masy ciała 

prosiąt ze znaczną poprawą angiogenezy łożyska i statusu rozwoju dwunastnicy u prosiąt. 

Oznacza to, że karotenoid ten może przechodzić przez łożysko lub mleko, co może poprawić 

wyniki reprodukcyjne lochy i wzrost prosiąt poprzez zmniejszenie stresu oksydacyjnego  

w późnej ciąży i w trakcie trwania laktacji (Qin i in., 2024).  
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3. Hipotezy badawcze 

 

H1. Bioaktywne substancje zawarte w mączce z larw Hermetia illucens, dzięki swoim 

właściwościom bakteriobójczym i prebiotycznym, mogą korzystnie wpływać na status 

zdrowotny i produkcyjność młodych zwierząt. 

H2. Mączka z larw Hermetia illucens charakteryzuje się wysoką jakością białka i dobrą 

strawnością składników pokarmowych, co powinno wspierać optymalne wskaźniki wzrostu  

i produkcyjności odsadzonych prosiąt. 

H3. Astaksantyna, ze względu na silne właściwości antyoksydacyjne, może wspomagać 

utrzymanie równowagi oksydacyjnej organizmu i poprawiać jego ogólny status zdrowotny.   

 

4. Cel badań 

 

Celem naukowym badań było określenie wpływu mieszanki paszowej, wzbogaconej  

w naturalne substancje immunostymulujące pochodzące z mączki z larw muchy Hermetia 

illucens i astaksantyny, na rozwój przewodu pokarmowego, wskaźniki produkacyjne oraz status 

zdrowotny prosiąt.  

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 1. Metodyka ogólna doświadczenia
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 5. Materiał i metody 

 

Prace badawcze prowadzone w ramach doktoratu były podzielone na dwa główne etapy 

(Rycina 1): etap 1) doświadczenie wzrostowe na zwierzętach oraz etap 2) analizy próbek 

materiału biologicznego pobranego od zwierząt. 

5.1. Metodyka badań - Etap 1 

Na wszystkie zaplanowane w doświadczeniu procedury badawcze obejmujące 

wykorzystanie żywych zwierząt (Uchwała nr 420/2020 z dnia 22 lipca 2020 r.) uzyskano zgodę 

I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Krakowie. 

Doświadczenie wzrostowe przeprowadzono na 48 prosiętach rasy polska biała 

zwisłoucha (PBZ), kastrowanych samcach, odsadzonych w wieku 35 dni. Świnie podzielono 

na 6 grup po 8 osobników w każdej. Zwierzęta utrzymywano indywidualnie w kojcach. 

Mieszanki paszowe dla wszystkich grup były izoenergetyczne i izobiałkowe oraz pokrywały 

zapotrzebowanie na składniki pokarmowe i energię. Głównym źródłem białka we wszystkich 

mieszankach był makuch z nasion rodzimej soi odmiany Viola. Mieszanki dla poszczególnych 

grup różniły się obecnością i poziomem mączki owadziej pełnotłustej wytworzonej z larw 

muchy Hermetia illucens (HI; HiProMine S.A., Robakowo, Polska) oraz obecnością 

przeciwutleniacza – astaksantyny (AST) wytworzonej z alg Haematococcus Pluvialis 

(Podkowa AD 1905 sp. z oo, Lublin, Polska). Skład komponentowy oraz wartość pokarmową 

mieszanek paszowych przedstawiono w publikacji P1.  

 

Układ doświadczenia na zwierzętach był następujący:  

▪ grupa I (kontrolna) – mieszanka paszowa bez dodatków paszowych, 

▪ grupa II – mieszanka paszowa z 2,5% dodatkiem mączki HI,  

▪ grupa III - mieszanka paszowa z 5% dodatkiem mączki HI,  

▪ grupa IV - mieszanka paszowa z 2,5% dodatkiem mączki HI i AST (0,025 g/kg),  

▪ grupa V - mieszanka paszowa z 5% dodatkiem mączki HI i AST (0,025 g/kg),  

▪ grupa VI - mieszanka paszowa z dodatkiem AST (0,025 g/kg).  

 

Doświadczenie żywieniowe trwało 35 dni. Masę ciała zwierząt kontrolowano w 1 i 35 dniu 

doświadczenia, jak również obliczono pobranie paszy, średnie dzienne przyrosty masy ciała  

i zużycie paszy w okresie od 1 do 35 dnia doświadczenia (P1).  



27 
 

5.2. Metodyka badań - Etap 2  

Po zakończeniu 35 dniowego okresu odchowu wszystkie zwierzęta zostały uśmiercone  

w celu pobrania próbek do dalszych pomiarów i analiz. Pobrano próbki krwi do oznaczenia 

wskaźników hematologicznych i biochemicznych (P1). Wypreparowano żołądek, jelita, 

wątrobę, nerki oraz śledzionę, które zostały zważone (P1). Zważono również poszczególne 

odcinki przewodu pokarmowego (P1). Próbki tkanki mięśniowej z mięśnia najdłuższego 

grzbietu (longissimus m.) i tłuszczowej (słonina grzbietowa) do analiz chemicznych pobrano  

z obszaru między ostatnim kręgiem piersiowym, a pierwszym kręgiem lędźwiowym (P1).  

Z odcinków jelita cienkiego (dwunastnica, czcze, kręte) pobrano wycinki tkanki do analiz 

histomorfometrycznych, immunohistochemicznych, w tym oznaczenia białek połączeń 

ścisłych (P2). Dodatkowo, przeprowadzono ocenę, na poziomie histologicznym oraz 

genomicznym, przeciwutleniającego wpływu AST na zdrowie wątroby odsadzonych prosiąt. 

W tym celu po uboju od zwierząt z grupy I i VI pobrano wycinek tkanki wątroby do analizy 

histologicznej oraz oznaczenia ekspresji wybranych genów związanych z rolą wątroby  

w metabolizmie lipidów (P3). 

5.2.1. Analizy chemiczne paszy 

Podstawowe analizy chemiczne próbek pasz przeprowadzono zgodnie ze 

standardowymi metodami (AOAC, 2009). Aktywność antyoksydacyjną analizowano przy 

użyciu dwóch testów: test z rodnikiem DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) – metoda oparta 

na neutralizacji stabilnego rodnika przez antyoksydant, oraz test FRAP (Ferric Reducing 

Antioxidant Power) – metoda oparta na redukcji jonów metali (Fe³⁺ do Fe²⁺) przez antyoksydant 

(Benzie i Strain, 1996). 

5.2.2. Analiza wskaźników hematologicznych krwi (P1) 

Próbki pełnej krwi analizowano przy użyciu automatycznego analizatora 

hematologicznego Vet Mythic 18 (Orphée C2 Diagnostics, Francja). Ocenianymi parametrami 

były całkowita liczba: białych krwinek (WBC), limfocytów (LYM), monocytów (MON), 

granulocytów (GRA), czerwonych krwinek (RBC), a także zawartość hemoglobiny (HGB), 

hematokryt (HCT), średnia objętość krwinki czerwonej (MCV), średnia masa hemoglobiny 

erytrocycie (MCH), szerokość rozkładu czerwonych krwinek (RDWC), liczba płytek krwi 

(PLT) i ich średnia objętość (MVP), wskaźnik heterogeniczności wielkości płytek krwi (PDW)  

i hematokryt płytkowy (PCT). 
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 5.2.3. Analiza wskaźników biochemicznych krwi (P1) 

Próbki krwi pobrane do oznaczania parametrów biochemicznych odwirowano 

(3500× g, 15 min, 4°C), aby uzyskać surowicę. Wskaźniki biochemiczne mierzono 

kolorymetrycznie przy użyciu automatycznego analizatora biochemicznego BS-180 (Shenzhen 

Mindray Biomedical Electronics Co. Ltd., Shenzhen, Chiny) i zestawów testowych Cormay 

(Lublin, Polska). Oznaczono następujące parametry: aminotransferaza alaninowa (ALT), 

aminotransferaza asparaginianowa (AspAT), fosfataza alkaliczna (ALP), glukoza (GLU), 

albumina (ALB), kreatynina (CREA), mocznik (UREA), białko całkowite (TP), wapń (Ca), 

fosfor (P), magnez (Mg), żelazo (Fe), cholesterol całkowity (CHOL), lipoproteiny o dużej 

gęstości (HDL), lipoproteiny o małej gęstości (LDL), trójglicerydy (TG), dehydrogenaza 

mleczanowa (LDH).  

5.2.4. Analiza immunoenzymatyczna (ELISA) enzymów związanych z ochroną 

antyoksydacyjną 

Analizę stężenia w surowicy enzymów antyoksydacyjnych, w tym dysmutazy 

ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) oraz peroksydazy glutationowej (GPX), 

przeprowadzono przy użyciu zestawów ELISA firmy Bioassay Technology Laboratory 

(Szanghaj, Chiny), zgodnie z protokołem producenta. 

5.2.5. Analiza chemiczna mięsa i słoniny (P1) 

Podstawowe analizy chemiczne (sucha masa, białko surowe, tłuszcz surowy i popiół 

surowy) próbek mięsa wykonano zgodnie ze standardowymi metodami (AOAC, 2009). Poziom 

kwasu tiobarbiturowego (TBARS) oznaczono w próbkach mięsa i słoniny po 3 miesiącach 

przechowywania w temperaturze –20 °C, stosując zmodyfikowaną metodę zaproponowaną 

przez Pikul i in. (1989). 

 5.2.5. Analiza histomorfometryczna tkanki jelita cienkiego (P2) oraz analiza 

histologiczna tkanki wątroby (P3) 

Próbki tkanki jelit i wątroby (lewy płat) utrwalono w 4% roztworze buforowanej 

formaliny (Idalia, Polska). Po utrwaleniu, próbki pocięto na dwa fragmenty o wielkości około 

1 cm3 i umieszczono w kasetach histologicznych. Kasetki umieszczono w procesorze 

tkankowym (Citadel 2000, Thermo Fisher Scientific), gdzie odwodniono je w rosnących 

stężeniach alkoholu (30%, 50%, 70%, 80%, 96%, 100%), zanurzono w ksylenie i zatopiono  

w parafinie (Idalia, Polska). Z każdej kasetki utworzono dwa bloczki parafinowe, a z każdego 

bloczka wykonano dwa preparaty mikroskopowe tnąc bloczek na skrawki o grubości 4 μm  

z wykorzystaniem mikrotomu (4 skrawki na szkiełko; Microm HM 340 E, Thermo Scientific, 
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Niemcy). Preparaty z tkanek jelit barwiono metodą Pas-Alcian (Elektromed, Polska), która 

umożliwia zliczanie komórek kubkowych. Wybarwione preparaty obserwowano pod 

mikroskopem świetlnym (Axio Lab.A1 Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy) wyposażonym  

w kamerę Olympus EP50 (Olympus, Tokio, Japonia). Zebrane obrazy mikroskopowe zostały 

zbadane przy użyciu następującego oprogramowania do analizy graficznej: EPview (Olympus, 

Tokio, Japonia) i ImageJ (wersja 1.53; US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, 

dostępne na stronie: http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html, dostęp 15 maja 2023).  

W dwunastnicy, jelicie czczym i jelicie krętym analizowano następujące parametry: szerokość 

błony śluzowej, długość kosmków (od końca kosmka do połączenia kosmek-krypta)  

i szerokość kosmków (mierzoną w połowie ich długości), głębokość krypt (długość wgłobienia 

między sąsiednimi kosmkami), szerokość krypt (mierzoną w połowie głębokości krypty), 

liczbę komórek kubkowych, i enterocytów na długości 100 µm w przekroju kosmka (w 2/3 

długości całego kosmka mierzonej od jego podstawy), szerokość mięśniówki z rozróżnieniem 

na warstwę mięśni podłużnych i okrężnych oraz stosunek długości kosmka do głębokości 

krypty. Zmierzono tylko pionowo zorientowane kosmki i krypty. Dla każdego osobnika 

wykonano 20 pomiarów błony śluzowej i mięśniowej oraz 15 pomiarów komórek kubkowych 

i enterocytów, długości i szerokości kosmków oraz głębokości i szerokości krypt. Obliczono 

również powierzchnię absorpcyjną dwunastnicy, jelita czczego i jelita krętego, zgodnie  

z metodą opisaną przez Kisielinskiego i in. (2002).  

Preparaty wątroby barwiono techniką trójchromową Massona-Goldnera z błękitem 

anilinowym (Diapath S.P.A., Włochy) w celu rozróżnienia struktur kolagenowych. Zebrane 

obrazy mikroskopowe poddano badaniu przy użyciu oprogramowania Zen 2.3 blue edition 

(wersja 2.3; Carl Zeiss Microscopy, Jena, Niemcy) i ImageJ. Program ImageJ w wersji 1.53 

został użyte do obliczenia procentowej zawartości włókien kolagenowych w 10 losowo 

wybrancyh obszarach zainteresowania (ROI) u każdego osobnika. Ilościowa ocena włóknienia 

wątroby zależała od rozróżniania kolorów pomiędzy niebieskim (włókna kolagenowe)  

i czerwonym (miąższ). Ilość włókien kolagenowych na obrazie oceniano przy użyciu funkcji 

Threshold (po ustawieniu 8-bitowej skali szarości). Wyniki podawano jako średnią procentową 

zawartość włókien kolagenowych dla poszczególnych osobników. 

5.2.6. Analiza immunohistochemiczna tkanek jelita cienkiego (P2) 

Ocenie proliferacji poddano wycinki z dwunastnicy, jelita czczego i krętego,  

a reprezentatywną próbkę jelita czczego do analizy wybranych białek połączeń ścisłych (TJ). 

Reakcje immunohistochemiczne dla Ki-67, klaudyny 5, klaudyny 1 i okludyny 
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przeprowadzono po deparafinizacji w ksylenie i rehydratacji zmniejszonymi stężeniami 

etanolu. Indukowane ciepłem odzyskiwanie epitopów przeprowadzono w buforze cytrynianu 

sodu (10 mM cytrynian sodu, pH 6,0) przy użyciu urządzenia Rapid Cook (Morphy Richards, 

Swinton, Wielka Brytania). Następnie skrawki schłodzono do temperatury pokojowej  

i pięciokrotnie przepłukano buforem TBS, po czym szkiełka inkubowano w roztworze 

blokującym enzymy(endogenną peroksydazę, pseudoperoksydazę i alkaliczną fosfatazę; 

UltraCruz® Blocking Reagent, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) przez 30 

minut w temperaturze pokojowej. Aby zablokować niespecyficzne miejsca wiązań przeciwciał, 

szkiełka inkubowano w 5% roztworze surowicy koziej (ab7481, Abcam, Cambridge, Wielka 

Brytania) przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Szkiełka przepłukano trzykrotnie buforem 

TBS, po czym inkubowano w komorze wilgotnej z pierwszorzędowymi przeciwciałami 

przeciwko Ki67 (ab15580, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania; rozcieńczenie 1:200), 

klaudynie 5 (AF5216, Affinity, Jiangsu, Chiny), klaudynie 1 (AF0127, Affinity, Jiangsu, Chiny) 

i okludynie (DF7504, Affinity, Jiangsu, Chiny) przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. 

Jako rozcieńczalnika dla przeciwciał użyto Emerald Antibody Diluent (Sigma, Merck Life 

Science, Kanada). Szkiełka płukano pięciokrotnie buforem TBS, a następnie inkubowano  

z przeciwciałem drugorzędowym Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab205718, Abcam, 

Cambridge, Wielka Brytania; rozcieńczenie 1:1500). Reakcję wizualizowano przy użyciu DAB 

Quanto (3 min; Epredia™ DAB Quanto Detection System; Montréal, Quebec, Kanada). 

Barwienie kontrastowe przeprowadzono przy użyciu hematoksyliny Mayera (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA). Immunoreakcja została zweryfikowana przy użyciu kontroli 

negatywnych poddanych identycznemu barwieniu immunohistochemicznemu, z wyłączeniem 

użycia przeciwciał pierwszorzędowych (Hułas-Stasiak i in., 2020). W przypadku reakcji  

z Ki-67 dla każdego osobnika wyznaczono pięć obszarów zainteresowania (ROI) w obrębie 

błony śluzowej, obejmujących wycinki kosmków i sąsiednich krypt. W każdym ROI liczbę 

komórek dodatnich w kryptach (ulegających proliferacji) liczono za pomocą wtyczki Cell 

Counter w programie ImageJ (na podstawie (Vega-López i in., 1993). Do analizy białek 

połączeń ścisłych wybrano osiem obszarów zainteresowania w nabłonku kosmków dla każdego 

zwierzęcia. ROI miały takie same wymiary na każdym analizowanym obrazie w obrębie 

każdego zwierzęcia i grupy. IHC Profiler (wtyczka ImageJ) umożliwia ilościową ocenę 

intensywności barwienia IHC w preparatach zapewniając obiektywną analizę wyników. 

Działanie wtyczki opiera się na metodzie dekonwolucji koloru umożliwiając oddzielenie 

sygnałów barwnika (DAB i hematoksylina) w celu precyzyjnej oceny reakcji  (Seyed Jafari and 

Hunger, 2017; Varghese i in., 2014). Wynik jest wyświetlany w sposób półilościowy  
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i wykorzystywany do obliczeń gęstości optycznej IHC (Seyed Jafari and Hunger, 2017; 

Varghese i in., 2014). 

 5.2.7. Izolacja RNA i ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy (qPCR) w tkance wątroby 

(P3) 

Izolację RNA z próbek wątroby (lewy płat) przeprowadzono przy użyciu Total RNA 

Mini (A&A Biotechnology, Gdańsk, Polska) zgodnie z zaleceniami producenta. Jakość RNA 

oceniano przy użyciu Tapestation 2200 (Agilent, Santa Clara, CA, USA), a jego ilość mierzono 

przy użyciu Nanodrop 2200 (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA). Do oczyszczania 

RNA wykorzystano RNAClean XP (Beckman Coulter, Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Po 

oczyszczeniu jakość RNA oceniano za pomocą elektroforezy w żelu agarozowym. Następnie 

RNA poddano odwrotnej transkrypcji przy użyciu zestawu High Capacity cDNA Archive Kit 

(Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA). Następnie wykonano qPCR przy użyciu testów 

ekspresji genów TaqMan: NOTCH1 Ss03377164_u, CYP7A1 Ss03378689_u1, NR1H3 

Ss03389237_g1, CREB1 Ss03386122_u1, SREBF2 Ss03376492_u1, SIRT3 Ss03386766_u1, 

DHCR24 Ss04323966_m1, APOE Ss03394681_m1, ACAA2 Ss04245775_m1, HK1 

Ss04323446_m1, CXCL10 Ss03391845_g1, CYP1A1 Ss03394917_g1, COL1A2 

Ss03375009_u1, SOD1 Ss03373476_u1 i CAT Ss04323025_m1. Proces przeprowadzono 

trzykrotnie przy użyciu QuantStudio 7-flex (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA)  

z wykorzystaniem TaqMan Gene Expression Master Mix. Jako kontrolę endogenną użyto 

RPS29 Ss03391548_g1. 

5.2.8. Analizy statystyczne 

Dane dotyczące masy ciała zwierząt, pobrania paszy, średnich dziennych przyrostów 

masy ciała i zużycie paszy, analizy chemicznej mięsa i słoniny, wyników hematologicznych 

i biochemicznych (P1) oraz analiz histologicznych i immunohistochemicznych (P2) 

analizowano za pomocą dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) przy użyciu 

oprogramowania Statistica® ver. 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) i programu GraphPad 

Prism wersja 10.0.2 dla Windows (GraphPad Software). Wyniki opisano jako średnia ± błąd 

standardowy średniej (SEM). Model obejmował dwa główne czynniki: (1) udział mączki z larw 

Hermetia illucens (0%, 2,5% lub 5%) oraz (2) obecność astaksantyny w mieszance paszowej 

(- lub +), a także ich interakcje. Każde prosię stanowiło jednostkę eksperymentalną (n = 8 na 

grupę). Przed analizą wariancji normalność rozkładu danych oceniono za pomocą testu 

Shapiro-Wilka oraz na podstawie histogramów a jednorodność wariancji sprawdzono testem 
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Browna-Forsythe'a. W przypadku istotnych różnic (P < 0,05) do porównania średnich 

zastosowano test Duncana. 

𝑌𝑖𝑗𝑘 =  μ + α𝑖 + β𝑗 +  (αβ)𝑖𝑗 +  δ𝑖𝑗𝑘 

gdzie: 

• 𝑌𝑖𝑗𝑘 – wartość zmiennej zależnej dla k-tego prosięcia w grupie z i-tym poziomem 

czynnika α oraz j-tym poziomem czynnika β, 

• μ – wartość średnia (stała), 

• α𝑖 – efekt i-tego poziomu czynnika α (udział mączki Hermetia illucens: 0%, 2,5% lub 

5%), 

• β𝑗 – efekt j-tego poziomu czynnika β (obecność astaksantyny: tak (+) vs nie (-)), 

• (αβ)𝑖𝑗 – efekt interakcji pomiędzy czynnikami α i β, 

• δ𝑖𝑗𝑘 – błąd losowy dla k-tego prosięcia. 

Wyniki analizy ekspresji genów analizowano za pomocą nieparametrycznego testu  

U Manna-Whitneya (P3). Dane dotyczące procentowego udziału włókien kolagenowych oraz 

analizy immunoenzymatycznej enzymów antyoksydacyjnych oceniano przy użyciu 

jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), a przy P < 0,05 wykonywano testy post-hoc 

Duncana (P3). Dane dotyczące procentowego udziału włókien kolagenowych przedstawiono 

jako średnią ± odchylenie standardowe (SD), a związane z analizą ekspresji genów 

przedstawiono jako średnią ± błąd standardowy średniej (SEM). Wszystkie analizy 

przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica® ver. 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, 

OK, USA). Model eksperymentalny obejmował dwie grupy: Grupę I (kontrolną) oraz Grupę 

VI (z astaksantyną, AST). Każde prosię traktowano jako indywidualną jednostkę 

doświadczalną (n = 8 świń na grupę).  

𝑌𝑖𝑗 =  μ +  𝜏𝑖 +  𝜀𝑖𝑗 

gdzie: 

• 𝑌𝑖𝑗 – wartość zmiennej zależnej dla j-tej obserwacji w i-tej grupie, 

• μ – ogólna średnia, 

• 𝜏𝑖 – efekt i-tego poziomu czynnika (Grupa I vs. Grupa VI), 

• 𝜀𝑖𝑗  – błąd losowy dla j-tej obserwacji w i-tej grupie. 
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6.  Wyniki i dyskusja 

 

6.1. Wpływ mączki z larw Hermetia illucens oraz astaksantyny na wskaźniki 

produkcyjne i zdrowotne prosiąt 

 W ramach realizacji doświadczenia analizowano wyniki dotyczące wzrostu prosiąt  

i wykorzystania paszy, z uwzględnieniem oceny statusu zdrowotnego zwierząt na podstawie 

parametrów hematologicznych i biochemicznych krwi (P1). Wyniki te były kluczowe dla 

uzyskania informacji, w jaki sposób stosowane dodatki paszowe (mączka HI  

i AST) wpływają na wzrost i zdrowie odsadzonych prosiąt, a także wytyczyły kierunek 

dalszych badań. Głównym wyzwaniem powodującym straty ekonomiczne w hodowli świń jest 

okres odsadzenia prosiąt. Ta stresująca faza obejmuje oddzielenie od lochy, zmiany 

środowiskowe i dietetyczne, zwiększoną ekspozycję na patogeny i nową hierarchię grupową. 

Odsadzanie zaburza integralność jelit, zmniejsza wydolność trawienną oraz zwiększa 

podatność na stres oksydacyjny i choroby przez niewykształcony w pełni układ 

immunologiczny (Campbell i in., 2013; Ding i in., 2022; Y. Li i in., 2018b). Pożywienie,  

w szczególności łatwostrawne białko o korzystnym składzie aminokwasowym, ma kluczowe 

znaczenie dla zdrowia prosiąt. Ze względu na zmiany klimatyczne i obawy społeczeństwa 

dotyczące genetycznie modyfikowanej paszy, potrzebne są nowe źródła białka (Lestingi, 2024). 

Uwagę zwrócono na mączkę z larwy muchy czarnej (Hermetia illucens), bogatą nie tylko  

w niezbędne aminokwasy, ale także związki bioaktywne, takie jak chityna i kwas laurynowy, 

które oferują korzyści immunostymulujące, przeciwdrobnoustrojowe i przeciwzapalne, 

wspierając zdrowie prosiąt (Józefiak i in., 2016; 2017 Mikołajczak i in., 2023). Prosięta szybko 

rosną przez co tempo ich metabolizmu jest bardzo wysokie, co w połączeniu ze stresem 

odsadzenia prowadzi do zwiększonej produkcji wolnych rodników i stresu oksydacyjnego. 

Może to uszkodzić struktury komórkowe, takie jak lipidy, białka i DNA (Luo i in., 2016; Nussey 

i in., 2009). Dobrą praktyką jest stosowanie przeciwutleniaczy w dawce pokarmowej. Jako 

przeciwutleniacz w doświadczeniu zastosowano astaksantynę, która jest jednym z pigmentów 

karotenoidowych o silnych właściwościach antyoksydacyjnych, przeciwzapalnych  

i przeciwnowotworowych (Park i in., 2010; Lei i Kim., 2014). Astaksantyna pomaga regulować 

białka mitochondrialne, zmniejszając apoptozę i stan zapalny, jednocześnie wzmacniając 

funkcję neutrofili i zdolność bakteriobójczą (Kim and Kim, 2019; MacEdo i in., 2010; Wu i in., 

2020).  

Włączenie mączki z larw HI do dawki pokarmowej nie miało negatywnego wpływu na 

wyniki wzrostu, masę narządów i odcinków przewodu pokarmowego (obliczoną jako % masy 



34 
 

ciała) prosiąt biorących udział w tym badaniu (P1). Nie zaobserwowano negatywnego wpływu 

mączki HI na spożycie paszy, co wskazuje, że mączka HI nie miała negatywnego wpływu na 

smakowitość paszy. Także zużycie paszy i średni dzienny przyrost masy ciała były zbliżone  

w całym doświadczeniu. Badania innych autorów potwierdzają te ustalenia, nie wykazując 

istotnych różnic we wskaźnikach produkcyjnych przy różnych poziomach mączki HI,  

z wyjątkiem kilku przypadków zwiększonych dziennych przyrostów i masy tuszy (Biasato i in., 

2019; Chia i in., 2021; Håkenåsen i in., 2021; Ipema i in., 2021; Spranghers i in., 2018). Takie 

zróżnicowanie niektórych wyników może być spowodowane zarówno okresem, w którym 

świnie były objęte eksperymentem (wiek zwierzęcia, długość okresu karmienia) lub wielkością 

dawki mączki oraz jej formą. To stwierdzenie jest zgodne z obserwacją liniowej poprawy 

zarówno przyrostów masy ciała, jak i zużycia paszy, gdy dodatek mączki HI w paszy wzrósł  

z 0 do 4% w ciągu dwóch pierwszych tygodni po odsadzeniu, podczas gdy  

w czterotygodniowym okresie karmienia nie stwierdzono różnic (Yu i in., 2020). 

W przeprowadzonym doświadczeniu nie zaobserwowano istotnego wpływu 

suplementacji AST na wskaźniki produkcyjne odsadzonych prosiąt (P1), co było zgodne  

z wynikami innych badań przeprowadzonych na świniach otrzymujących w paszy 1,5 - 3 mg 

AST na kg (Yang i in., 2006) lub 5 - 20 mg/kg (Bergstrom i in., 2009). Ważnym aspektem jest 

nie tylko wielkość dawki, ale także pochodzenie astaksantyny, gdyż w prezentowanych 

badaniach zastosowano karotenoid pochodzący z alg Haematococcus pluvialis, natomiast część 

naukowców wybrała AST pozyskaną z drożdży Phaffia rhodozyma. Na przykład w przypadku 

brojlerów otrzymujących 2,3 - 4,6 mg/paszy astaksantyny pozyskanej z drożdży Phaffia 

rhodozyma zauważono poprawę przyrostu masy ciała, ale gorsze wykorzystanie paszy (Jeong 

and Kim, 2014), podczas gdy znacznie wyższa dawka AST (133 lub 266 mg/kg paszy) z alg 

Haematococcus pluvialis wyraźnie poprawiła zarówno przyrosty masy ciała, jak i zużycie 

paszy kurcząt brojlerów (Inborr i in., 1997). 

W przeprowadzonych badaniach oceniano poziom wskaźników biochemicznych  

i hematologicznych krwi (P1), w Tabelach 1 i 2 przedstawiono wybrane najistotniejsze wyniki 

tych analiz. Suplementacja mączką HI na poziomie 5% spowodowała wzrost liczby LYM  

(P = 0,04). Analiza interakcji wykazała, że liczba MON i GRA zmieniała się tylko wtedy, gdy 

oba czynniki dietetyczne były stosowane łącznie (5% mączki HI i AST), odpowiednio P = 0,01 

i P = 0,02. Zarówno mączka HI, jak i AST wpływały na parametry czerwonych krwinek, jednak 

istotne interakcje odnotowano jedynie dla HCT i MCV, a najniższe wartości tych parametrów 

stwierdzono w grupach suplementowanych 5% mączką HI (odpowiednio P < 0,01 i P = 0,02). 

W analizie głównych czynników doświadczalnych zauważono istotny wzrost RDWC  
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u zwierząt otrzymujących AST i 5% mączki HI (P < 0,01). Liczba RBC wzrosła u prosiąt 

otrzymujących AST (P < 0,01), natomiast nie zmieniała się w wyniku suplementacji mączką 

HI. Poziom Fe w surowicy był niższy u prosiąt karmionych mączką HI (P = 0,01), lecz wzrósł 

o około 30% po dodaniu AST (P < 0,01). Stężenie HGB obniżyło się zarówno po suplementacji 

AST (P < 0,01), jak i 5% mączką HI (P = 0,02). Zarówno AST, jak i mączka HI w dawce 5% 

zmniejszyły MCH (P < 0,01). W przypadku parametrów płytek krwi, jedyny istotny efekt 

zaobserwowano w PDW, która zmniejszyła się po zastosowaniu 2,5% mączki HI w mieszance 

paszowej (P < 0,01). Analiza statystyczna wykazała istotny wpływ mączki HI na poziom HDL 

w surowicy odsadzonych prosiąt, który był wyższy w grupie otrzymującej 2,5% mączki HI  

w porównaniu z grupą otrzymującą 5% mączki HI (P = 0,031). Stężenie LDH było wyższe  

w grupie otrzymującej 5% mączki HI, w porównaniu do grupy kontrolnej oraz otrzymującej 

2,5% mączki HI (P < 0,01). W analizie profilu wątrobowo-trzustkowego odnotowano interakcję 

pomiędzy suplementacją mączką HI a dodatkiem AST. Efekt astaksantyny na aktywność ALP 

był uzależniony od obecności mączki HI w diecie - wprowadzenie astaksantyny do mieszanek 

paszowych zawierających HI, niezależnie od jej poziomu, spowodowało wzrost ALP  

w porównaniu z dietą bez mączki HI. Natomiast w grupach prosiąt otrzymujących pasze bez 

AST nie stwierdzono istotnych różnic w tym parametrze, niezależnie od udziału mączki HI.  

W grupach otrzymujących 5% mączki HI odnotowano najniższe stężenie GLU w surowicy, 

podczas gdy u prosiąt otrzymujących AST było ono wyższe (P < 0,01) niż 

niesuplementowanych AST. Stwierdzono interakcję między HI oraz AST w stężeniu ALB. Było 

ono najniższe w grupach niesuplementowanych AST, ale otrzymujących mączkę HI w ilości 

2,5 lub 5%, w porównaniu do pozostałych grup (P < 0,01), natomiast w grupach otrzymujących 

AST nie odnotowano istotnych różnic w tym parametrze, niezależnie od poziomu mączki HI. 

W analizie profilu nerkowego wykazano wzrost stężenia CREA w grupach otrzymujących AST, 

natomiast w grupach suplementowanych mączką HI na poziomie 2,5% zaobserwowano niższe 

stężenie CREA w porównaniu z grupą kontrolną (P < 0,01). Zaobserwowano interakcję między 

mączką HI a AST, w odniesieniu do poziomu TP. Najniższe wartości TP wystąpiły w grupie 

otrzymującej 5% HI bez AST, podczas gdy suplementacja AST niwelowała ten efekt, 

niezależnie od poziomu HI (P < 0,01). Stężenie Ca było niższe w grupach otrzymujących 5% 

mączki HI, natomiast wyższe w grupach suplementowanych AST (P < 0,01). Suplementacja 

mączką HI na poziomie 2,5% wpłynęła na wzrost stężenia P, podczas gdy dodatek AST 

zwiększył stężenie Mg (dla obu P < 0,01).  

Chociaż zaobserwowano statystycznie istotne różnice między grupami, wskaźniki 

hematologiczne i biochemiczne krwi mieściły się w normach fizjologicznych (Winnicka, 
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2008), co wskazuje, że stosowanie mączki HI i astaksantyny nie miało negatywnego wpływu 

na stan zdrowia odsadzonych prosiąt. Oba dodatki paszowe należy badać zarówno razem, jak  

i osobno, ponieważ ich efekty mogą się wzajemnie uzupełniać lub wykluczać. Pomimo 

wyższych poziomów limfocytów w niektórych grupach świnie nie wykazywały żadnych 

objawów choroby, a parametry odchowu pozostały w normach. Podobne wyniki otrzymał 

Biasato i in. (2019), podczas suplementowania dawki pokarmowej świń mączką HI, obserwując 

wzrost komórek odpornościowych proporcjonalny do wzrastającego poziomu dodatku mączki 

HI. Prezentowane doświadczenie wykazało istotną zależność między stosowaniem mączki  

z larw Hermetia illucens na poziomie 5%, a niektórymi parametrami czerwonokrwinkowymi. 

Zaskakującym bowiem wynikiem było obniżenie poziomu hemoglobiny i żelaza w surowicy, 

co z punktu fizjologii jest niekorzystne dla organizmu. Im niższe stężenie hemoglobiny, tym 

gorsza cyrkulacja tlenu w organizmie, a tym samym gorsza sprawność zwierzęcia. Niektóre 

badania potwierdzają, że kwas laurynowy w ludzkich czerwonych krwinkach stymuluje 

erytozę, a ponadto mechanizmem wpływającym na erytozę jest stres oksydacyjny, a stres ten, 

może być wywoływany przez duże stężenie kwasu laurynowego (Alfhili and Aljuraiban, 2021; 

Lang i in., 2014). Stąd można założyć, że w niniejszym doświadczeniu ekspozycja na kwas 

laurynowy, w formie suplementacji mączką HI skutkowała obniżeniem poziomu tych 

parametrów czerwonych krwinek. Mimo iż, jak wspomniano wcześniej, poziom żelaza  

w omawianym doświadczeniu nie spadł poniżej zakresu typowego dla gatunku (90-142 µg/dl; 

Winnicka, 2008), kwestia obniżenia poziomu tego pierwiastka wymaga obserwacji  

w przyszłych badaniach nad stosowaniem mączki HI w żywieniu prosiąt. Jednak analizując 

dalsze wyniki, zauważalny jest korzystny wpływ dodatku AST na te parametry (RBC, Fe, HCT, 

RDWC). Tak więc można sądzić, że AST jako silny antyoksydant częściowo zapobiegł 

nadmiernemu stresowi oksydacyjnemu przyczyniającemu się do erytozy. 

Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na podstawowy 

skład chemiczny mięsa (m. longissimus) oraz stabilność oksydacyjną mięsa i tkanki tłuszczowej 

przedstawiono w Tabeli 3 (P1). Zaobserwowano istotną interakcję między mączką HI a AST  

w odniesieniu do zawartości suchej masy (P = 0,016). W przypadku grup niesuplementowanych 

AST, dodatek mączki HI zwiększył jej poziom względem kontroli (P < 0,05), natomiast nie 

odnotowano różnic w obrębie grup suplementowanych AST. Najniższy procent popiołu  

w mięsie (w przeliczeniu na suchą masę) zaobserwowano w grupie żywionej paszą z udziałem 

2,5% mączki HI (P < 0,01) oraz w grupach, które nie otrzymywały AST (P = 0,03).  Zawartość 

białka i tłuszczu w mięsie (obliczona w suchej masie) nie została zmieniona przez badane 

dodatki paszowe. Zarówno mączka HI jak i AST znacząco obniżyły poziom TBARS w słoninie 
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po 3 miesiącach mrożonego przechowywania (P < 0,01), a interakcja między tymi czynnikami 

była statystycznie istotna (P < 0,01). W porównaniu z grupą kontrolną, zarówno obecność  

w paszy mączki HI, jak i AST, obniżyła poziom TBARS (0,3 lub 0,4 mg/kg w grupach II-VI 

vs. 1,3 mg/kg w grupie I). Natomiast w przypadku mięsa, suplementacja mączką HI nie 

wpłynęła na poziom TBARS, podczas gdy suplementacja AST spowodowała niewielki wzrost 

tego parametru (P < 0,01). 

Ważnym aspektem produkcji wieprzowiny są wyniki dotyczące trwałości i jakości 

produktu zwierzęcego. W ramach badań wchodzących w skład Rozprawy Doktorskiej 

analizowano odporność mięsa (longissimus m.) i słoniny na utlenianie w czasie 3 miesięcznego 

przechowywania w temperaturze -20°C, przy użyciu testu TBARS. Metoda oznaczania 

poziomu malondialdehydu, jest cennym wskaźnikiem peroksydacji lipidów i podatności na 

utlenianie. Odzwierciedla stopień utleniania: im wyższa wartość TBARS, tym intensywniejsze 

jest utlenianie lipidów. W przeprowadzonym badaniu stwierdzono, że po 3-miesięcznym 

mrożeniu mączka HI i AST dodane do mieszanki paszowej skutecznie obniżyły poziom 

TBARS w tkance słoniny, jednakże nie były skuteczne w odniesieniu do ochrony stabilności 

oksydacyjnej w mięsie przechowywanym w tych samych warunkach. W badaniach Yang i in. 

(2006), w których tuczniki otrzymywały paszę z dodatkiem 1.5 lub 3 mg AST także nie 

stwierdzono różnic w poziomie TBARS po 10 dniach przechowywania mięsa w temperaturze 

4°C, natomiast w badaniach Carr i in. (2010) odnotowano skuteczność AST w hamowaniu 

procesów utleniania lipidów w mięsie świń otrzymujących w paszy 66,7 mg/kg AST. Po 

przeanalizowaniu wyników własnego doświadczenia można stwierdzić, że zarówno mączka 

HI, jak i AST są obiecującym dodatkiem paszowym wspierającym stabilność oksydacyjną, przy 

czym w większym stopniu w odniesieniu do tkanki tłuszczowej niż mięśniowej. Możliwe, że 

wyższa zawartość tłuszczu w tkance sprzyja lepszemu wykorzystaniu mechanizmów 

antyoksydacyjnych tych dodatków, ale zagadnienie to wymaga dalszych badań. 
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Tabela 1. Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na wybrane wskaźniki hematologiczne krwi prosiąt 

Parametr 

Czynnik HI:  

mączka z larw H. illucens 

Czynnik AST: 

astaksantyna 
I II III IV V VI P-value 

SEM 

0 2.5 5 - + 0HI 2.5HI 5HI 
2.5HI 

+AST 

5HI 

+AST 

0HI 

+AST 
HI AST HI×AST 

LYM, 103/μL 4,5a 6,3ab 7,0b 5,3 7,2 4,4 5,1 6,3 7,6 8,4 4,6 0,043 0,058 0,508 0,43 

MON, 103/μL 0,5 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4ab 0,5ab 0,4a 0,3a 0,6b 0,5ab 0,444 0,308 0,012 0,02 

GRA, 103/μL 4,6 4,7 4,5 4,6 4,6 5,1ab 5,0ab 3,9ab 4,4ab 5,8b 3,4a 0,657 0,733 0,022 0,24 

RBC, 106/μL 6,2 6,5 6,1 5,7a 6,9b 5,7 6,1 5,4 6,9 6,9 6,8 0,210 <0,01 0,218 0,12 

HGB, g/dL 12,9a 12,7a 11,7b 13,0a 11,8b 13,9 13,4 11,8 12,0 11,7 11,8 0,024 <0,01 0,081 0,20 

Fe, µg/dL 140,3a 116,4b 107,0b 106,1a 137,8b 125,8 104,1 86,0 128,8 128,0 156,6 0,011 <0,01 0,743 5,37 

HCT % 39,8 41,0 35,6 35,5 42,3 37,7b 38,3bc 30,3a 43,7d 41,0cd 42,2d <0,01 <0,01 <0,01 0,74 

RDWC % 18,8a 18,0a 20,0b 18,5a 19,4b 18,5 17,2 19,8 18,7 20,2 19,2 <0,01 0,032 0,518 0,23 

MCV, μm3 64,0 63,4 58,4 62,2 61,7 65,7d 63,2cd 57,1a 63,5cd 59,6ab 62,1bc <0,01 0,724 0,025 0,59 

MCH, pg 21,3a 19,8b 19,6b 22,9a 17,5b 24,2 22,1 22,3 17,5 17,0 18,0 <0,01 <0,01 0,120 0,43 

PDW, % 39,9a 31,9b 43,6a 36,9 40,2 37,3 31,2 42,0 32,5 45,2 42,9 <0,01 0,079 0,652 1,16 

 

I, II, III, IV, V, VI - grupa I - kontrola; grupa II - dodatek 2,5% mączki z larw HI; grupa III - dodatek 5% mączki z larw HI; grupa IV - dodatek 2,5% mączki z larw HI i AST; 

grupa V - dodatek 5% mączki z larw HI i AST; grupa VI - dodatek AST.  

a, b, c, d – średnie w wierszach oznaczone różnymi literami, różnią się istotnie przy p ≤ 0,05. 

Skróty: LYM – limfocyty, MON – monocyty, GRA – granulocyty, RBC – erytrocyty, HGB – hemoglobina, Fe – żelazo, HCT – hematokryt, MCV – średnia objętość krwinki 

czerwonej, MCH – średnia hemoglobina krwinki czerwonej, RDWC – szerokość rozkładu czerwonych krwinek, PDW – stopień zróżnicowania wielkości płytek krwi 
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Tabela 2. Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na wybrane wskaźniki biochemiczne krwi prosiąt 
 

Parametr 

Czynnik HI:  

mączka z larw H. illucens 

Czynnik AST: 

astaksantyna 
I II III IV V VI P-value 

SEM 

0 2.5 5 - + 0HI 2.5HI 5HI 
2.5HI 

+AST 

5HI 

+AST 

0HI 

+AST 
HI AST HI×AST 

Profil lipidowy 

HDL, mg/dL 40,5ab 44,7a 38,7b 40,3 42,2 38,8 44,7 37,6 44,6 39,8 42,3 0,031 0,321 0,716 0,94 

LDH, U/L 1324,7a 1482,1a 1706,8b 1528 1472,5 1300,7 1556,6 1755,1 1407,5 1658,4 1351,7 <0,01 0,426 0,576 45,10 

Profil wątrobowo- trzustkowy 

ALP, U/L 237,5 255,4 261,4 234,8 268,2 263,4ab 217,5a 220,0a 293,4b 302,8b 208,4a 0,374 0,031 <0,01 9,08 

GLU, mg/dL 135,6a 136,4a 120,9b 121,2a 141,3b 131,8 124,1 106,3 148,6 135,5 139,9 0,046 <0,01 0,269 3,25 

ALB, g/dL 4,2 3,9 3,9 3,9 4,1 4,34d 3,8ab 3,7a 4,1bcd 4,2cd 4,0abc 0,058 0,115 <0,01 0,01 

Profil nerkowy 

CREA, mg/dL 1,0a 0,9b 1,0ab 0,9a 1,0b 1,0 0,8 0,9 1,0 1,1 1,0 0,022 <0,01 0,177 0,02 

TP, g/dL 6,3 6,2 6,0 6,1 6,3 6,4b 6,1b 5,6a 6,3b 6,4b 6,2b 0,174 0,051 <0,01 0,07 

Ca, mg/dL 12,2a 12,7a 10,9b 11,5a 12,4b 11,8 12,6 10,0 12,9 11,8 12,6 <0,01 <0,01 0,085 0,19 

P, mg/dL 10,3a 11,4b 9,6a 10,6 10,3 10,5 11,3 10,0 11,4 9,2 10,1 <0,01 0,322 0,581 0,19 

Mg, mg/dL 2,2 2,3 2,2 2,1a 2,4b 2,1 2,3 2,0 2,4 2,3 2,3 0,162 <0,01 0,603 0,05 

Profil kostny 

Ca, mg/dL 12,2a 12,7a 10,9b 11,5a 12,4b 11,8 12,6 10,0 12,9 11,8 12,6 <0,01 <0,01 0,085 0,19 

P, mg/dL 10,3a 11,4b 9,6a 10,6 10,3 10,5 11,3 10,0 11,4 9,2 10,1 <0,01 0,322 0,581 0,19 

ALP, U/L 237,5 255,4 261,4 234,8 268,2 263,4ab 217,5a 220,0a 293,4b 302,8b 208,4a 0,374 0,031 <0,01 9,08 

ALB, g/dL 4,2 3,9 3,9 3,9 4,1 4,3d 3,8ab 3,6a 4,1bcd 4,2cd 3,9abc 0,058 0,115 <0,01 0,05 

 

I, II, III, IV, V, VI - grupa I - kontrola; grupa II - dodatek 2,5% mączki z larw HI; grupa III - dodatek 5% mączki z larw HI; grupa IV - dodatek 2,5% mączki z larw HI i AST; 

grupa V - dodatek 5% mączki z larw HI i AST; grupa VI - dodatek AST.  

a, b, c, d – średnie w wierszach oznaczone różnymi literami, różnią się istotnie przy p ≤ 0,05. 

Skróty: ALB – albumina, ALP – fosfataza alkaliczna, GLU – glukoza, CREA – kreatynina, TP - białko całkowite, Ca – wapń, P – fosfor, Mg – magnez, HDL – lipoproteiny o 

dużej gęstości, LDH – dehydrogenaza mleczanowa  
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Tabela 3. Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na podstawowe analizy chemiczne mięsa (m. longissimus) oraz 

stabilność oksydacyjną mięsa i tkanki tłuszczowej 

Parametr 

Czynnik HI:  

mączka z larw H. 

illucens 

Czynnik AST: 

astaksantyna 
I II III IV V VI P-value 

SEM 

0 2.5 5 - + 0HI 2.5HI 5HI 
2.5HI 

+AST 

5HI 

+AST 

0HI 

+AST 
HI AST HI×AST 

Zawartość składników odżywczych w mięsie 

Sucha masa, % 23,50 24,10 23,60 23,81 23,72 23,21a 24,20c 23,95bc 23,92bc 23,43ab 23,83bc 0,007 0,706 0,016 0,09 

Białko, % sm 87,81 80,4 86,2 82,9 86,9 88,3 74,4 85,2 86,34 87,23 87,10 0,074 0,123 0,132 1,44 

Tłuszcz, % sm 7,72 7,52 7,30 7,91 7,13 8,43 7,62 7,54 7,43 7,23 6,82 0,871 0,112 0,348 0,21 

Popiół, % sm 5,21a 4,33b 5,01a 4,72a 5,03b 5,13 4,12 4,91 4,62 5,13 5,33 <0,010 0,030 0,633 0,01 

Zawartość TBARS w tkankach (mg/kg) 

Tkanka mięśniowa 

(longissimus m.) 
0,30 0,31 0,31 0,25a 0,31b 0,30 0,30 0,21 0,32 0,33 0,34 0,160 0,002 0,144 0,01 

Tkanka tłuszczowa  

(słonina 

grzbietowa) 

0,80 0,33 0,42 0,72  0,31  1,30a 0,31b 0,44b 0,31b 0,41b 0,30b <0,010 <0,010 <0,010 0,07 

 
I, II, III, IV, V, VI - grupa I - kontrola; grupa II - dodatek 2,5% mączki z larw HI; grupa III - dodatek 5% mączki z larw HI; grupa IV - dodatek 2,5% mączki z larw HI i AST; 

grupa V - dodatek 5% mączki z larw HI i AST; grupa VI - dodatek AST.  

a, b, c – średnie w wierszach oznaczone różnymi literami, różnią się istotnie przy p ≤ 0,05. 
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6.2. Wpływ mączki z larw Hermetia illucens oraz astaksantyny na strukturę jelita 

cienkiego prosiąt 

W dalszej części badań skoncentrowano się na zdrowiu i funkcjonalności jelit (P2), które  

w okresie odsadzeniowym są szczególnie podatne na różnego rodzaju dysfunkcje będące 

wynikiem stresu oraz zmieniających się warunków środowiskowych i żywienia (Rycina 2.). 

Okres odsadzenia stanowi kluczowy i stresogenny moment w życiu prosiąt, często 

powodując poważne zaburzenia w funkcjonowaniu układu pokarmowego i immunologicznego 

(Campbell i in., 2019). Odsadzenie, a także nagła zmiana środowiska oraz rodzaju pokarmu, 

mogą prowadzić do naruszenia integralności bariery jelitowej, zmniejszenie wysokości 

kosmków oraz pogłębienia krypt jelitowych. Takie zmiany strukturalne upośledzają 

wchłanianie składników odżywczych i negatywnie wpływają na funkcjonowanie przewodu 

pokarmowego (Xiong i in., 2019). W kontekście ograniczeń stosowania antybiotyków  

w hodowli zwierząt poszukuje się alternatywnych metod, takich jak zoptymalizowane strategie 

żywieniowe oraz dodatki naturalne, które mogłyby wspierać zdrowie prosiąt (Kil and Stein, 

2010). Mączka z larw Hermetia illucens (HI), bogata w kwas laurynowy, peptydy 

przeciwdrobnoustrojowe oraz chitynę, wykazuje obiecujące wyniki w zakresie wspierania 

zdrowia jelit i ograniczania rozwoju patogenów (Józefiak i in., 2016). W związku z tym, że 

odsadzenie znacząco zwiększa poziom stresu oksydacyjnego, co prowadzi do uszkodzenia 

komórek oraz stymuluje powstawanie stanów zapalnych, stosowanie przeciwutleniaczy, takich 

jak astaksantyna, może stanowić skuteczne wsparcie zdrowotne młodych zwierząt. 

Astaksantyna (AST), będąca silnym przeciwutleniaczem, wzmacnia odpowiedź 

immunologiczną oraz chroni komórki jelitowe przed apoptozą i stresem oksydacyjnym 

(Igielska-Kalwat i in., 2015.).  
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Rycina 2. Zdjęcia reprezentatywne preparatów histologicznych z jelit prosiąt. I-VI numery grup 

doświadczalnych. Powiększenie 4×, pasek skali = 200 µm. Barwienie: Pas-Alcian.  
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Oba badane dodatki dodawane do paszy wywierały zróżnicowany wpływ na 

analizowane struktury dwunastnicy. Oddzielny efekt oddziaływania mączki HI zaobserwowano 

w długości i szerokości kosmków, natomiast AST jako samodzielny czynnik wpływał na  

szerokości krypt. Z kolei, interakcję pomiędzy odziaływaniem mączki HI a AST zauważono w 

przypadku szerokości całej mięśniówki, warstwy mięśni okrężnych i podłużnych, głębokości 

krypt, stosunku długości kosmków do głębokości krypt (VC), liczbie komórek kubkowych i 

enterocytów na 100 μm kosmka (Wykres 1). Analizując uzyskane dane można zauważyć, że 

2,5% dodatek mączki HI zwiększał długość i szerokość kosmków (P < 0,05), natomiast w 

grupach otrzymujących dodatek AST odnotowano najszersze krypty (P < 0,05). Suplementacja 

łącznie 2,5% mączki HI z AST spowodowała znaczny wzrost całkowitej szerokości mięśniówki 

i warstwy mięśni okrężnych w przeciwieństwie do grup otrzymujących AST, lub 2,5% HI (P < 

0,001). Warstwa mięśni podłużnych była również szersza w grupie 2,5% HI z AST niż w grupie 

2,5% HI (P < 0,001) czy też w przypadku suplementacji samą AST (P < 0,01). Dodanie samej 

AST do paszy spowodowało wzrost głębokości krypt w porównaniu do grupy bez tego dodatku 

(P < 0,001) oraz grup 2,5% HI z AST i 5% HI z AST (odpowiednio P < 0,001 i P < 0,01). 

Wyższy stosunek VC zaobserwowano w grupie 2,5% HI z AST niż w grupie samej AST  

(P < 0,001), 5% HI z AST (P < 0,05) i 2,5% HI (P < 0,05). Jednak parametr ten był znacznie 

wyższy w grupie kontrolnej niż w grupie z samym dodatkiem AST (P < 0,05). Więcej 

enterocytów na 100 μm zaobserwowano w grupie z samą AST niż w grupie kontrolnej  

(P < 0,05). I odwrotnie, więcej komórek kubkowych na 100 μm odnotowano w grupach 2,5% 

HI (P < 0,01) i samej AST (P < 0,05) niż w grupie 2,5% HI z AST. Mączka na poziomie 2,5% 

wpłynęła na rozszerzenie i wydłużenie kosmków, a w połączeniu z AST także na rozszerzenie 

mięśniówki, jednocześnie zmniejszając liczbę komórek kubkowych. Nie stwierdzono istotnych 

różnic w grubości błony śluzowej lub powierzchni chłonnej w dwunastnicy.  

W jelicie czczym również zauważono wpływ obu czynników głównych. Dodatek AST 

wpływał na szerokość błony śluzowej, warstwy mięśni podłużnych, liczbę komórek 

kubkowych i długość kosmków. W przypadku dodatku mączki HI zauważono jej odziaływanie 

na szerokość krypt. Interakcje między czynnikami zaobserwowano w odniesieniu do szerokości 

całej mięśniówki, szerokości kosmków, liczby enterocytów oraz powierzchni chłonnej jelita 

(Wykres 2). AST spowodowała znaczne poszerzenie błony śluzowej oraz warstwy mięśni 

podłużnych jelita czczego w porównaniu z grupą niesuplementowaną (P < 0,01). Długość 

kosmków była determinowana obecnością AST – jej dodatek wydłużał kosmki (P < 0,05). 

Więcej komórek kubkowych zaobserwowano w grupie bez dodatków niż w grupie 

suplementowanej samą AST (P < 0,05). Szersze krypty wystąpiły w grupach 
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suplementowanych mączką na obu poziomach (P < 0,05). Znacznie szerszą mięśniówkę 

stwierdzono w grupie 5% HI z AST niż w grupie otrzymującej jedynie AST (P < 0,05) lub 5% 

HI (P < 0,05). Co ciekawe, grupa bez HI lub bez AST miała grubszą warstwę mięśniową niż 

grupa z AST (P < 0,05). Dodatkowo, kombinacja 2,5% HI i AST znacząco poszerzyła kosmki 

w porównaniu do grupy z samą AST (P < 0,01) i 2,5% HI (P < 0,01), a także w grupie 5% HI  

z AST w porównaniu do grupy z samą AST (P < 0,05) i 2,5% HI (P < 0,05). Znacznie większa 

powierzchnia chłonna jelit i wyższy stosunek kosmków do krypt były obecne w grupie z samą 

AST (odpowiednio P < 0,001 i P < 0,05) oraz w grupie z 2,5% HI (oba P < 0,05) w porównaniu 

z grupą bez dodatków. Najwyższą liczbę enterocytów stwierdzono w jelicie czczym u świń, 

które nie otrzymywały żadnych dodatków w paszy, w porównaniu do grup 2,5% HI (P < 0,001) 

i samej AST (P < 0,001). Co więcej, zwierzęta otrzymujące 5% HI miały liczbę enterocytów 

prawie tak wysoką, jak te w grupach 2,5% HI (P < 0,01) i 5% HI z AST (P < 0,001). Ogólnie 

rzecz biorąc, połączenie HI i AST wydaje się znacząco poprawiać niektóre parametry 

strukturalne jelita czczego, w tym zwiększenie grubości mięśniówki i wymiary kosmków,  

w porównaniu z każdym z suplementów osobno. Nie stwierdzono znaczących różnic  

w głębokości krypty i grubości warstwy mięśnia okrężnego między grupami. 

W jelicie krętym zaobserwowano wpływ obu badanych dodatków. AST wpływała na 

mierzoną szerokość krypt, natomiast mączka HI odziaływała na długość kosmków, głębokość 

krypt oraz stosunek długości kosmków do głębokości krypt. Ponadto oba czynniki, jako efekty 

główne, miały wpływ na szerokość mięśni okrężnych. Interakcję między czynnikami 

odnotowano w szerokości całej mięśniówki i warstwy mięśni podłużnych, a także w szerokości 

kosmków i liczbie enterocytów (Wykres 3). Suplementacja 2,5% HI zwiększyła grubość tej 

warstwy w porównaniu zarówno do grupy 2,5% HI (P < 0,001), jak i grupy 5% HI z AST (P < 

0,01). Co więcej, warstwa mięśni okrężnych była znacznie szersza w grupie suplementowanej 

AST niż w grupach 5% HI z AST (P < 0,01) i bez suplementacji (P < 0,001). Oznacza to, że 

mączka na poziomie 2.5% i AST działa korzystnie na warstwę mięśni okrężnych. W grupie 5% 

HI zaobserwowano wyższy stosunek długości kosmków do głębokości krypt niż w grupie bez 

suplementacji (P < 0,05). Suplementacja HI w dawkach 2,5% i 5% spowodowała znaczny 

wzrost długości kosmków w porównaniu z grupą bez suplementacji (odpowiednio P < 0,05 i P 

< 0,001). Najgłębsze krypty odnotowano w grupie 5% HI (P < 0,01). Mniej enterocytów na 100 

μm stwierdzono w grupie 5% HI niż zarówno w grupie 2,5% HI  

(P < 0,001), jak i w grupie bez suplementacji (P < 0,05). I odwrotnie, większą liczbę 

enterocytów zaobserwowano w grupie 5% HI + AST niż zarówno w grupie 5% HI bez AST  

(P < 0,001), jak i w grupie 2,5% HI + AST (P < 0,01). Dodatkowo, więcej enterocytów zliczono 
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w grupie 2,5% HI niż w grupie 2,5% HI + AST (P < 0,001). Suplementacja paszy 2,5% HI + 

AST spowodowała znaczny wzrost całkowitej mięśniówki w jelicie krętym w porównaniu  

z grupą 2,5% HI (p < 0,001) i grupą 5% HI + AST (p < 0,01). Warstwa mięśniowa była również 

wyraźnie grubsza w grupie suplementowanej AST niż w grupie bez suplementacji (p < 0,05). 

Mniej zmian zaobserwowano w warstwie mięśni podłużnych. Szerszą warstwę zaobserwowano 

w grupie 2,5% HI z AST niż w grupach 2,5% HI (P < 0,001) i 5% HI z AST (P < 0,05). Znacznie 

szersze kosmki stwierdzono w grupie 2,5% HI z AST niż w grupach samej AST (P < 0,01)  

i 2,5% HI (P < 0,01). Co więcej, szersze kosmki zaobserwowano w grupie 5% HI z AST niż w 

grupie 5% HI (P < 0,05). Różnice w powierzchni wchłaniania w większości odzwierciedlały te 

obserwowane w długości kosmków. Suplementacja HI spowodowała znaczący wzrost 

powierzchni wchłaniania w jelicie krętym zarówno przy 2,5%, jak i 5% w porównaniu do 

kontroli bez HI (odpowiednio P < 0,05 i P < 0,01). Powierzchnia wchłaniania w grupie 5% HI 

z AST była najwyższa wśród grup suplementowanych AST (P < 0,01 vs. AST bez HI i P < 0,001 

vs. 2,5% HI z AST). Jednak suplementacja AST zmniejszyła powierzchnię wchłaniania  

w grupie z 2,5% HI z AST w porównaniu z 2,5% samą HI (P < 0,01). Połączenie 2,5% HI  

i AST znacząco poprawiło cechy morfologiczne jelita krętego, co sugeruje efekt synergistyczny, 

gdy AST jest połączona z HI. Nie zaobserwowano znaczących różnic w szerokości błony 

śluzowej, szerokości krypt oraz liczbie komórek kubkowych na 100 μm. 
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Wykres 1. Wpływ interakcji pomiędzy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) na wybrane parametry strukturalne ściany dwunastnicy (P2) 

Skróty: AST(-) – brak dodatku astaksantyny, AST(+) – dodatek astaksantyny; 0HI, 2,5HI, 5HI – dodatek mączki z Hermetia illucens odpowiednio w ilości 0, 2,5 lub 

5%. Słupki przedstawiają średnie dla grupy, a wąsy - SEM. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001. 



47 
 

 

 

Wykres 2. Wpływ interakcji pomiędzy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) na wybrane parametry strukturalne ściany jelita czczego (P2) 

Skróty: AST(-) – brak dodatku astaksantyny, AST(+) – dodatek astaksantyny; 0HI, 2,5HI, 5HI – dodatek mączki z Hermetia illucens odpowiednio w ilości 0, 2,5 lub 

5%. Słupki przedstawiają średnie dla grupy, a wąsy - SEM. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001.
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Wykres 3. Wpływ interakcji pomiędzy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) na wybrane parametry strukturalne ściany jelita krętego (P2) 

Skróty: AST(-) – brak dodatku astaksantyny, AST(+) – dodatek astaksantyny; 0HI, 2.5HI, 5HI – dodatek mączki z Hermetia illucens odpowiednio w ilości 0, 2,5 lub 

5%. Słupki przedstawiają średnie dla grupy, a wąsy - SEM. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001.
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W prezentowanym doświadczeniu przeanalizowano dodatki paszowe – mączkę HI  

i AST – wspomagające zdrowie prosiąt i mające na celu złagodzenie negatywnych skutków 

odsadzenia. We wcześniejszych badaniach opisywano rolę AST w redukcji stanu zapalnego  

i uszkodzeń oksydacyjnych w różnych modelach zwierzęcych, co sugerowało podobne efekty 

u prosiąt (Lee i in., 2022). Wyniki prezentowanych badań potwierdziły zwiększoną proliferację 

enterocytów i poprawę struktury jelit.  

W doświadczeniu opisywanym w tej Rozprawie świnie karmione paszą z dodatkiem 

5% mączki HI wykazały zwiększoną wysokość kosmków w jelicie krętym oraz wyższy 

stosunek długości kosmków do głębokości krypt. Ten efekt jest zgodny z badaniami 

wykazującymi podobne wyniki przy różnych poziomach suplementacji mączką HI (Jin i in., 

2021; Tang i in., 2022). Dodanie mączki HI na poziomie 2,5% zwiększyło również liczbę 

komórek kubkowych w dwunastnicy, potencjalnie wzmacniając obronę jelitową lub 

wspomagając adaptację pierwszego odcinka jelita do podanego suplementu. Jednoczesne 

podawanie AST wraz z mączką HI dodatkowo wzmocniło strukturę jelit, zwiększając grubość 

mięśni i głębokość krypt, co prawdopodobnie sprzyjało lepszej perystaltyce i mogło 

potencjalnie zwiększyć zdolność do absorpcji składników odżywczych. Badania na szczurach 

potwierdzają korzyści wynikające z podawania AST do paszy, takie jak zwiększony rozmiar 

kosmków i zmniejszona apoptoza (Akduman i in., 2022; Yilmaz i in., 2022). Wykazano 

również, że mieszanki przeciwutleniaczy łagodzą negatywne skutki odsadzenia, wpływające 

na zaburzenia związane z histologią jelit (Zhu i in., 2012). Wyniki prezentowanych badań 

sugerują, że poprawa parametrów histologicznych jelita cienkiego w wyniku dodatku mączki 

HI może być dodatkowo wzmocniona właściwościami antyoksydacyjnymi AST, co prowadzi 

do lepszego utrzymania struktury i funkcji błony śluzowej oraz mięśniówki jelita. Oba czynniki 

żywieniowe zwiększają powierzchnię wchłaniania w wybranych odcinkach jelita cienkiego. 

Efekt ten może wynikać z obniżenia stresu oksydacyjnego, działania przeciwzapalnego, 

dostarczania substancji odżywczych oraz aktywności prebiotycznej dodatków (MacEdo i in., 

2010; Mikołajczak i in., 2023).  

6.3. Wpływ mączki z larw Hermetia illucens oraz astaksantyny na proliferację  

i barierę jelitową jelita cienkiego prosiąt 

Kolejnym etapem prac badawczych była analiza przepuszczalność bariery jelitowej 

oraz poziom odnowy błony śluzowej w jelicie cienkim prosiąt (P2). Obliczono stosunek 

komórek proliferujących do komórek nieproliferujących w kryptach jelita cienkiego (Wykres 

4). W dwunastnicy i jelicie czczym zaobserwowano łączny wpływ dodatku mączki HI i AST 

na proliferację komórek w kryptach. Nie wykazano natomiast znaczących różnic w jelicie 
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krętym. W dwunastnicy znacząco wyższy stosunek komórek proliferujących, oznaczonych 

przeciwciałem Ki-67, do komórek nieproliferujących wykazano w grupie 2,5% HI  

w porównaniu z grupami 5% HI (P < 0,001), 2,5% HI z dodatkiem AST (P < 0,001) oraz grupą 

bez suplementacji (wszystkie P < 0,001). Co więcej, grupa 2,5% HI z AST wykazywała wyższy 

stosunek niż grupy z samą AST (P < 0,001) i 5% HI z AST (wszystkie P < 0,001). W jelicie 

czczym proporcja komórek proliferujących była istotnie wyższa w grupie 2,5% HI z AST  

w porównaniu z grupami 5% HI z AST (P < 0,01) i 2,5% HI (P < 0,001). Dodatkowo, grupa  

z samą AST wykazywała wyższy stosunek niż grupa bez suplementacji (P < 0,001) oraz grupa 

5% HI z AST (P < 0,01). Wyniki wskazują więc istotną interakcję między 2,5% HI a AST, 

wpływającą na liczbę komórek proliferujących. Homeostaza nabłonka jelitowego opiera się na 

równowadze między proliferacją komórek w kryptach a złuszczaniem ich na końcu kosmka 

(Negroni i in., 2015). W prezentowanym badaniu wykorzystano białko Ki-67, które do oceny 

stopnia proliferacji komórek w dwunastnicy, jelicie czczym i jelicie krętym. W dwunastnicy  

i jelicie czczym dodanie 2,5% mączki owadów zwiększyło proliferację komórek, przy czym 

AST zwiększała proliferację tylko w jelicie czczym. Kwas laurynowy również wpływa na 

proliferację komórek, co zostało potwierdzone w badaniach Liu i in. (2021) i Zeng i in. (2022). 

Równowaga redoks nabłonka jelitowego ma kluczowe znaczenie dla funkcjonowania tego 

narządu pod względem proliferacji komórek macierzystych (Cao i in., 2018). Wysoki 

współczynnik proliferujących komórek w jelicie czczym, obserwowany w prezentowanych 

badaniach, może być związany z działaniem antyoksydacyjnym AST. Zatem działanie 

antyoksydacyjne AST pomaga utrzymać równowagę redoks niezbędną do proliferacji komórek 

jelitowych, podczas gdy kwas laurynowy obecny w mączce HI bezpośrednio ją stymuluje. 

Analiza ekspresji białek połączeń ścisłych w jelicie czczym wykazała, że najwyższe ich 

poziomy występowały w grupie bez dodatków (Wykres 4). Wykazano, że dodatek mączki HI 

łącznie z AST znacząco wpływał na poziom klaudyny 1. Ekspresja klaudyny 1 w grupie 

kontrolnej była wyższa niż w grupach 2,5% HI (P < 0,001), 5% HI (P < 0,05) oraz z samym 

dodatkiem AST (P < 0,001). Grupa 5% HI wykazywała przy tym wyższą ekspresję klaudyny 1 

niż grupa 2,5% HI (P < 0,05). W grupie z samą AST ekspresja klaudyny 1 była niższa w 

porównaniu do grup 5% HI z AST (P < 0,01) i 2,5% HI z AST (P < 0,001). Wskazuje to na 

zmniejszenie ekspresji klaudyny 1 pod wpływem AST. W przypadku klaudyny 5 również 

wystąpiła istotna interakcja pomiędzy czynnikami doświadczalnymi. Dla klaudyny 5 

zaobserwowano istotnie wyższy poziom ekspresji w grupie bez dodatków niż w grupach 2,5% 

HI (P < 0,01), 5% HI (P < 0,001) i z samą AST (P < 0,01). Ponadto ekspresja klaudyny 5 była 

wyższa w grupie 2,5% HI z AST w porównaniu do 2,5% HI (P < 0,05) oraz w grupie 5% HI  
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z AST w stosunku do 5% HI  (P < 0,05). Wyniki te wskazują na negatywne działanie HI na 

poziom ekspresji klaudyny 5. Zauważono także interakcję między czynnikami w ekspresji 

okludyny. Była ona najwyższa w grupie bez dodatków w porównaniu z grupami 2,5% HI, 5% 

HI i z samym AST (wszystkie P < 0,001). W grupach 2,5% HI i 5% HI ekspresja okludyny była 

wyższa niż w odpowiednich grupach z dodatkiem AST (P < 0,001). Dodatkowo grupa 2,5% HI 

z AST wykazywała wyższą ekspresję okludyny niż grupa z samym AST (P < 0,05).  

Do oceny białek połączeń ścisłych (TJ) wybrano odcinek jelita czczego, ponieważ 

obszar ten ma kluczowe znaczenie dla wchłaniania składników odżywczych (Bovera i in., 

2018). Utrzymanie integralności jelit jest niezwykle ważne dla prawidłowego trawienia  

i wchłaniania składników odżywczych u prosiąt a bariera nabłonkowa utworzona przez 

połączenia międzykomórkowe, takie jak TJ, oddziela mikroorganizmy bytujące w przewodzie 

pokarmowym od głębszych tkanek organizmu, zapobiegając translokacji patogenów (Biasato  

i in., 2019; Paradis i in., 2021). Niektóre klaudyny tworzą jonoselektywne pory 

parakomórkowe, podczas gdy okludyna oddziałuje z białkami sygnalizacyjnymi, wpływając na 

sygnalizację ERK i dysocjację połączeń indukowaną przez TGF-β (Paradis i in., 2021; Shan  

i in., 2023; Zihni i in., 2016). Cytowane powyżej publikacje wskazują na zwiększenie ekspresji 

TJ pod wpływem mączki HI, jednak w większości były to analizy na poziomie mRNA lub po 

indukowanym zakażeniu bakteryjnym.  W prezentowanych badaniach stwierdzono, że mączka 

HI zmniejszyła ekspresję wybranych białek połączeń ścisłych, jednak zaobserwowano 

niewielki wpływ AST na ekspresję klaudyny 5 w jelicie czczym. Białka TJ są powiązane ze 

szlakiem sygnałowym NF-κB, a cytokiny, takie jak IFN-γ i TNF-α, prowadzą do zmniejszenia 

ich poziomu. AST zmniejsza ekspresję czynników zapalnych, hamując aktywację NF-κB, co 

chroni integralność błony śluzowej. Wcześniejsze prace potwierdziły, że właściwości 

przeciwzapalne AST przywracają ekspresję białka TJ w endometrium bydła po narażeniu na 

LPS (Chen i in., 2021).  
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Wykres 4. Wpływ suplementacji paszy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) na stopień proliferacji enterocytów w kryptach 

jelita cienkiego i ekspresję białek połączeń ścisłych (P2) 

Skróty: AST(-) – brak dodatku astaksantyny, AST(+) – dodatek astaksantyny; 0HI, 2,5HI, 5HI – dodatek mączki z Hermetia illucens odpowiednio w 

ilości 0, 2,5 lub 5%. Słupki przedstawiają średnie dla grupy, a wąsy - SEM. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001.
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6.4. Protekcyjne działanie astaksantyny w ograniczaniu skutków stresu 

oksydacyjnego  

Do przeprowadzenia oceny efektywności AST w ochronie organizmu przed stresem 

oksydacyjnym wykorzystano dwie grupy prosiąt: grupę I (kontrolną), pozbawioną dodatków 

paszowych oraz grupę VI, która żywiona była paszą z udziałem AST. Aktywność 

antyoksydacyjną samej AST potwierdzono testami DPPH oraz FRAP (P2). Analiza ELISA 

wykazała zwiększone stężenie GPX i zmniejszone CAT w grupie otrzymującej dodatek AST  

(P < 0,05 i P < 0,01) oraz brak istotnej różnicy pomiędzy grupami w poziomie SOD (Wykres 

5). Na skutek walki ze stresem oksydacyjnym organizmy rozwinęły system obrony 

antyoksydacyjnej, w tym enzymy takie jak SOD, CAT i GPX. Dysmutaza ponadtlenkowa jest 

pierwszym enzymem detoksykacyjnym i najsilniejszym przeciwutleniaczem w komórce 

katalizującym dysmutację dwóch cząsteczek anionu ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru  

i tlenu cząsteczkowego (Fridovich, 1995). Z kolei, peroksydaza glutationowa rozkłada 

nadtlenki wodoru do wody oraz nadtlenki lipidów do odpowiadających im alkoholi. Dzięki 

swoim właściwościom odgrywa kluczową rolę w hamowaniu procesu peroksydacji lipidów 

(Dringen i in., 2005). Katalaza obecna w większości tkanek wymagających dostępności tlenu, 

wykorzystuje żelazo lub mangan jako kofaktor i katalizuje degradację lub redukcję nadtlenku 

wodoru do wody i tlenu cząsteczkowego, w konsekwencji kończąc proces detoksykacji 

współdziałając z SOD (Chelikani i in., 2004). Wyższe stężenia CAT i SOD sugerują, że 

organizm potrzebuje intensywniejszej reakcji tych enzymów w celu neutralizacji rodników 

ponadtlenkowych (Chien i in., 2003). W badaniu opisanym w Rozprawie niższy poziom CAT 

w grupie otrzymującej dodatek AST wskazuje, że AST wykazuje prawdopodobnie równie silną 

zdolność neutralizowania ROS jak enzym CAT. Dlatego też AST może zmniejszyć stres 

oksydacyjny poprzez bezpośrednie neutralizacje reaktywnych form tlenu, zmniejszając 

potrzebę nadaktywności enzymów do wykonywania tej funkcji (Zhang i in., 2013). Z kolei, 

zwiększony poziom GPX przy jednoczesnym spadku CAT może wynikać z różnicy ich 

działania (konieczność obecności kofaktora dla GPX), lokalizacji w komórce (GPX występuje 

głównie w mitochondriach i cytoplazmie, natomiast CAT jest obecna przede wszystkim  

w peroksysomach) oraz roli w ochronie antyoksydacyjnej.  Stąd przypuszczenie, że AST może 

indukować specyficzną odpowiedź organizmu, w której wzrasta poziom GPX jako bardziej 

uniwersalnego mechanizmu ochronnego, podczas gdy stężenie CAT, zmniejsza się na skutek 

obniżenie zapotrzebowania na aktywność tego enzymu. 
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Wykres 5. Wpływ astaksantyny na stężenie enzymów oksydacyjnych. I - grupa kontrolna bez dodatku 

AST, VI - grupa z dodatkiem AST.  

Słupki przedstawiają średnie dla grupy, a wąsy - SEM. *** p ≤ 0,001; * p ≤ 0,05.  

W ramach realizacji badań przeprowadzono także ocenę wpływu astaksantyny na status 

zdrowotny wątroby prosiąt, uwzględniając zarówno histologię tkanki wątrobowej, jak  

i ekspresję genów związanych z funkcjonowaniem wątroby (geny kodujące białka receptorowe; 

związane z metabolizmem kwasów tłuszczowych, lipidów, cukrów oraz cholesterolu, kodujące 

mechanizmy mitochondrialne i metabolizm egzogennych substancji chemicznych). Ponadto, 

analiza objęła geny bezpośrednio lub pośrednio związane z odkładaniem macierzy 

zewnątrzkomórkowej oraz z reakcjami immunologicznymi i ochroną antyoksydacyjną (P3). 

Stres związany z odsadzeniem oraz zwiększony metabolizm u rosnących prosiąt prowadzi do 

licznych konsekwencji widocznych w różnych narządach, szczególnie w wątrobie. Połączenie 

między jelitami a wątrobą (oś jelitowo-wątrobowa) często sprzyja przenikaniu patogenów do 

tkanki wątrobowej, co może powodować uszkodzenia hepatocytów. Astaksantyna, wykazująca 

silne właściwości antyoksydacyjne, wydała się obiecującym dodatkiem paszowym 

wspierającym ochronę wątroby co zostało niejako potwierdzone  

w wynikach tej części badań. Astaksantyna wykazuje również działanie przeciwzapalne  

i przeciwnowotworowe, a jako antyoksydant chroni komórki przed uszkodzeniami 

wywołanymi przez nadmiar wolnych rodników (Chen and Kotani, 2016). Stres oksydacyjny 

organizmu jest powiązany z różnymi schorzeniami wątroby, w tym ze zwłóknieniem. Znaczącą 

rolę w procesie zwłóknienia wątroby odgrywają komórki gwiaździste (HSC) wraz z komórkami 

Kupffera i komórkami jednojądrowymi. Jedną z głównych przyczyn zwłóknienia jest 

aktywacja komórek HSC, które zaczynają produkować kolagen I, który jest jednym  

z ważniejszych składników macierzy zewnątrzkomórkowej (Friedman, 2000; Kisseleva and 
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Brenner, 2007; Poli, 2000; Sánchez-Valle i in., 2012). Wolne rodniki (ROS) będące produktami 

stresu oksydacyjnego, poprzez upośledzenie funkcji mitochondriów, mogą inicjować śmierć 

hepatocytów i promować wydzielanie mediatorów prozapalnych. W związku z tym uważa się, 

że ROS potencjalnie sprzyjają zwłóknieniu wątroby na skutek promowania śmierci 

hepatocytów bądź aktywację komórek Kupffera (Jaeschke, 2011).  Astaksantyna wykazuje 

działanie hepatoprotekcyjne w różnych modelach zwierzęcych, wykazując potencjał 

przeciwdziałania uszkodzeniom wątroby i zaburzeniom metabolicznym. Badania na 

gryzoniach podkreślają zdolność AST do łagodzenia hepatotoksyczności, zmniejszania stanu 

zapalnego, obniżania akumulacji lipidów i zmniejszania markerów uszkodzenia wątroby  

w surowicy (Liu i in., 2018; Yang i in., 2016). AST wykazuje korzystne działanie w przypadku 

uszkodzeń wątroby wywołanych stresem oksydacyjnym, łagodząc stan zapalny i wzmacniając 

reakcje antyoksydacyjne, o czym świadczy zmniejszenie stężenia cytokin prozapalnych  

i poziomów ROS. AST poprawia również metabolizm lipidów (Jia i in., 2016; Zhang i in., 

2020). Podczas gdy dysfunkcje jelit u odsadzonych prosiąt są dobrze udokumentowane  

w literaturze naukowej, kwestia podatności wątroby na uszkodzenia w tym okresie pozostaje 

słabo zbadana. W tym czasie prosięta doświadczają intensywnego stresu oksydacyjnego, który 

dodatkowo negatywnie oddziałuje na ten narząd. Ta luka w pracach naukowych wskazuje, że 

dalsze badania nad ochronną rolą AST przed stresem oksydacyjnym w wątrobie odsadzonych 

prosiąt są niezbędne. 

6.4.1. Wpływ astaksantyny na strukturę histologiczną tkanki wątroby 

Analiza histologiczna tkanek wątroby wykazała, że dodanie AST znacząco zmniejszyło 

(P < 0,001) odsetek włókien kolagenowych wokół zrazików wątroby (Wykres 6). W grupie I 

zaobserwowano brak typowych naczyń sinusoidalnych, co sugeruje zmiany  

w mikroarchitekturze wątroby. Ponadto, zauważono zmiany w kształcie hepatocytów, które 

straciły charakterystyczny wielokątny kontur, a ich struktura była zaburzona przez obrzęk 

komórkowy. W przeciwieństwie do tego, w grupie suplementowanej AST, hepatocyty 

zachowały swój normalny wielokątny kształt, a naczynia sinusoidalne były wyraźnie widoczne, 

wskazując na ochronny efekt AST na strukturę tkanek wątroby oraz na zachowanie ich 

prawidłowej architektury (Rycina 3). W przeprowadzonym doświadczeniu zaobserwowano 

istotne różnice histologiczne między zwierzętami otrzymującymi dodatek AST w mieszance 

paszowej a tymi z grupy kontrolnej – bez dodatku. W grupie suplementowanej AST 

stwierdzono znaczne zmniejszenie odkładania się włókien kolagenowych w tkance wątroby, co 

wskazuje na potencjalną rolę AST w ochronie przed nadmiernym gromadzeniem się kolagenu, 
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a w przypadku patologicznego czynnika - zwłóknienia. Zwłóknienie wątroby jest wynikiem 

nadmiernego gromadzenia się białek macierzy pozakomórkowej, głównie kolagenu, z powodu 

uszkodzenia i stanu zapalnego.  Podstawowy mechanizm napędzający fibrogenezę w wątrobie 

obejmuje aktywację komórek gwiaździstych wątroby (HSC), w produkujące kolagen komórki 

miofibroblastopodobne (Kisseleva i Brenner, 2007; Wynn, 2007). Proces ten jest zaostrzany 

przez stres oksydacyjny, w którym reaktywne formy tlenu (ROS) uszkadzają hepatocyty, 

indukują stan zapalny i aktywują komórki Kupffera i HSC. Astaksantyna, znana ze swoich 

właściwości antyoksydacyjnych, wykazuje działanie ochronne na zdrowie wątroby, jak również 

hamuje aktywację HSC, zmniejsza produkcję ROS i zwiększa ekspresję NrF2 (Chen i Kotani, 

2016; Jiang i Török, 2013; Lieber, 2000; Yang i in., 2016).   

6.4.2. Wpływ astaksantyny na ekspresję genów w tkance wątroby 

Analiza ekspresji genów wykazała, że suplementacja AST znacząco zwiększyła 

ekspresję CYP7A1 (P = 0,001) i znacząco zmniejszyło poziomy ekspresji CREB (P = 0,040), 

NOTCH1 (P = 0,004) i NR1H3 (P = 0,002; Wykres 7). Nie stwierdzono jednak istotnych różnic 

między grupami w zakresie ekspresji SREBF2, SIRT3, APOE, DHCR24, ACCA2, HK1, 

CXCL10, CYP1A1, COL1A2, SOD1 i CAT. 

 

Wykres 6. Średni odsetek włókien kolagenowych w wątrobie w grupie I kontrolnej oraz w grupie VI  

z dodatkiem AST. ** p ≤ 0,01. Słupki przedstawiają średnią, wąsy – SEM.  



57 
 

 

 
 
Rycina 3. Obraz mikroskopowy tkanki wątroby: I - grupa kontrolna bez dodatku AST, VI - grupa  

z dodatkiem AST. Powiększenie 4×, pasek skali = 200 μm. Barwienie trójchromowe Massona-Goldnera 

z błękitem aniliny.  

 

 

Wykres 7. Geny, których poziomy ekspresji różnią się statystycznie istotnie (P < 0,05) między dwiema 

badanymi grupami: I - grupa kontrolna bez dodatku AST, VI - grupa z dodatkiem AST. ** p ≤ 0,01 

Słupki przedstawiają średnie dla grupy, a wąsy - SD. 

 
W prezentowanych badaniach sprawdzono wpływ AST na ekspresję genów, 

podkreślając kluczową rolę wątroby w metabolizmie lipidów. Otrzymane wyniki wykazały, że 

wątroba prosiąt żywionych paszą z dodatkiem AST charakteryzowała się obniżoną ekspresją 

genu NR1H3, którego hamowanie może sprzyjać regeneracji hepatocytów po stłuszczeniu 

wątroby (Nakamuta i in., 2009; Zhang i in., 2016). Zaobserwowano również zwiększoną 

ekspresję genu CYP7A1, który jest kluczowy dla metabolizmu cholesterolu i jego wydalania  

z wątroby poprzez syntezę kwasów żółciowych. Zmiany te sugerują, że AST może wspomagać 

procesy detoksykacyjne i homeostazę lipidową w wątrobie (Wang i in., 2022b). Ponadto, 

stwierdzono obniżenie ekspresji genów NOTCH1 i CREB, jednak ich dokładna rola w procesie 

łagodzenia zwłóknienia wątroby pozostaje niejasna. W prezentowanym doświadczeniu 
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zauważalny był związek między niższą ekspresją CREB i niższą zawartością kolagenu w tkance 

wątroby prosiąt otrzymujących w paszy dodatek AST. Gen CREB wpływa na aktywację  

i proliferację komórek gwiaździstych, a także na stan zapalny. Ponadto badania wskazują, że 

gen CREB bierze udział w odkładaniu się macierzy pozakomórkowej i utracie komórek 

funkcjonalnych (Eng i Friedman, 2001; Li i in., 2018b). Z kolei, szlak sygnałowy NOTCH jest 

kluczowy dla adipogenezy, w tym proliferacji i różnicowania progenitorów adipocytów. 

Badania opisywane w literaturze podają, że haploinsuficjencja zwiększa akumulację tłuszczu  

i wiąże się z insulinoopornością, a w przypadku zwłóknienia wątroby udokumentowano 

aktywację NOTCH (Ferrando, 2009; Yamaguchi i in., 2021). Można więc wnioskować, że  

w oparciu o analizę ekspresji genów, AST wykazuje potencjał ochronny wobec wątroby.  

Otrzymane wyniki przeprowadzonych chemicznych analiz właściwości 

antyoksydacyjnych AST (FRAP i DPPH) i immunoenzymatycznych w surowicy krwi,  

w połączeniu z rezultatami stwierdzonymi w analizie histologicznej i genomicznej tkanki 

wątroby, wykazały pewne aspekty protekcyjnego działania AST i interesującą możliwość 

wykorzystania tej naturalnej substancji jako prozdrowotnego dodatku do paszy dla prosiąt. 

Jednakże stosowanie AST w praktyce, opisanie zaobserwowanych niejasności oraz ustalenie 

optymalnej dawki AST, wymaga dalszych badań, szczególnie w warunkach produkcyjno-

fermowych oraz na zwierzętach starszych.  

  



59 
 

7. Podsumowanie 
 

Przeprowadzone badania wykazały, że dodatek do paszy dla prosiąt mączki z larw Hermetia 

illucens (HI) nie wpłynął negatywnie na wzrost, pobranie paszy ani status zdrowotny zwierząt. 

Suplementacja paszy astaksantyną (AST) również nie miała znaczącego wpływu na wyniki 

produkcyjne, natomiast ograniczyła stres oksydacyjny organizmu i poprawiła parametry krwi, takie 

jak poziom hemoglobiny i żelaza, które spadały przy wyższym udziale mączki HI w paszy. Analiza 

słoniny przechowywanej w zamrożeniu przez 3 miesiące wykazała, że dodatek do paszy AST razem 

z mączką HI obniżył poziom wskaźnika TBARS. Wynik ten wskazuje na możliwość wykorzystania 

tych dodatków jako skutecznego antyoksydantu, ograniczającego skutki peroksydacji lipidów  

w tkance tłuszczowej. W przypadku mięsa nie uzyskano tak wyraźnego efektu.  

Analizy histologiczne wykazały, że jednoczesne podawanie AST wraz z mączką HI na 

poziomie 2,5% znacząco zwiększyło szerokość mięśniówki i jej warstw w dwunastnicy, co 

potencjalnie może przyczynić się do lepszej perystaltyki. Sama mączka HI na poziomie 2,5% 

wpłynęła na zwiększenie długości i szerokości kosmków, a podawana wraz z AST wpłynęła na 

polepszenie stosunku długości kosmków do głębokości krypt. W jelicie czczym widoczny był 

wpływ AST, która zwiększyła szerokość błony śluzowej, warstwy mięśni podłużnych, liczbę 

komórek kubkowych oraz długość kosmków. Zarówno w jelicie czczym, jak i krętym, widoczny 

był korzystny wpływ mączki HI na powierzchnię wchłaniania. Jest to związane m.in. z korzystnym 

wpływem mączki HI na jelito kręte, prowadzącym do wydłużenia kosmków. Wykazano zwiększoną 

proliferację komórek w kryptach dwunastnicy i jelita czczego, zwłaszcza w grupie otrzymującej 

2,5% HI. Jednak mączka HI nie wpłynęła na ekspresję białek połączeń ścisłych. 

Suplementacja paszy astaksantyną zmniejszyła odkładanie włókien kolagenowych  

w tkance wątroby prosiąt, co sugeruje potencjalną rolę tego dodatku w ochronie przed 

zwłóknieniem. Ponadto, zmniejszenie ekspresji genu NR1H3 oraz zwiększenie ekspresji genu 

CYP7A1 wskazuje na poprawę regeneracji hepatocytów i metabolizmu cholesterolu u prosiąt 

żywionych paszą z udziałem AST. Obniżona ekspresja genów NOTCH1 i CREB była powiązana z 

redukcją ilości kolagenu w wątrobie, choć rola tych genów w ograniczaniu zwłóknienia wątroby 

pozostaje niejasna. Uzyskane wyniki podkreśliły rolę AST w utrzymaniu homeostazy lipidowej  

i procesach detoksykacyjnych organizmu prosiąt.  

Podsumowując wyniki przeprowadzonych badań, można stwierdzić, że suplementacja paszy dla 

prosiąt w okresie okołoodsadzeniowym mączką HI i AST może stanowić cenne uzupełnienie diety 

prosiąt, poprawiając strukturę i funkcjonowanie jelit i wątroby, wspierając status zdrowotny oraz 

stabilność oksydacyjną tkanki tłuszczowej, bez negatywnego wpływu na wskaźniki produkcyjne 

zwierząt. 
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8. Wnioski  

 

1. Dodatek 2,5% mączki HI oraz AST podawane łącznie, mają pozytywny wpływ na 

strukturę jelit, co potencjalnie sprzyja lepszemu wchłanianiu składników 

odżywczych u prosiąt. 

 

2. Dodatek 2,5% mączki HI oraz AST, stosowane w mieszance paszowej oddzielnie 

lub razem, mogą zmniejszyć podatność tłuszczu wieprzowego na proces utleniania 

i wydłużyć jego trwałość. 

 

3. Stosowanie mączki HI i AST nie wpływa negatywnie na wskaźniki produkcyjne  

i status zdrowotny odsadzonych prosiąt. 

 

4. Astaksantyna stosowana jako dodatek paszowy dla prosiąt pełni rolę ochronną przed 

zwłóknieniem wątroby, przyczynia się do poprawy regeneracji hepatocytów  

i metabolizmu cholesterolu oraz detoksykacji organizmu. 
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10. Spis tabel, wykresów i rycin 

 

Rycina 1. Metodyka ogólna doświadczenia  

Rycina 2. Zdjęcia reprezentatywne preparatów histologicznych z jelit prosiąt. I-VI numery grup 

doświadczalnych. Powiększenie 4×, pasek skali = 200 µm. Barwienie: Pas-Alcian.  

Rycina 3. Obraz mikroskopowy tkanki wątroby: I - grupa kontrolna bez dodatku AST, VI - grupa z 

dodatkiem AST 

Tabela 1. Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na wybrane wskaźniki 

hematologiczne krwi prosiąt 

Tabela 2. Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na wybrane wskaźniki 

biochemiczne krwi prosiąt 

Tabela 3. Wpływ udziału mączki z Hermetia illucens i astaksantyny w paszy na podstawowe analizy 

chemiczne mięsa (m. longissimus) oraz stabilność oksydacyjną mięsa i tkanki tłuszczowej 

Wykres 1. Wpływ interakcji pomiędzy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) 

na wybrane parametry strukturalne ściany dwunastnicy (P2) 

Wykres 2. Wpływ interakcji pomiędzy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) 

na wybrane parametry strukturalne ściany jelita czczego (P2) 

Wykres 3. Wpływ interakcji pomiędzy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) 

na wybrane parametry strukturalne ściany jelita krętego (P2) 

Wykres 4. Wpływ suplementacji paszy mączką z larw Hermetia illucens (HI) oraz astaksantyną (AST) 

na stopień proliferacji enterocytów w kryptach jelita cienkiego i ekspresję białek połączeń ścisłych (P2) 

Wykres 5. Wpływ astaksantyny na stężenie enzymów oksydacyjnych. I - grupa kontrolna bez dodatku 

AST, VI - grupa z dodatkiem AST.  

Wykres 6. Średni odsetek włókien kolagenowych w wątrobie w grupie I kontrolnej oraz w grupie VI z 

dodatkiem AST.  

Wykres 7. Geny, których poziomy ekspresji różnią się statystycznie istotnie (P < 0,05) między dwiema 

badanymi grupami: I - grupa kontrolna bez dodatku AST, VI - grupa z dodatkiem AST.  

 

11. Kopie publikacji wchodzących w skład rozprawy doktorskiej (załącznik 
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12. Oświadczenia współautorów publikacji wchodzących w skład rozprawy 

doktorskiej (załącznik nr 2) 
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Simple Summary: Weaning is a stressful period that reduces digestive capacity and increases
oxidative stress and disease susceptibility in piglets. Feed additives can protect the piglets’ health
status in a natural way. This study aimed to evaluate the effects of full-fat H. illucens larvae meal (HI)
and astaxanthin (AST) supplementation on the growth performance and health status of weaned pigs.
HI contains bioactive substances (chitin, antimicrobial peptides, lauric acid) with immunostimulatory,
antimicrobial, and anti-inflammatory properties. Astaxanthin is a carotenoid pigment with strong
antioxidant and anti-inflammatory capacities. The results showed that astaxanthin supports the
inhibition of oxidative stress. In the experiment lasting from 35 to 70 days of age, 48 weaned pigs
(about 8.7 kg body weight) were involved. Both supplements were tested separately or combined
in feed mixtures. The 2.5% HI and AST supplementation can reduce the susceptibility of pork fat
to oxidation. However, a higher concentration of HI (5%) was not beneficial because of the adverse
changes in some of the red cell indices and thus should be combined with the antioxidant AST to
improve these indices. Both supplements did not negatively affect the piglets’ productivity.

Abstract: Weaning is a critical period in farming, and therefore, searching for health-promoting
feed additives of natural origin is necessary. This study aimed to evaluate the effects of full-fat
H. illucens larvae meal (HI) and astaxanthin (AST) supplementation on the growth performance and
health status of weaned pigs. The experiment was carried out on 48 pigs (8.7 kg) divided into six
groups: I—control; II—2.5% HI; III—5% HI; IV—2.5% HI and AST; V—5% HI and AST; VI—AST.
The experiment lasted from the 35th to 70th day of age, and animals were fed ad libitum. The results
obtained indicate that HI meal and astaxanthin had no effect on feed intake and utilization, weight
gain, or organ weight. Additionally, blood parameters remained within the norms. It seems that
astaxanthin supports the inhibition of oxidative stress, which became apparent in the case of some red
blood cell parameters. The 2.5% HI and AST supplementation can reduce the susceptibility of pork
fat to oxidation (lower adipose tissue TBARS). However, 5% HI in feed was not beneficial because of
the adverse changes in some red cell indices, and it should be combined with the antioxidant AST to
improve these indices.

Keywords: insect meal; astaxanthin; pigs; growth performance; biochemical blood indices; hemato-
logical blood indices

1. Introduction

One of the major problems generating economic losses in pig farming is the weaning
period of piglets [1]. There is a very stressful period of the animal’s life, involving separation
from the sow, environmental and nutritional changes increasing exposure to pathogens and
food antigens [2], and a new group hierarchy. Weaning from the sow disrupts the intestinal
integrity of piglets, reduces the digestive capacity of the digestive system, and increases
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intestinal oxidative stress and disease susceptibility in piglets [3]. One of the key factors
affecting piglet health is diet, and an important component of diet is an easily digestible
protein with a favorable amino acid composition. Currently, the main protein sources
for monogastric animals are post-extraction meals and oil-pressed cakes (e.g., soybean,
rapeseed), legumes seeds, animal origin proteins, or algal biomass [4–6]. The rapidly
growing human population and the increasing demand for meat and products of animal
origin have increased the need for protein feed quantities. The search for new protein
sources has become necessary because of the scarcity of plant-based feed protein sources
due to unfavorable climate changes and the aversion to genetically modified feedstuffs, so
the search for new protein sources has become necessary [6].

Attention has begun to turn to insect meal, which could provide an additional source of
nutritional components [7–9]. The innovative protein products obtained from various insect
species have already started to be used for salmonid feeds [10,11] as well as pet food [12].
As a result, interest in black soldier fly (Hermetia illucens) larvae (HI) as a sustainable protein
source for livestock has increased significantly. Insects’ production advantage is that they
can be reared at high densities and have a high bioconversion rate [9]. Organic biomass,
byproducts, or food waste can be used for their production, which contributes to more
efficient management of organic and inorganic nutrient resources, particularly nitrogen
and phosphorus recycling [8,13]. There are currently two types of H. illucens larvae meal in
feedstuffs: defatted and full fat, in which the main difference is the fat and saturated fatty
acid content [6]; in the present experiment, a full-fat meal from H. illucens larvae was used.
The amount of crude protein in the full-fat HI meal was 426 g/kg, crude fat content was
264 g/kg, crude fiber content was 91 g/kg, and ash content was 85 g/kg. Noteworthy is
the amino acid composition of black soldier fly larvae meal. The most abundant essential
amino acids were leucine (26.2 g/kg), lysine (21.6 g/kg), and phenylalanine + tyrosine
(36.2 g/kg). Promising in terms of improving the health status of animals is the presence
in insects of bioactive substances such as chitin, antimicrobial peptides, and specific fatty
acids (notably lauric acid) with immunostimulatory, antimicrobial, and anti-inflammatory
properties [14,15]. These bioactive compounds appear to be useful feed additives to
support the growth and health of piglets by stimulating their immune response, which is
important when conducting intensive livestock production and limiting therapy, especially
with antibiotics.

The young piglet’s body develops rapidly, which is associated with an accelerated
metabolism. This and weaning stress affect the production of significant amounts of free
radicals [16]. Reactive oxygen species from the mitochondrial electron transport chain
or excessive stimulation of NAD(P)H) cause oxidative stress can be important media-
tors of damage to cellular structures, including lipids and membranes, proteins, and
DNA [17]. Therefore, adding antioxidants to the diet seems beneficial, which can help
counteract the negative effects of oxidative stress [18]. As an antioxidant in the present
experiment, astaxanthin was used, which is one of the carotenoid pigments with strong
antioxidant, anti-inflammatory, and anticancer properties [19]. The antioxidant properties
of astaxanthin are 14 times greater than those of vitamin E, 54 times greater than those of
β-carotene, and 65 times greater than those of vitamin C [20]. In addition, astaxanthin is
believed to protect against apoptosis by regulating mitochondrial proteins [21]. A study by
Macedo et al. (2010) [22] found that astaxanthin, by reducing the level of pro-inflammatory
cytokines in lipopolysaccharide-stimulated neutrophils, improves the phagocytic capacity
of neutrophils and their bactericidal capacity, and reduces the amount of hydrogen peroxide
and superoxide anion they produce.

Given the above, this experiment aimed to study the effects of Hermetia illucens larvae
meal and astaxanthin as feed additives, with the potential to improve the health status
and production indicators of weaned pigs. The blood health indices (biochemical and
hematological), growth performance, and meat quality traits were estimated.
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2. Materials and Methods
2.1. Ethical Approval

All procedures included in this study relating to the use of live animals agreed with the
First Local Ethics Committee for Experiments with Animals in Cracow, Poland (Resolution
No. 420/2020, date 22 July 2020). Throughout the experimental period, the health status of
postweaning pigs was regularly monitored by a veterinarian.

2.2. Animals and the Layout of the Experiment

The experiment was conducted on forty-eight 35-day-old post-weaning pigs (bar-
rows) weighing about 8.7 kg (±0.2 kg). The barrows were of the Polish Landrace (PL)
breed. The pigs were divided into six groups, with eight pigs in each: group I—control,
group II—addition of 2.5% Hermetia illucens (HI) larvae meal, group III—addition of 5%
H. illucens larvae meal, group IV—addition of 2.5% H. illucens larvae meal and astaxan-
thin, group V—addition of 5% H. illucens larvae meal and astaxanthin, group VI—addition
of astaxanthin. The Hermetia illucens larvae meal was a full-fat product obtained from
commercial sources (HiProMine S.A., Robakowo, Poland). The astaxanthin originated
from Haematoccocus pluvialis (Podkowa AD 1905 sp. z o.o., Lublin, Poland) and was added
in the amount of 0.025 g per 1 kg (25 mg per kg) of feed mixture. All piglets were fed
an iso-protein and iso-energetic diet, meeting the requirements according to the Polish
standards of pig feeding [23]. The ingredient composition and nutritive value of the diets
are shown in Table 1. Basic chemical analyses of feed mixture samples were performed
according to standard methods [24].

Table 1. Ingredients (%) and nutritive value of diets in the experiment.

I II III IV V VI

Items Control HI 2.5% HI 5% HI 2.5%
+ AST

HI 5%
+ AST AST

Soybean pressed cake 19 16 13 16 13 19
Hermetia illucens larvae meal - 2.5 5 2.5 5 -

Wheat 42.2 43.6 44.2 43.6 44.2 42.2
Corn 20 20 20 20 20 20

Rapeseed oil 0.8 - - - - 0.8
Skimmed milk powder 10 10 10 10 10 10

Dried whey 5 5 5 5 5 5
1-Ca phosphate 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4

Feed chalk 1.2 1.1 1.1 1.2 1.1 1.2
Salt 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

Lysine 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Methionine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Threonine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Tryptophan 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Vitamin–mineral premix * 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Astaxanthin (0.025 g/kg) - - - + + +

Content in 1 kg:
Dry matter, g 901 899 898 899 898 901

Crude protein, g 183 183 183 183 183 183
Crude fat, g 40 36 40 36 40 40

Crude fiber, g 27 28 29 28 29 27
Crude ash, g 56 55 54 55 54 56

Metabolizable energy, MJ ** 13.8 13.7 13.7 13.7 13.7 13.8
Lysine, g 13.7 13.7 13.6 13.7 13.6 13.7

Methionine + Cystine, g 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2 8.2
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Table 1. Cont.

I II III IV V VI

Items Control HI 2.5% HI 5% HI 2.5%
+ AST

HI 5%
+ AST AST

Threonine, g 8.8 8.8 8.7 8.8 8.7 8.8
Tryptophan, g 2.7 2.7 2.7 2.7 2.7 2.7

Calcium, g 7.6 7.7 7.6 7.7 7.6 7.6
Phosphorus digestible, g 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1

Abbreviations: HI—Hermetia illucens larvae meal; AST—astaxanthin. I, II, III, IV, V, VI—number of groups:
group I—control, group II—addition of 2.5% Hermetia illucens (HI) larvae meal, group III—addition of 5%
H. illucens larvae meal, group IV—addition of 2.5% H. illucens larvae meal and astaxanthin, group V—addition
of 5% H. illucens larvae meal and astaxanthin, group VI—addition of astaxanthin. * Content in 1 kg of premix:
vit A—2,400,000 IU; vit D3—400,000 IU; vit E—8000 IU; vit B1—400 mg; vit B12—6000 µg; vit B2—1000 mg; vit
B5—3000 mg; vit B6—600 mg; vit K—400 mg; biotin—30,000 µg; niacin—5008.3 mg; folic acid—100 mg; pan-
tothenic acid—2760 mg; choline—24,193.548 mg; betaine—12,000 mg; Cu—20,000 mg; Fe—20,000 mg; I—200 mg;
Mn—8000 mg; Se—60 mg; Zn—24,000 mg; Ca—267.979 g; Cl—6.268 g; K—0.066 g; Mg—30 g; Na—0.037 g;
S—22.245 g. ** Metabolizable energy was calculated using Hoffmann and Schiemann’s equation (1980) [25].

The experimental fattening lasted 35 days. The pigs were kept in individual pens
and received feed and water ad libitum. The animals were individually weighed on the
experiment’s first and last day. Daily feed intake and conversion, as well as animal weight
gain, were calculated. At the end of the experiment, all pigs were slaughtered. The animals
were killed with an approved standard method by simply stunning with a specialized
penetrating pin device Blitz (Germany), along with cartridges caliber 9 × 17 mm dedicated
to slaughtering pigs. Blood was collected in tubes for biochemical and hematological
analysis. Intestine sections, kidneys, stomach, liver, and spleen were collected for weighing.
Samples of muscle (longissimus m.) and adipose (backfat) tissue were also taken from
the area between the last thoracic and first lumbar vertebrae. The dissected intestine
sections (duodenum, jejunum, ileum, cecum, and large intestine) were rinsed, weighed, and
measured. The pH of the stomach, duodenum, jejunum, ileum, large intestine, and caecum
digesta was measured with a HI 99163 pH-meter (Hanna Instruments Inc., Woonsocke, RI,
USA), with automatic temperature compensation from −5 to 105 ◦C and equipped with a
pH/T◦ FC 232 combination electrode.

2.3. Blood Analysis
2.3.1. Hematological Parameters

The full blood samples were analyzed using the Vet Mythic 18 automatic hematology
analyzer (Orphée C2 Diagnostics, France). The parameters evaluated were total white
blood cell (WBC) count, lymphocytes (LYM), monocytes (MON), granulocytes (GRA), red
blood cells (RBC) count, hemoglobin content (HGB), hematocrit (HCT), mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), red cell distribution width (RDWC),
number of platelets (PLT) and their mean volume (MVP), platelet size heterogeneity index
(PDW), and plateletcrit (PCT).

2.3.2. Biochemical Parameters

Blood samples for the biochemical parameters were collected in test tubes and cen-
trifuged (3500× g, 15 min, 4 ◦C) to obtain serum samples. The biochemical indices were
colorimetrically measured using test Cormay kits (Lublin, Poland) and a BS-180 biochem-
ical automatic analyzer (Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co. Ltd., Shenzhen,
China). The following parameters were determined: total cholesterol (CHOL), high-density
lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), triacylglycerides (TG), lactate dehydro-
genase (LDH), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline
phosphatase (ALP), glucose (GLU), albumin (ALB), creatinine (CREA), urea (UREA), total
protein (TP), calcium (Ca), phosphate (P), magnesium (Mg), iron (Fe).
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2.4. Meat and Backfat Sample Collection and Analysis

Samples of meat (longissimus m.) and adipose tissue (backfat) were taken from the
area between the last thoracic and the first lumbar vertebrae. Basic chemical analyses (dry
matter, crude protein, crude fat, and crude ash) of meat samples were performed according
to standard methods [24]. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were analyzed
in meat and backfat samples after 3 months of storage at –20 ◦C, using a modified method
proposed by Pikul et al. (1989) [26]. In brief, 10 g of shredded sample was homogenized
with 50 mL of 4% perchloric acid with butylated hydroxytoluene. After filtration, 5 mL of
the filtrate was mixed with 5 mL of 2-thiobarbituric acid (0.02 M). The solution was heated
in a test tube for 1 h, in a boiling water bath, and then cooled under running water for
10 min. The measurement was carried out at 532 nm against a calibration curve containing
a blank sample.

2.5. Statistical Analysis

Data were analyzed by 2-way ANOVA using Statistica® ver. 13.3 software packages
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) [27]. The model included two main factors: (1) Hermetia
illucens larvae meal share (2.5% vs. 5.0%) and (2) the astaxanthin presence in the feed
mixture, and their interactions. Each individual piglet served as an experimental unit
(n = 8, per group). Before the data analysis, the normality of the data was tested using the
Shapiro–Wilk test and histograms were evaluated. Duncan’s test was used to compare
differences between averages when the difference was found to be significant (p < 0.05).

3. Results
3.1. Growth Performance

All animals were healthy during the experiment and showed no signs of disease.
Indicators of weight gain, feed conversion ratio, average daily gain, feed intake, and param-
eters collected during dissection are shown in Tables 2 and 3. There were no statistically
significant differences between the groups.

Table 2. Effect of Hermetia illucens meal share and astaxanthin presence in feed on the productivity
performance of piglets.

Hermetia illucens
Share (HI)

Astaxanthin
Share (AST) I II III IV V VI p-Level

Items 0 2.5 5 - + Control HI 2.5% HI 5% HI 2.5%
+ AST

HI 5%
+ AST AST HI AST HI ×

AST SEM

Average body
weight, kg

1st day of experiment 8.74 8.64 8.75 8.70 8.72 8.89 8.58 8.64 8.70 8.85 8.60 0.886 0.941 0.578 0.10
35th day of experiment 34.19 34.46 34.19 34.28 34.29 34.36 34.43 34.05 34.49 34.32 34.05 0.883 0.988 0.897 0.24
Average daily weight

gains, g
1–35 day of experiment 727 738 727 731 730 728 738 726 737 728 727 0.692 0.985 0.992 5.63

Average daily feed
intake, kg

1–35 day of experiment 1.08 1.08 1.08 1.08 1.08 1.08 1.09 1.08 1.08 1.08 1.08 0.959 0.991 0.781 0.01
Feed conversion

ratio, kg
1–35 day of experiment 1.49 1.47 1.50 1.48 1.48 1.49 1.46 1.50 1.47 1.49 1.49 0.191 0.876 0.853 0.01

I, II, III, IV, V, VI—number of groups; Hermetia illucens share of 0% (groups I and VI), Hermetia illucens share of 2.5%
(group II and group IV), Hermetia illucens share of 5% (group III and group V) and astaxanthin supplementation
(groups IV, V, and VI), without astaxanthin supplementation (groups I, II, and III).
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Table 3. Effect of Hermetia illucens meal share and astaxanthin presence in feed on the weight of
organs and digestive tract sections of piglets.

Hermetia illucens
Share (HI)

Astaxanthin
Share (AST) I II III IV V VI p-Level

Items 0 2.5 5 - + Control HI 2.5% HI 5% HI 2.5%
+ AST

HI 5%
+ AST AST HI AST HI ×

AST SEM

Liver 2.63 2.63 2.62 2.61 2.64 2.63 2.60 2.61 2.65 2.62 2.64 0.96 0.665 0.953 0.03
Spleen 0.21 0.20 0.20 0.21 0.21 0.21 0.21 0.20 0.20 0.20 0.21 0.522 0.917 0.972 0.003
Kidney 0.27 0.28 0.27 0.28 0.27 0.28 0.28 0.27 0.27 0.28 0.27 0.977 0.687 0.797 0.004

Stomach 0.74 0.75 0.74 0.75 0.74 0.74 0.75 0.74 0.75 0.73 0.73 0.908 0.596 0.963 0.01
Duodenum 0.08 0.07 0.08 0.08 0.08 0.08 0.07 0.08 0.07 0.08 0.08 0.262 0.513 0.34 0.002

Caecum 0.28 0.27 0.28 0.28 0.27 0.27 0.28 0.27 0.27 0.28 0.28 0.965 0.886 0.742 0.003
Small intestine 3.37 3.37 3.35 3.35 3.37 3.35 3.38 3.33 3.35 3.36 3.39 0.967 0.862 0.907 0.04
Large intestine 1.67 1.69 1.66 1.67 1.68 1.68 1.69 1.65 1.70 1.66 1.67 0.746 0.901 0.987 0.02

I, II, III, IV, V, VI—number of groups; Hermetia illucens share of 0% (groups I and VI), Hermetia illucens share of 2.5%
(group II and group IV), Hermetia illucens share of 5% (group III and group V) and astaxanthin supplementation
(groups IV, V, and VI), without astaxanthin supplementation (groups I, II, and III).

3.2. Blood Indices

The effects of insect meal from Hermetia illucens larvae administered at different doses
and astaxanthin on the biochemical blood indices, as well as the interaction between these
factors, are shown in Table 4. Lipid profile was not affected by the HI meal, except HDL
(p = 0.03) and LDH content (p < 0.01), and not by the astaxanthin supplementation in feed.
Analyzing the hepatic/pancreas and the renal and osteological profiles, some varied effects
of experimental nutritional factors were observed. HI meal lowered the GLU content
(p < 0.05) when added at 5% in the feed, while the astaxanthin supplementation increased
the GLU and ALP contents. However, in the case of ALP as well as ALB content, the
interaction was statistically significant: these parameters were higher when astaxanthin was
added to the feed mixture together with the HI meal. The 2.5% HI meal supplementation
in feed increased the p-level (p < 0.01) and decreased the CREA level (p = 0.02) in piglets’
blood, while 5% HI meal supplementation lowered the Ca level (p < 0.01). The Mg content
in the blood was not affected by the HI meal addition in feed. The astaxanthin increased
CREA, Ca, and Mg levels (p < 0.01). The interaction (p < 0.01) between both nutritional
factors was noticed in the TP amount in the blood, which was the lowest in piglets receiving
a feed mixture containing HI meal without astaxanthin.

The results of the hematological analysis of piglet blood are shown in Table 5. Astaxan-
thin supplementation did not affect white blood cell counts, while the 5% HI meal increased
LYM counts (p = 0.04). Significant interactions indicate that MON and GRA were affected
only when both dietary factors were used together, and the highest amount of MON and
GRA was observed in piglets fed a mixture containing 5% HI meal along with AST (p = 0.01
and 0.02, respectively). Both HI meal and AST affected red blood cell parameters (p < 0.05),
but the interaction was significant for HCT and MCV only. The lowest values of these
parameters were read for the groups fed 5% HI meal supplementation (p < 0.01; p = 0.02).
Analyzing the main factors, a significant increase in the level of RDWC after the addition of
AST and 5% HI was noticeable (p < 0.01). The number of RBCs increased after the addition
of AST (p < 0.01) but was not affected by HI meal in the diet. The Fe level was lower in the
blood of piglets fed with HI meal (p = 0.01) but was about 30% higher after the addition of
astaxanthin (p < 0.01). HGB level decreased after supplementation with AST (p < 0.01) and
5% HI meal (p = 0.02) meal. Both AST and 5% HI meal decreased MCH (p < 0.01). In the
case of platelet parameters, the only effect was observed in PDW when 2.5% HI meal was
used in the feed mixture, which significantly reduced this value (p < 0.01).
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Table 4. Effect of Hermetia illucens meal share and astaxanthin presence in feed on the biochemical indices of piglets’ blood.

Hermetia illucens Share
(HI)

Astaxanthin Share
(AST) I II III IV V VI p-Level

Items 0 2.5 5 - + Control HI 2.5% HI 5% HI 2.5%
+ AST

HI 5%
+ AST AST HI AST HI ×

AST SEM

Lipid profile
CHOL, mg/dL 97.4 100.4 93.7 96.0 98.4 95.7 102.8 89.8 98.1 97.6 99.4 0.415 0.573 0.458 2.01

TG, mg/dL 41.0 46.2 36.8 42.5 40.1 43.1 46.4 38.0 46.0 35.6 38.6 0.063 0.445 0.870 1.60
HDL, mg/dL 40.5 ab 44.7 a 38.7 b 40.3 42.2 38.8 44.7 37.6 44.6 39.8 42.3 0.031 0.321 0.716 0.94
LDL, mg/dL 51.3 49.4 49.1 50.4 49.5 51.7 51.8 47.6 46.9 50.6 50.8 0.767 0.736 0.487 1.28

LDH, U/L 1324.7 a 1482.1 a 1706.8 b 1528 1472.5 1300.7 1556.6 1755.1 1407.5 1658.4 1351.7 <0.01 0.426 0.576 45.10
Hepatic and

pancreas profile
ALT, U/L 46.4 48.7 46.6 48.0 46.5 46.7 51.4 46.0 46.0 47.3 46.2 0.756 0.570 0.590 1.32
AST, U/L 50.3 57.1 54.9 55.9 52.2 50.4 58.6 59.3 55.6 50.6 50.2 0.483 0.406 0.758 2.28
ALP, U/L 237.5 255.4 261.4 234.8 a 268.2 b 263.4 ab 217.5 a 220.0 a 293.4 b 302.8 b 208.4 a 0.374 0.031 <0.01 9.08

GLU, mg/dL 135.6 a 136.4 a 120.9 b 121.2 a 141.3 b 131.8 124.1 106.3 148.6 135.5 139.9 0.046 <0.01 0.269 3.25
ALB, g/dL 4.2 3.9 3.9 3.9 4.1 4.34 d 3.8 ab 3.7 a 4.1 bcd 4.2 cd 4.0 abc 0.058 0.115 <0.01 0.05

Renal profile
CREA, mg/dL 1.0 a 0.9 b 1.0 ab 0.9 a 1.0 b 1.0 0.8 0.9 1.0 1.1 1.0 0.022 <0.01 0.177 0.02
UREA, mg/dL 23.8 21.3 22.4 22.2 22.8 25.8 20.3 20.2 22.3 24.5 21.6 0.591 0.712 0.187 0.96

TP, g/dL 6.3 6.2 6.0 6.1 6.3 6.4 b 6.1 b 5.6 a 6.3 b 6.4 b 6.2 b 0.174 0.051 <0.01 0.07
Ca, mg/dL 12.2 a 12.7 a 10.9 b 11.5 a 12.4 b 11.8 12.6 10.0 12.9 11.8 12.6 <0.01 <0.01 0.085 0.19
P, mg/dL 10.3 a 11.4 b 9.6 10.6 10.3 10.5 11.3 10.0 11.4 9.2 10.1 <0.01 0.322 0.581 0.19

Mg, mg/dL 2.2 2.3 2.2 2.1 a 2.4 b 2.1 2.3 2.0 2.4 2.3 2.3 0.162 <0.01 0.603 0.05
Osteological profile

Ca, mg/dL 12.2 a 12.7 a 10.9 b 11.5 a 12.4 b 11.8 12.6 10.0 12.9 11.8 12.6 <0.01 <0.01 0.085 0.19
P, mg/dL 10.3 a 11.4 b 9.6 a 10.6 10.3 10.5 11.3 10.0 11.4 9.2 10.1 <0.01 0.322 0.581 0.19
ALP, U/L 237.5 255.4 261.4 234.8 a 268.2 b 263.4 ab 217.5 a 220.0 a 293.4 b 302.8 b 208.4 a 0.374 0.031 <0.01 9.08

ALB, g/dL 4.2 3.9 3.9 3.9 4.1 4.3 d 3.8 ab 3.6 a 4.1 bcd 4.2 cd 3.9 abc 0.058 0.115 <0.01 0.05

I, II, III, IV, V, VI—number of groups; Hermetia illucens share of 0% (groups I and VI), Hermetia illucens share of 2.5% (group II and group IV), Hermetia illucens share of 5% (group III and
group V) and astaxanthin supplementation (groups IV, V, and VI), without astaxanthin supplementation (groups I, II, and III).a,b,c,d—values within a row with different superscripts differ
significantly at p ≤ 0.05. Abbreviations: CHOL—total cholesterol, HDL—high-density lipoprotein, LDL—low-density lipoprotein, TG—triacylglycerides, LDH—lactate dehydrogenase,
ALT—alanine aminotransferase, AST—aspartate aminotransferase, ALP—alkaline phosphatase, GLU—glucose, ALB—albumin, CREA—creatinine, UREA—urea, TP—total protein,
Ca—calcium, P—phosphate, Mg—magnesium.
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Table 5. Effect of Hermetia illucens meal share and astaxanthin presence in feed on the hematological indices of piglets’ blood.

Hermetia illucens Share
(HI)

Astaxanthin Share
(AST) I II III IV V VI p-Level

Items 0 2.5 5 - + Control HI 2.5% HI 5% HI 2.5%
+ AST

HI 5%
+ AST AST HI AST HI ×

AST SEM

WBC, 103/µL 9.5 11.4 12.0 10.4 12.2 9.9 10.6 10.6 12.3 14.8 8.5 0.093 0.201 0.203 0.57
LYM, 103/µL 4.5 a 6.3 ab 7.0 b 5.3 7.2 4.4 5.1 6.3 7.6 8.4 4.6 0.043 0.058 0.508 0.43
MON, 103/µL 0.5 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 ab 0.5 ab 0.4 a 0.3 a 0.6 b 0.5 ab 0.444 0.308 0.012 0.02
GRA, 103/µL 4.6 4.7 4.5 4.6 4.6 5.1 ab 5.0 ab 3.9 ab 4.4 ab 5.8 b 3.4 a 0.657 0.733 0.022 0.24
RBC, 106/µL 6.2 6.5 6.1 5.7 a 6.9 b 5.7 6.1 5.4 6.9 6.9 6.8 0.210 <0.01 0.218 0.12
HGB, g/dL 12.9 a 12.7 a 11.7 b 13.0 a 11.8 b 13.9 13.4 11.8 12.0 11.7 11.8 0.024 <0.01 0.081 0.20
Fe, µg/dL 140.3 a 116.4 b 107.0 b 106.1 a 137.8 b 125.8 104.1 86.0 128.8 128.0 156.6 0.011 <0.01 0.743 5.37

HCT % 39.8 a 41.0 a 35.6 b 35.5 a 42.3 b 37.7 b 38.3 bc 30.3 a 43.7 d 41.0 cd 42.2 d <0.01 <0.01 <0.01 0.74
RDWC % 18.8 a 18.0 a 20.0 b 18.5 a 19.4 b 18.5 17.2 19.8 18.7 20.2 19.2 <0.01 0.032 0.518 0.23
MCV, µm3 64.0 a 63.4 a 58.4 b 62.2 61.7 65.7 d 63.2 cd 57.1 a 63.5 cd 59.6 ab 62.1 bc <0.01 0.724 0.025 0.59
MCH, pg 21.3 a 19.8 b 19.6 b 22.9 a 17.5 b 24.2 22.1 22.3 17.5 17.0 18.0 <0.01 <0.01 0.120 0.43

PLT, 103/µL 220.4 272.6 235.8 241.8 243.2 211.4 277.4 240.3 267.8 231.3 230.5 0.068 0.993 0.760 9.19
PDW % 39.9 a 31.9 b 43.6 a 36.9 40.2 37.3 31.2 42.0 32.5 45.2 42.9 <0.01 0.079 0.652 1.16
PCT % 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.127 0.967 0.605 0.01

MPV, µm3 8.3 8.4 8.8 8.3 8.7 8.1 8.2 8.7 8.7 8.9 8.4 0.055 0.076 0.838 0.09

I, II, III, IV, V, VI—number of groups; Hermetia illucens share of 0% (groups I and VI), Hermetia illucens share of 2.5% (group II and group IV), Hermetia illucens share of 5% (group III and
group V) and astaxanthin supplementation (groups IV, V and VI), without astaxanthin supplementation (groups I, II and III). a,b,c,d—values within a row with different superscripts differ
significantly at p ≤ 0.05. Abbreviations: WBC—white blood cells; LYM—lymphocytes; MON—monocytes; GRA—granulocytes; RBC—red blood cells; HGB—hemoglobin; Fe—iron;
HCT—hematocrit; RDWC—red blood cell distribution width; MCV—mean corpuscular volume; MCH—mean corpuscular hemoglobin; PLT—platelets; PDW—platelet distribution
width; PCT—plateletcrit; MPV—mean platelet volume.


