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WPLYW DODATKU PREPARATOW MINERALNO-HUMINOWYCH
ORAZ PRZECIWUTLENIACZY DO PASZY NIOSEK NA
AKTYWNOSC LIZOZYMU I CYSTATYNY W BIALKU JAJ

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu zywienia niosek pasza standardowa, wzbo-
gacong preparatami mineralno-huminowymi oraz przeciwutleniaczami (wit. A i E) na aktywno$¢ lizozymu
1 cystatyny. Materialem doswiadczalnym byty jaja pochodzace od trzech grup niosek linii Tetra SL, ktore
skarmiano: A (grupa kontrolna) pasza standardowa zawierajaca 17% biatka, 2700 kcal/kg; B z dodatkiem
witamin A i E (kolejno: 10 000 j/kg i 20 mg/kg paszy); C z dodatkiem 2% humobentofetu (HB) i humo-
karbowitu (HK) oraz witamin A i E (w ilo$ciach jw.). Do§wiadczenie przeprowadzono na jajach §wiezych
oraz przechowywanych przez 4 tygodnie w temperaturze 15°C. Aktywno$¢ lizozymu oznaczano spektro-
fotometrycznie, mierzac zmiany absorbancji roztworu bakterii Micrococcus lysodeicticus podczas enzy-
matycznej reakcji lizozymu. Inhibitorowa aktywnos$¢ cystatyny oznaczano metoda Nishida i wsp. oraz
Siewinskiego.

Zroznicowane zywienie istotnie wplynglo na poziom aktywnosci cystatyny w §wiezym biatku jaja.
W wariancie A, stanowiacym grupe kontrolna, aktywno$¢ cystatyny byta najwyzsza i osiagngla wartos§¢
421 j/100 mg biatka. W wariantach B i C, bedacych grupa statystycznie jednorodna, w ktdrych nioski
skarmiano paszami wzbogaconymi, uzyskano nizsze poziomy inhibitorowej aktywno$ci cystatyny.
W grupie C aktywnos¢ ta bylta nizsza o 26,2%, a w grupie B 0 26% w odniesieniu do proby kontrolne;j.
Biatko to nie wykazato stabilno$ci przechowalniczej. Podczas 4-tygodniowego okresu przechowywania jaj
aktywno$¢ cystatyny znacznie si¢ obnizyta w obrgbie wszystkich badanych grup. Najwyzszy spadek ak-
tywnosci cystatyny oznaczono w wariancie A, poziom ten obnizyt si¢ o 35% w poréwnaniu z biatkiem
Swiezym.

Wzbogacanie diety niosek korzystnie wptyneto na aktywnos¢ lizozymu w biatku jaj. Poziomy aktyw-
nos$ci enzymu w grupach B i C byly wyzsze niz w grupie kontrolnej. Najwyzsza warto$¢ aktywnosci lizo-
zymu otrzymano w biatku jaj pochodzacych od kur skarmianych pasza z dodatkiem witamin A i E (wa-
riant B).

Stowa kluczowe: nioski, jaja, cystatyna, lizozym, inhibitory proteinaz cysteinowych, humobentofet, hu-
mokarbowit
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Wprowadzenie

Jajo jest najwigksza komorka, ktora zawiera informacj¢ genetyczna oraz wiele
substancji niezbednych do rozwoju nowego zycia. Jest wigc ono biologiczna kompo-
zycja, w sktad ktorej wchodza substancje odzywcze, takie jak: biatka, thuszcze witami-
ny i zwiazki mineralne oraz biologicznie aktywne bialka petniace funkcje ochronna
przed drobnoustrojami rozwijajacego si¢ zarodka [4, 9]. Wsrdd tych ostatnich nalezy
wymieni¢ lizozym, owomukoid, owoinhibitor, cystatyng i awidyng. Szczegolnie intere-
sujace sa: lizozym i cystatyna. Lizozym jest zasadowym bialkiem globularnym o masie
czasteczkowej 14 300 Da. U roznych gatunkow ptakow zidentyfikowano odmienne
formy tego biatka, rdzniace si¢ masa czasteczkowa oraz pochodzeniem gatunkowym
ptaka. Lizozym typu c wystgpuje w jajach ptakow grzebiacych i kaczek, natomiast
lizozym typu g w jajach gesi i dzikiego ptactwa [4]. Lizozym wykazuje aktywnos¢
muramidazy i chitynazy, przez co ma wlasciwosci bakteriobdjcze. Biatko to charakte-
ryzuje si¢ zdolnoscia flokulacyjna w wyniku oddzialywania elektrostatycznego do
ujemnie natadowanej $ciany komorkowej bakterii [10]. Lizozym ma zdolnos$¢ inakty-
wacji wirusow poprzez wiazanie si¢ z ich DNA. Dzigki trawieniu pozostatosci $cian
uszkodzonych bakterii lizozym prowadzi do powstania antygenowych fragmentoéw
glikopeptydowych, ktore inicjuja formowanie si¢ przeciwciat [5, 6, 9, 12].

Cystatyna wykazuje wiasciwosci bakteriobodjcze i antywirusowe [6]. Nalezy do
rodziny endogennych inhibitorow proteinaz cysteinowych [13]. Biatko to wykazuje
silne dziatanie inhibitorowe w stosunku do ficyny i papainy, ponadto wykazuje zdol-
no$¢ inhibowania bromelainy i katepsyn: B, H i L. Szczeg6lnie wazna funkcja cystaty-
ny jest wewnatrzkomoérkowa i zewnatrzkomorkowa kontrola rozktadu biatek [1]. Stad
tez cystatyna cieszy si¢ duzym zainteresowaniem w klinicystyce. Badania naukowe
wskazuja, ze cystatyna wyizolowana z biatka jaj kurzych, poprzez hamowanie ekspre-
sji katepsyn B i L w inwazyjnych komoérkach nowotworowych szczuréw, moze by¢
rozwazana jako alternatywa dla lekoéw stosowanych w terapii przeciwnowotworowe;j
[9, 12].

Synteza bialek w jaju jest determinowana przez informacj¢ genetyczna zawarta
w DNA [3]. Moze ona jednak podlega¢ modelowaniu przez substancje dostarczone
w diecie. Modyfikacja sposobu zywienia niosek wpltywa wigc na poziom syntezy po-
szczegolnych bialek. Przemyst Zywnosciowy ukierunkowany jest na poszukiwanie
nowych czynnikow przedtuzajacych trwato§¢ produktow spozywczych. Lizozym
i nystatyna, jako substancje o silnych wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
i antywirusowych, moga znalez¢ zastosowanie jako $rodki ochronne w procesach
utrwalania zywnosci oraz w preparatach farmaceutycznych [2, 14].

Celem przedstawionej pracy bylo okreslenie wptywu zywienia niosek pasza stan-
dardowa wzbogacona preparatami mineralno-huminowymi oraz przeciwutleniaczami
(wit. A 1 E) na aktywnos¢ lizozymu i cystatyny.
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Materialy i metody badan

Materialem doswiadczalnym byty jaja pochodzace od trzech grup niosek linii Te-
tra SL skarmianych: A (grupa kontrolna) pasza standardowa zawierajaca 17% biatka,
2700 kcal/kg; B z dodatkiem witamin: A i E (kolejno: 10 000 j/kg i 20 mg/kg paszy)
i C z dodatkiem 2% humobentofetu (HB) i humokarbowitu (HK) oraz witamin A i E
(w ilosciach jw.). Eksperyment przeprowadzono na jajach $wiezych oraz przechowy-
wanych przez 4 tygodnie w temp. 15°C.

Aktywno$¢ lizozymu oznaczano metoda densymetryczna, mierzac zmiany absor-
bancji standardowej liofilizowanej zawiesiny $ciany komorkowej bakterii Micrococcus
lysodeicticus (Sigma) podczas reakcji z lizozymem. Reakcje prowadzono przez 6 min
w temp. 25°C, mierzac absorbancje przy A=450 nm, co 60 s w trakcie trwania reakcji.
Jednostke enzymatycznej aktywnos$ci lizozymu stanowita zmiana absorbancji zawiesi-
ny o warto$¢ 0,0001 w ciagu 1 min.

Inhibitorowa aktywno$¢ cystatyny oznaczano metoda Nishida i wsp. [7] oraz
Siewinskiego [8]. Metoda ta polega na kolorymetrycznym pomiarze produktéw po-
wstatych w wyniku enzymatycznej reakcji papainy z BANA (N-bezoil-DL-arginyl-p3-
naphtylamide hydrochloride), bedacym substratem. Reakcje¢ prowadzono przez 20 min
w temp. 37°C. Po tym czasie dzialanie enzymu hamowano roztworem 9,10-dimethyl-
1,2-benzoantracenu w kwasie octowym. Absorbancj¢ mierzono przy A = 450 nm. Za
jedna jednostke aktywnos$ci inhibitorowej cystatyny uznano ilo§¢ hamujaca jedna jed-
nostke aktywno$ci papainy, tj. takq ilo$¢ enzymu, ktoéra hydrolizuje 1,0 mmol substratu
w ciaggu 1 min w opisanych powyzej warunkach.

Analize wynikow przeprowadzono w programie Statistica wersja 6.0, przy uzyciu
jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA), na poziomie istotnosci p = 0,05.

Whiyniki i dyskusja

Modyfikacja sktadnikow paszy w zywieniu niosek wywarla znaczacy wptyw na
poziom aktywnosci cystatyny i lizozymu zarowno w $wiezym, jak i przechowywa-
nym biatku jaja. Najwyzsza aktywno$¢ cystatyny (421 j/100 mg) oznaczono w biatku
jaj od kur zywionych pasza standardowa (grupg kontrolna tab. 1). Wzbogacenie paszy
w witaminy A i E wraz z preparatami mineralno-huminowymi (wariant B) lub tylko
w witaminy A i E (wariant C), spowodowato obnizenie poziomu inhibitorowej aktyw-
nosci cystatyny o ok. 27%.

Podczas 4-tygodniowego przechowywania jaj aktywno$¢ cystatyny znacznie ob-
nizyla sig, szczegdlnie w jajach grupy kontrolnej (o ok. 35% w poréwnaniu z biatkiem
$wiezym). Ujemny wplyw procesu przechowywania jaj na inhibitorowa aktywno$¢
cystatyny stwierdzono w badaniach wykonanych przez Kopcia i wsp. [6], w ktorych
aktywnos$¢ cystatyny podczas 2-tygodniowego przechowywania jaj, pochodzacych od
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niosek skarmianych pasza standardowa, obnizyta si¢ o 7,4%, a po 4 tygodniach odno-
towano dalszy spadek aktywnosci o 88,6%. Badania te moga wskazywac na shusznos$¢
teorii, wedlug ktorej inhibitory proteinaz cysteinowych uczestnicza w mechanizmach
ochronnych zottka stanowiacego rezerwuar substancji odzywczych oraz rozwijajacego
si¢ zarodka, a ich zawarto$¢ zmiejsza si¢ podczas przechowywania jaj [11].

W przypadku lizozymu wzbogacenie paszy standardowej w witaminy wykazujace
wlasciwosci przeciwutleniajace korzystnie wptyneto na jego aktywno$¢ w jajach swie-
zych (tab. 2). Najwyzszy poziom aktywnos$ci lizozymu, wynoszacy 123383 j/100 mg,
oznaczono w biatku jaj pochodzacym od kur skarmianych pasza z dodatkiem witaminy
A i E (wariant B). Natomiast wprowadzenie do paszy substancji mineralno-
huminowych nie wptynglo istotnie na poziom aktywnosci enzymu. Wyzsze poziomy
aktywnosci lizozymu otrzymane w biatku jaj, podczas dostarczania nioskom witamin
A 1 E, moga by¢ wynikiem ochronnego dziatania tych przeciwutleniaczy w stosunku
do substancji thuszczowych uczestniczacych w przemianach metabolicznych, ktérych
wynikiem jest obecno$¢ estrogendow w serum krwi ptaka. Z kolei estrogeny wplywaja
na roznicowanie si¢ komorek jajowodu produkujacych albuminy i lizozym biatka [9,
15].

Tabela l
Aktywno$¢ cystatyny w biatku jaj §wiezych i przechowywanych w zaleznos$ci od modyfikacji zywienia.
Cystatin activity in fresh and stored egg white in relation to hens feed modification.

Inhibitorowa aktywnos$¢ cystatyny
Warianty doéwiadczenia Parametr statyst. . [' j/.IOO mg biatka] .
. . Statistical parame-|  Cystatin activity [units/100 mg protein])
Experiment variants . -
ter jaja §wieze jaja przechow. 4 tyg.
fresh eggs stored for 4 weeks eggs
A (grupa kontrolna) X 42114 251%
(control ) SD 14,4 19,1
B (wit. A + E) X 306° 274
(vitamins A+E) SD 19,5 53,1
C (2% humobentofet (HB),
humokarbowit (HK), wit. A + E)
(2% humobentofet, humocarbovite X 310° 288°¢
vitamins A+E) SD 21,1 17,7

Objasnienia: / Explanatory notes:

x — wartos¢ §rednia / mean value; SD- odchylenie standardowe / standard deviation;

a, b, ¢, d — grupy statystycznie jednorodne przy poziomie istotnosci p = 0,05 / the same letter in indices of

mean values shows no significant differences at p = 0.05.
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Tabela 2
Aktywno$¢ lizozymu w biatku jaj §wiezych i przechowywanych w zaleznosci od modyfikacji zywienia.
Lysozyme activity in fresh and stored egg white in relation to hens feed modification.

Inhibitorowa aktywno$¢ lizozymu

[j/100 mg biatka]
Warianty do$wiadczenia Parametr statyst. Inhibitorial Lysozyme activity
Experiment variants Statistical parameter [units/100 mg protein])
jaja $wieze jaja przechow. 4 tyg.

fresh eggs stored for 4 weeks eggs

A (grupa kontrolna) X 109 750° 116 483"¢
(control ) SD 4 548 6294
B (wit. A +E) X 123 383" 119 975"
(vitamins A+E) SD 4 826 2 831
C (2% humobentofet (HB),
humokarbowit (HK), wit. A + E) X 113 592°F 110 692°
(2% humobentofet, humocarbovite SD 6705 4270

vitamins A+E)

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Lizozym wykazal wigksza stabilno$¢ podczas przechowywania niz cystatyna.
Najnizsza aktywnos¢ tego biatka po 4 tygodniach przechowywania uzyskano w przy-
padku jaj pochodzacych od niosek skarmianych pasza wzbogacona w HB i HK z wit.
A i E (wariant C).

Whioski

1. Dodatek humobentofetu, humokarbowitu i witamin A i E do pasz wptynat na obni-
zenie poziomu aktywnosci cystatyny w jajach swiezych.

2. W trakcie 4-tygodniowego przechowywania jaj nastgpowal spadek aktywnos$ci
cystatyny w biatku, szczegdlnie jesli nioski byly zywione pasza standardowa.

3. Obecno$¢ witamin A i E w diecie niosek wplyngta korzystnie na poziom aktywno-
$ci lizozymu w biatku jaj.

Przedstawione wyniki stanowiq fragment badan realizowanych w ramach projek-
tu rozwojowego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr R1201401. Praca byla
prezentowana podczas XII Ogélnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ,
Lublin, 23-24 maja 2007 r.
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THE EFFECT WITH MINERAL-HUMINE PREPARATIONS AND ANTIOXIDANTS
ADDITION TO FEED ON THE ACTIVITY OF LYSOZYME AND CYSTATIN IN EGG WHITE

Summary

The aim of this paper was to recognise the effect of feed modification, with standard feeding enriched
with mineral-humine preparations and antioxidants (vit. A + E) on the activity of lysozyme and cystatin.

Experimental materials were eggs from 3 groups of Tetra SL laying hens: A control group with stan-
dard feeding (17% protein, 2700 kcal/kg); B with addition vitamins A (10 000 unit/kg) and E (20 mg/kg);
C with addition 2% humobentofet (HB), humocarbovit (HK) and vitamins A +E. Experiment occurred
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fresh Eggs stored 4 weeks at 15°C. Lysozyme activity was analysed spectrophotometrically by measuring
changes in optical density of Micrococcus lysodeicticus solution during enzymatic lysozyme reaction.
Inhibitory activity of cystatin was measured according to Nishida ez a/ [7] and Siewinski [8].

Differential feeding significantly affected the level of cystatin activity in fresh egg white. In control
group (A) this activity was the highest (421 units/100 mg protein). Lower cystatin activity was estimated
in eggs from groups B and C laid by hens with enriched feeding. In group C this activity was lower on
about 26.2% and in group B on 26%in comparison to control group. This protein did not have storage
stability. The activity of cystatin in all samples decreased during storage for 4 weeks. The highest decrease
of cystatin activity (35% related to fresh egg white) was analysed in group A.

Feeding modification had a positive effect on lysozyme activity in fresh egg white. The level of ly-
sozyme enzymatic activity was higher in groups B and C than in control group. The highest lysozyme
activity was obtained in egg white derivated from layers fed with vitamins A and E (group B).

Key words: laying hens, eggs, cystatin, lysozyme, cysteine protease inhibitors, humobentofet, humocar-
bovite
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