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Ksztattowanie si¢ poziomu lizozymu we krwi i narzqdach
zwierzqt Zywionych dietq z dodatkiem azotanoéw, azotynow,

fitazy i ledzwianu siewnego

Level of Lysozyme Activity in Tissues and Blood of Animals Fed on the Diet
Supplemented with Nitrite , Nitrate , Phytase and Raw Flat Pea Seeds

Lizozym jest enzymem bakteriolitycznym zaliczanym do f-1,4-N-acety-
lomuramidaz (EC.3.2.1.17), wyst¢pujacym w organizmach zwierzecych i roslin-
nych. Ten wazny sktadnik odpornosci bezkr¢gowcéw jest rowniez statym elemen-
tem odpornosci u cztowieka i wielu zwierzat nalezgcych do réznych grup kregow-
Cow. Lizozym wystepuje w narzadach, ptynach fizjologicznych i wydzielinach, a
jego funkcje obronne i odpornosciowe u zwierzat i cztowieka nie zostaty dotych-
Czas w pelni poznane.

Wyniki badan ostatnich lat dowodzg, Ze nie tylko stan zdrowotny, ale takze
Warunki utrzymania i Zywienia wywieraja wptyw na poziom odpornosci nieswoi-
Stej, powodujac zmiang wrodzonego miana aktywnosci lizozymu surowicy krwi.

Stosowanie intensywnego nawozenia azotem w uprawie roslin powoduje ku-
Mulacj¢ w cz¢sciach jadalnych znacznych ilosci azotanéw i azotynéw. Dotychcza-
Sowe badania nad azotanami i azotynami dotyczyty ich oddziatlywania toksycznego
Na organizm zwierzgey (10, 11). Nieliczne sa doniesienia o wplywie zwiazkow
4zotowych na uktad immunologiczny (2), w tym na poziom lizozymu we krwi i
tkankach zwierzat.

Fitaza jest enzymem nalezacym do wielkoczasteczkowych biatek, aktywnym
W ziarnach zb6z. Fitaza jest wytwarzana przez niektore grzyby, drozdze i bakterie.
Wystc;puje ona réwniez w jelitach niektorych zwierzat. Enzym ten odgrywa zasad-
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niczarolg w hydrolizie fityny do kwasu fosforowego lub jego soli, stanowigc cenn€
Zrodto fosforu. U zwierzat przezuwajacych fityna ulega hydrolizie pod wptywem
fitazy syntetyzowanej przez bakterie wystepujace w przedzotadkach, co u drobiu
nie wystepuje.

W dostepnej literaturze brak jestdanych dotyczacych odpowiedzi uktadu immu-
nologicznego w nastgpstwie stosowania dodatku fitazy do diety. Dlatego postano-
wiono zbada¢ wptyw suplementacji diety tym enzymem na jeden z czynnikow
odpornosci nieswoistej — lizozym.

Ostatnio duze zainteresowanie wzbudzily nasiona lgdZwianu siewnego, ktore
posiadaja wartosci odzywcze, ale moga tez wywiera¢ niekorzystny wplyw nd
niektore uktady i funkcje narzadowe organizmu (14).W zwiazku z tym podjgto
badania nad wptywem dodatku surowych i ekstrudowanych nasion lgdZzwiant
siewnego na aktywnos¢ lizozymu w surowicy krwi u swinek morskich. Celem
badan bylo okreslenie poziomu lizozymu we krwi i wybranych narzadach po
dodaniu diety zwiazk6w azotowych fitazy i lgdZwianu siewnego.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia nad immunotoksycznym oddziatywaniem azotanu i azotynu potasowego prée”
prowadzono na 60 kurczgtach, brojlerach linii Petra w wieku 6 tygodni. Zwierzgta podzielono na trzy
réwne grupy: grupa I (grupa kontrolna) otrzymywata wodg pitng bez dodatkow, zwierzgta grupy L
otrzymywaly wodg z dodatkiem azotanu potasowego o stgzeniu 0,02N, zas grupy Il z dodatkiem
azotynu potasowego o stgzeniu 0,005N ad libitum. Okres doswiadczen trwal 10 dni i po tym czasie
zwierzgta ubijano i pobierano krew oraz proby watroby, ptuc, sledziony, nerki i serca.

Badania nad wptywem fitazy na poziom lizozymu przeprowadzono na 40 przepiérkach rasy
faraon i takiej samej liczbie kurczat brojleréw rasy starbro. Poziom aktywnosci lizozymu ocenian®
w surowicy krwi kurczat i przepiorek zywionych pasza z dodatkiem fitazy Aspergillus firmy BASF
(750 jednostek/ kg) oraz w surowicy krwi ptakéw grup kontrolnych zywionych dieta standardowd
bez dodatku fitazy. Ptaki utrzymywane byty w klatkach w jednakowych warunkach termiczno-wil*
gotnosciowych i miaty staty dostgp do wody. Doswiadczenie trwato przez okres 8 tygodni, a proby
krwi do analiz pobrano po czterech tygodniach od rozpoczgcia doswiadczen oraz po ich zakonczeniy-

Badania nad wptywem nasion lgdZwianu siewnego na aktywno$¢ bakteriobGjcza lizozymu W
surowicy krwi przeprowadzono na 33 $winkach morskich obojga plci, w réZnym wieku, o masi¢
ciata od 290 do 540 g. Zwierzgta podzielono na trzy grupy, z ktorych pierwszy stanowity swinki
morskie Zywione pasza kontrolna. Drugy grupe stanowity swinki morskie Zywione pasza zawierajacd
25% surowych nasion lgdZzwianu siewnego, zas trzecig grupg Zywiono pasza zawierajacq do 25%
ekstrudowanych nasion lgdZwianu siewnego. Zwierzgta miaty swobodny dostgp do karmy i wody-
Okres do$wiadczen trwat 6 tygodni, a po tym okresie $winki wykrwawiano.

Poziom aktywnosci bakteriolitycznej lizozymu we krwi i w narzadach badanych zwierzd!
oceniano metoda basenikowo-dyfuzyjng w buforze Sorensena o pH 6,4 (8). Substratem dziatania
lizozymu byt liofilizat komérek Microccocus luteus (SIGMA). W watrobie, $ledzionie, ptucach, nerc®
i sercu stgzenie lizozymu oznaczono sporzadzajac homogenaty narzadow w aqua pro injectione, ktore
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nanoszono do basenikéw w podtozu agarozowym. Strefy bakteriolizy wokét basenikow oceniano po
24 godz. inkubacji w 37,0°C. Aktywno$¢ bakteriolityczng lizozymu we krwi i narzadach odczyty-
Wano z krzywej standardowej, wyznaczonej ze znanych stgzen EWL (Egg White Lysozyme) i
Wyrazono w pg/ml, w przeliczeniu na aktywnos¢ lizozymu biatka jaja kurzego (E C.3.2 1. 17). Wyniki
badari poddano analizie statystycznej, stosujac test (-Studenta.

OMOWIENIE WYNIKOW

WPLYW AZOTANOW 1 AZOTYNOW NA POZIOM LIZOZYMU

Zastosowane przez 10 dni dawki azotanéw i azotynéw w wodzie pitnej spowo-
dowaty obniZenie apetytu i pragnienia oraz nastroszenie pior i zahamowanie
Przyrostéw masy ciata u kurczat. éwiadczy to o toksycznym dziataniu podawanych
dawek. Nie stwierdzono jednak istotnych zmian we wskazZnikach hematologicz-
nych i biochemicznych. Natomiast zanotowano bardzo wyraZne supresyjne dzia-
tanie zwigzkéw azotowych na status immunologiczny ptakéw (ryc. 1).

Azotany i azotyny w przewodzie pokarmowym przechodza do tkanek i narza-
déw za posrednictwem krwi. We krwi lizozym wystgpuje w osoczu, w leukocytach
i trombocytach. W peinej krwi aktywnos¢ lizozymu w grupie kontrolnej (gr. I)
Wynosita Srednio 1095 pg/ml, u ptakéw pojonych roztworem azotanu potasowego
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Ryc. 1. Wplyw azotanéw i azotyn6w na poziom lizozymu we krwi oraz narzadach kurczat brojlerow
Effects of potassium nitrite and potassium nitrate on level of lysozyme activity in blood and tissues
of broiler chickens



290 M. Fiotka, T. Majewski

(gr. IT) obnizyta si¢ do 891 pug/ml, tj. 0 19%, zas w gr. Il poziom byt jeszcze nizszy:
obnizyt si¢ do 607 g/ml, tj. 0 31%. Roéznice migdzy Srednimi wartosciami grupy
kontrolnej a grupami dos§wiadczalnymi byty statystycznie istotne (p<0,01).

W surowicy krwi aktywnos$é bakteriolityczna ulegta tylko nieznacznemu obni-
zeniu w poréwnaniu ze zmianami w badanych narzadach i wynosita 232 pg/ml
w grupie kontrolnej, 204 pg/ml w grupie 11, zas 171 ug/ml w grupie II1.

Tkanka watrobowa ma decydujacy wplyw na utrzymanie rownowagi azotowej
organizmu, gdyz w watrobie w cyklu ornitynowym powstaje mocznik jako konco-
wy metabolit przemian azotowych. Poziom lizozymu w watrobie kurczat grupy
kontrolnej wynosit srednio 5900 pg/ml. U ptakéw otrzymujacych wodg z dodat-
kiem azotanu potasowego aktywnos¢ lizozymu obnizyta si¢ do 2000 pg/ml i byta
nizsza od stwierdzonej w grupie kontrolnej 0 66%, zas w grupie ptakéw otrzymu-
jacych wodg z dodatkiem azotynu potasowego wynosita 909 ug/ml, a tym samym
obnizyla si¢ az 0 85% w poréwnaniu z grupg kontrolng. RéZnice migdzy $rednimi
wartoSciami w poszczegélnych grupach ptakow byly statystycznie istotn€
(p=0,01).

Takze w $ledzionie kurczat grupy II stwierdzono statystycznie istotny spadek
aktywnosci lizozymu do wartosci 1849 ug/ml (p<0,01) oraz w gr. I1I do poziomy
2455 pg/ml (p=0,01) w poréwnaniu z grupg kontrolng (5620 pg/ml).

Stezenie lizozymu w plucach grupy II wynosito 2518 ug/ml i bylo nizsze niZ
w grupie kontrolnej (3100 g/ml), zas w grupie Il ksztaltowato si¢ na jeszcze
nizszym poziomie (2111 pg/ml). Réznice pomigdzy Srednimi wartosciami aktyw-
nosci lizozymu grupy 111 i kontrolnej wykazaty cechy statystycznej znamiennosci
(p=0,01).

U ludzi azotany sa szybko wydalane przez nerki, a ich zawarto§é w moczu ni€
zawsze jest proporcjonalna do iloSci pobranego zwigzku w diecie. Dlatego nerki
kurczat brojleréw staty si¢ réwniez obiektem badan dotyczacych zmian poziomU
lizozymu. St¢zenie lizozymu gr. II wynosito Srednio 516 pg/ml i byto nizsze ©
66% niz w grupie kontrolnej (1497 pg/ml), zas w grupie I1I ksztaltowato si¢ nd
poziomie grupy II (544 pg/ml). RéZnice migdzy Srednimi warto$ciami poziomy
lizozymu w nerkach ptakéw gr. I i Il oraz gr. I i I1I byly istotne statystyczni¢
(p=0,05).

W migsniu sercowym stg¢Zenie lizozymu w grupie kurczat brojleréw kontrol-
nych ksztattowato si¢ na wzglednie niskim poziomie i wynosito srednio 306 g/ml,
w gr. [ spadek poziomu tego enzymu byt nieznaczny (292 pug/ml), zas w grupie 1l
stwierdzono poziom zblizony do grupy kontrolne;j.

Zastosowane dawki azotanéw i azotynoéw wywarly wyrazny wptyw supresyjny
na aktywnos$c¢ bakteriobGjcza lizozymu zaréwno w narzadach wewngtrznych, jak '
w surowicy krwi brojleréw. Atef iwsp.(2)oraz De Saint Blanquat !
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Ryc. 2. Wplyw diety z dodatkiem fitazy na poziom lizozymu w surowicy krwi kurczat rasy starbro
Effects of diet supplemented with phytase on level of lysozyme activity in blood serum of chickens starbro
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Ryc. 3. Wplyw diety z dodatkiem fitazy na poziom lizozymu w surowicy krwi przepirek faraon
Effects of diet supplemented with phytase on level of lysozyme activity in blood serum of pharaoh quails

Wsp. (3) stwierdzili ujemny wplyw tych zwigzkéw na mechanizmy obronne u
Szczuréw. Obserwowali oni takze supresyjny wplyw azotanéw i azotynéw na mase
grasicy i tworzenie si¢ kolagenu oraz mukopolisacharydéw. Prawdopodobnie
jednym z mechanizméw supresyjnego dziatania moga by¢ zaburzenia na poziomie
z Oddychania tkankowego spowodowane hipoksja (13) z rtéwnoczesnym hamowaniem
Cytochroméw, a takze uszkodzeniem ukfadu siateczkowo-$rédblonkowego (1).

WPLYW FITAZY NA POZIOM LIZOZYMU

Fitaza w praktyce znalazla zastosowanie jako dodatek do diety w Zywieniu
kurczat brojleréw i kur (7,9), indykéw oraz Swin. Fitaza zwigksza przyswajalnos¢
fosforu (6, 15), przez co stosowanie jej pozwala na znaczne ograniczenie lub nawet

-
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eliminacj¢ dodatku fosforanu paszowego, co przyczynia sig z kolei do ochrony
$rodowiska naturalnego (4).Nalezy podkreslic, ze enzym ten dodany do paszy
poprawia przyrosty masy ciata kurczat brojlerow (9) na zasadzie uczynnianid
proceséw mato dotychczas poznanych. Fitaza pochodzenia mikrobiologiczneg?
uwalnia z kompleksu fitynowego niektére elementy mineralne: Ca, Mg, Mn, Fe,
Zn, ktére moga dziata¢ na ukfad odpornosciowy i inne funkcje organizmu.

Zastosowanie fitazy jako dodatku do diety u kurczat brojleréw starbro po 4
tygodniach spowodowato spadek poziomu lizozymu w surowicy krwi z wartoscl
$redniej 149,9 pg/ml do 76,0 pg/ml (50,7%), a po okresie 8 tygodni poziom ten
zmienit si¢ z wartosci 142,4 pug/ml do 123, 1 pg/ml (1j. 13,6%). Réznice migdzy
grupami po okresie 4 tygodni doSwiadczenia byly statystycznie istotne (p=0,001)
natomiast po 8 tygodniach istotnych réznic nie stwierdzono (ryc. 2).

Suplementacja diety fitaza u przepiérek spowodowata wzrost poziomu lizoZy~
mu w surowicy krwi z 18,0 pg/ml ( kontrola) do poziomu 33,3 pg/ml (o 72,4%)
po 4 tygodniach, a po 8 tygodniach z 65,3 ug/ml do 108,3 ug/ml (tj. 40%). Réznice
mie¢dzy $rednimi wartosciami grupy kontrolnej i grupami doswiadczalnymi byly
statystycznie istotne (p<0,001) —ryc. 3.

Istotny jest fakt, iz poziom lizozymu w grupie kontrolnej Kkurczat jest znacznie
wyzszy niz w grupie kontrolnej przepidrek. Uwarunkowane to jest najprawdopo-
dobniej swoistoscia gatunkowq proceséw rozwoju ontogenetycznego. U pr/,cpi()rck
aktywnosé bakteriobdjcza lizozymu wzrastata wraz z wickiem ptakéw zaréwno W
grupie kontrolngj, jak i do$wiadczalnej. U kurczat brojleréw karmionych paszd
standardowq poziom lizozymu byt zblizony u obu grupach wickowych, natomiast
suplementacja diety fitaza spowodowata obnizZenie poziomu lizozymu.

Z przeprowadzonych badai wynika, Ze suplementacja diety fitaza w iloSci 750
jedn./kg wywiera rézny wptyw na poziom aktywnosci bakteriobdjczej lizozymu U
kurczat brojleréw i przepiérek. Odmienne dziatanie fitazy u badanych ptakow
wskazuje na specyficzno$¢ gatunkowq i zdolnos¢ zréznicowanego reagowania
intensywnoscia syntezy lizozymu, co nie pozwala na poréwnywanie wynikow ¥
réznych gatunkow.

WPLYW LEDZWIANU SIEWNEGO NA POZIOM 11ZOZYMU

Nasiona ledZwianu siewnego moga byé wykorzystywane jako dodatki d©
mieszanek paszowych ze wzglgdu na korzystiny sktad aminokwasowy (5). Rola
zawartych w nasionach lgdZwianu siewnego czynnikéw antyodzywczych (12) W
zakresie ich wptywu na parametry ukfadu immunologicznego nie zostata dotych-
czas okreslona zaréwno w odniesieniu do cztowieka, jak rowniez zwierzat domo-
wych i laboratoryjnych.
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Ryc. 4. Wptyw diety z dodatkiem nasion lgdZwianu siewnego na poziom lizozymu w surowicy krwi
swinek morskich
Effects of diet supplemented with raw flat pea seeds on level of lysozyme activity in blood serum
of guinea pigs

Fizjologiczne miano lizozymu w surowicy krwi u $winek morskich w grupie
kontrolnej wynosito srednio 145,0 pg/ml = 14,2. W grupie zwierzat karmionych
diety z udziatem ekstrudowanych nasion lgdZzwianu poziom aktywnosci badanego
tnzymu byt nieco nizszy w poréwnaniu z mianem w grupie kontrolnej (127,0
*8,5). Jednakze réznice pomigdzy Srednimi wartosciami tych dwu grup nie byty
Statystycznie istotne. W surowicy krwi §winek Zywionych dieta z surowymi nasio-
Nami lgdZwianu Srednia wartos¢ st¢zenia lizozymu wynosita 116,3 pg/ml = 5,1 i
byta nizsza w stosunku do miana w grupie kontrolnej (I). R6Znice migdzy Srednimi
Wartosciami grupy kontrolnej i grupy Il wykazywaty cechy statystycznej znamien-
Nosci (p=0,01) —ryc. 4.

Uzyskane wyniki wykazuja, Ze skarmianie surowymi nasionami lgdZwianu
Siewnego przyczynia si¢ do spadku aktywnosci lizozymu, powodujac tym samym
Obnizenie odpornosci nieswoistej u $winek morskich. Ekstrudowanie nasion w
Znacznym stopniu likwiduje ten negatywny wplyw, ale nie w pehni, co wymaga
dalszych badan.

WNIOSKI

1. Azotany i azotyny wywieraja inhibicyjny wplyw na st¢Zenie lizozymu u
br0jlc:r()w kurzych we krwi i narzadach (watroba, Sledziona, ptuca, nerki).

A
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2. Dodatek fitazy do paszy u kurczat powoduje obnizenie st¢zenia lizozymu W
surowicy krwi, a u przepiorek wzrost st¢zenia lizozymu.
3. Dodatek lgdZwianu siewnego do diety u $winek morskich powoduje obni-

Zenie st¢zenia lizozymu w surowicy krwi.
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SUMMARY
The suppresive effects of potassium nitrite and potassium nitrate was noted on the lysozyme level

in tissues and blood of broiler chickens. The growth rate of the chickens from experimental groups
was depressed distinctly,but the level of lysozyme in tissues and blood was lowered. The changes

.
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in the level of lysozyme were highest in the liver, kidney, lungs,spleen and blood but in the heart it
was lowest.

The effect of dietary phytase (Natuphos 5000- BASF) supplementation on the lysozyme level in
blood plasma of broiler chickens (Starbro line) and Pharaoh quails during 8 weeks was noticed. After
4 weeks of experimental feeding blood plasma lysozyme content decreased in broiler chickens and
then was followed by an increase after the further 4 weeks of experimental phytase feeding. Contrary
to chickens, the quails reacted with an increase of blood plasma lysozyme level after 4 weeks of
dietary phytase supplementation. After the following 4 weeks of experimental feeding there was a
decrease with still higher values by about 40% of lysozyme level when compared to control values.

Supplementation of basal diets with raw flat pea seeds affects the level of blood plasma lysozyme.
The level of lysozyme in the guinea-pigs fed on the diet supplemented with raw flat pea seed
amounted to 116.3 ug/ml and differed significantly from the mean control value (145,0 ug/ml). The
lysozyme level of the guinea-pigs fed on suppplemented and extruded flat pea seeds amounted to
127.0 pg/ml.



