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Summary

The influence of biotin (Vitamin H) on synthesis of
vitamin C, D-glucuronic acid and activity of L-
-gulono-gamma-oxydase in chickens

The effect of biotin on synthesis of vitamin C in inte-
stinal wall was examined on meat chickens. The birds
were injected intraperitoneally 1 mg of biotin/day for
30 days and after sacrification the content of vitamin C
was determined in the wall of ileum and coecum by the
method of Roe-Kuenthner, the level of an intermediate
product of synthesis-D-glucuronic acid by the method of
Bitter and the activity of L-gulono-gamma-oxydase acti-
ve in a terminal phase of vitamin C synthesis by the
method of Chatterjee.

It was found a significant increase of vitamin C in the
experimental group of chickens comparing to controls
from 2741 mg/kg to 302.9 mg/kg in ileum and from
141.3 mg/kg to 158.8 mg/kg in coecum. The level of
D-glucuronic acid increased in ileum by 137% and in
coecum by 16%9. The activity of L-gulono-gamma-oxydase
increased by about 50%. Biotin increased also absorption
of vitamin C from intestines determined by the method of
perfused intestinal loop in vive. This observation is valid
for the animals and man that can not synthesize ascorbic
acid or synthesize the acid only in a small degree, and
ascorbic acid is supplied with food only. Acceleration of
ascorbic acid synthesis by biotin in animals that are able
to synthesize ascorbic acid can protect these animals
against deficiency of vitamin C in food.

Poziom witamin w organizmie uzalezniony jest od
ich wchtaniania z przewodu pokarmowego oraz od ich
syntezy przez sam organizm lub flore bakteryjnag jelit.
Witamina C (kwas askorbowy) u kurczgt wchlania sie
zaréwno z jelita czezego, jak i $lepego, w nizszych ste-
zeniach na zasadzie transportu czynnego, w wyzszych
za$ na zasadzie biernej dyfuzji (20). Jak wykazano,
wiele witamin rozpuszczalnych w wodzie przyspiesza
lub zwalnia ten proces (21, 22, 23). Witamina jest syn-
tetyzowana w réoznych ilo$ciach przez zwierzeta 1 ptaki,
a zdolnosci tej nie posiadajg owady, ryby i §winki mor-
skie, co jest zwigzane z brakiem enzymoéw biorgcych
udzial w przemianie glukozy w te witamine (10, 12,
13, 14, 16, 24). Fosrednim produktem powstawania wi-
taminy C z glukozy jest kwas D-glukuronowy, zas en-
zym L-gulono-y-oksydaza bierze udzial w kotcowe]j fa-
zie przeksztatcenia L-gulono-y-laktonu w kwas L-
-askorbowy (3, 18).

Biotyna (witamina H) bierze eczynny udzial w prze-
mianie weglowodanéw, wchodzage w sktad wielu enzy-
moéw katalizujgcych reakcje karboksylacji i dekarbok-
sylacji tj. wigzania lub uwalniania dwutlenku wegla.
Biotyna bierze réwniez udzial w metabolizmie amino-
kwaséw. Jak wykazano niedobor biotyny zaburza
przeksztalcenie leucyny w szczawiooctan, zmniejsza tez
zdolnos¢ syntetyzowania cytruliny z orhityny w watro-
bie (29). Niedobér biotyny u kurczat powodowatl zmiany

zapalne skory, peroze, deformacje kosci, zmniejsza sig
réwniez wylegowose (3, 6, 15).

W pokarmach naturalnych biotyna wystepuje zaréw-
no w formie zwiazanej, jak 1 wolnej. Prawdopodobnie
jednak cze$¢ witaminy zwigzane] biologicznie jest nie-
dostepna dla zwierzat (27). Pewna czgs¢ biolyny jest
rozkladana lub wykorzystywana przez bakterie prze-
wodu pokarmowego, ale réwniez witamina ta jest syn-
tetyzowana przez mikroflore zasiedlajgcg jelita, szcze-
golnie jelito $Slepe (4, 11, 17, 28). Istnieje szereg czyn-
nikéw powodujacych brak wchlaniania biotyny z jelit.
Nalezg do nich np. awidyna, wydzielana przez jajo-
wod kury do bialka jaja. Powstajacy z polaczenia kom-
pleks awidyna-biotyna nie ulega roztgczeniu, wiec bio-
tyna w ten sposob zlgezona jest niedostepna dla orga-
nizmu. Istnieja réwnicz zwiazki pochodne biotyny, kt6-
re dzialaja jako antywitaminy. Nalezg tu detiobiotyna,
sulfon biotyny, jak réwniez imidazolidan kwasu kapro-
nowego (9).

Istnieja doniesienia o wplywie biotyny na poziom wi-
taminy C w ustroju. Wykazano, ze u szezurow z niedo-
borami biotyny w diecie obnizala sie synteza kwasu
askorbowego, u indykéw natomiast takiej zaleznosci
nie stwierdzono (1, 7, 29).

Celem pracy bylo wykazanie, czy biotyna ma wplyw
na wchlanianie witaminy C z przewodu pokarmowego
oraz czy wywiera ona wplyw na syntezg kwasu askor-
bowego w $cianach jelit u kurczat.

Material i metody

Badania wykonano na 45 kurczetach miesnyeh w wieku
od 6 do 10 tygodni. 20 kurczat f-tygodniowych o masie
ciala ér. 1,3 kg podzielono ma 2 grupy; 10 kurczat trakio-
wano jako grupe kontrolna, 10 zas otrzymywalo dootrzew-
nowe raz dziennie przez 30 dni 1 mg biotyny (witaminy H)
w 1 ml plynu fizjologicznego. Kury przebywaly w pomiesz-
czeniu o temp. otoczemia 16°C—18°C i zywione byly mie-
szanka paszowa niestandardowaq. Skiad mieszanki: ofreby
i §ruty zbozowe, sruty z masion roslin straczkowych, sruly
poekstrakeyjne z nasion roslin oleistych, maezka zwierzeca,
susz z zielonek, kreda pastewna. Do 1 kg mieszanki doda-
no: 7000 jm. witaminy A, 1000 jim. Dy 10 mg E, 18 mg wi-
taminy By, 18 mg B,, 6 mg By, 20 pg By, 50 mg kwasu ni-
kotynowego, 2000 mg chlorku choliny, 6 mg kwasu folio-
wego, 20 mg pantotenianu wapnia, 10 g Ca, 5 g P przy-
swajalnego, 2 g Na ogdlnego, 113,86 mg Mn czystego, 600 mg
Mg; 746 mg Zn; 100,5 mg Fe, 10,7 mg Cu.

1 kg mieszanki dostarczal 2800 kcal energii metabolicz-
nej, 18% bialka ogoélnego, 4,5% witkna surowego: 0,9% li-
zyny; 0,4% metioniny; 0,2% tryptofanu. Pasza nie zawie-
rala witaminy C, co stwierdzono na podstawie bhadania la-
boratoryvijnego.

Po 30 dniach kurczeta wazono (ir. masa ciala 20 kg)
i nastepnie zgladzano w celu pobrania odcinkow jelita
czezego i $lepego. W Scianie jelit oznaczono poziom wita-
miny C (kwasu askorbowego) metoda Roe-Kuethnera (25,
96), kwas D-glukuronowy metoda Bittera i Muira (2) oraz
akiywnosé enzymu wysiepujgcego w mikrosomach L-gulono-
-y-oksydazy metoda Chatterjee (3) i wyrazano ja w jed-
nostkach enzymatyecznych (jednostka enzymatyczna U —
ilog¢ enzymu syntetvzujgca 1 pmol kwasu askorbowego w
ciggu godziny).
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U 25 kurczat okredlano przyzyciowo metoda perfuzjowa-
nej petli jelitowej wcehlanianie witaminy C z jelita czczego
1 slepego w obecnosci biotyny w stezeniu 50 mg/l 1100 mg/l
(18, 20). Kwas askorbowy oznaczano metoda Roe-Kuethnera,
a ilos¢ wchlonietej witaminy wyrazano w meg/l/em?/60 min.
Jednoczesnie oznaczano pH plynu perfuzyjnego z witami-
nami oraz w doswiadezeniach in vitro poziom kwasu askor-
bowego po zmieszaniu z biotyng, aby wykazaé, czy nie
posiada ona wlasciwosei niszezgeveh kwas askorbowy w
plynie perfuzyjnym,

W doswiadczeniach stosowano kwas L-askorbowy cz.
Polta c.ez. 176.0; L-gulono-y-lakton c.cz, 178,1 Sigma: kwas
D-glukuronowy c.cz. 194,1 Sigma; biotvna c.cz. 2500 Serva.

Wyniki pracy poddano analizie statystycane] posiugujge
sie testem t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

Witamina C powstaje w tkankach z glukozy, a jed-
nym z posrednich produktow jest kwas D-glukuronowy.
W procesie tym bierze udzial wiele enzymow, miedzy
innymi L-gulono-y-oksydaza wystepujaca w mikroso-
mach, ktora uczestniczy w powstawaniu ostateczne] for-
my kwasu L-askorbowego (10, 13, 14, 16). Poniewaz, jak
wykazaly badania, pasza kurczat nie zawicrala witami-
ny C, wiec calo$¢ witaminy wystepujaca w tkankach
pochodzila z syntezy przez wlasny organizm. Aby wy-
kazaé, czy biotyna wyvwiers wplyw na proces syntezy
witaminy C, po 30 dniach podawania jej dootrzewnowo,
oznaczano w Scianie jelita czezego i $lepego poziom
kwasu askorbowego, kwasu glukuronowego oraz aktyw-
nos¢ enzymu L-gulono-y-oksydazy.

Wykazano, ze w Seianie jelita czezego wogrupie kur-
czat doSwiadezalnyeh w poréownaniu do kontrolnyeh,
poziom witaminy C wzrésl z 2747 mg/kg tkanki do
302,89 mg kg (L00%—110%). Zaobserwowano istotny
wzrost kwasu D-glukuronowego, bo z 1590 mg/kg do
3770 mg/kg (100%—273%). Mniejszy wizrost witaminy C
W porownaniu do bardzo istotnego wzrostu poziamuy
kwasu D-glukuronowego nalezy tlumaczyé tym, ze z te-
go ostatniego powstaje nie tylko kwas L-askorbowy,
ale rowniez L-ksyluloza (18). Aktywno$é enzymu L-gu-
lono-y-oksydazy wzrosla z 0,337 U do 0,489 U (100%—
—145%).

W Sclanie jelita Slepego wartosé kwasa askorbowego
wzrosta z 1413 mg/kg do 1588 mg'kg (100%—112%),
kwasu D-glukuronowego z 1060 mg kg do 1230 mg/lkg
(100%—116%), a aktywno&¢ enzymu L-gulono-v-oksyda-
zy z 0312 U do 0,527 U (100"%0—163%), (tab, 1).

Mozna wiec stwicrdzié na podstawie przeprowadzo-
nych badan, ze biotyna powodowala u kurczat znaczny
werost syntezy witaminy C, czego dowodzi nie tylko
wzrost iloSei kwasu askorbowego w écianie jelit, ale
rownicz wzrost ilogei produktiu poéredniego, jakim jest
kwas D-glukuronowy oraz wzrost aktywnosei L-gulono-
-y-oksydazy. Podniesienie poziomu kiwasu D-glukurc-
nowego po biotynie jest spowodowane tym, ze posiada
ona  wlasciwosei przyspieszania procesow fosforylacji
glukozy (8). Wykazano u szezuréw, ze nicdobér biotyny
redukuje fosforylacje glukozy, obnizajac synteze wita-
miny C, ktora powstaje wlasnie » tego weglowodanu
(7, 28). U indykow zdecydowanego wplywu bictyny na
produkeje witaminy € w tkankach nie wykazano, ale
Wosurowiey poziom jej ulegal podwyzszeniu (1). Biotyna
wywierala niewatpliwie bardzo wyrazny wplyw na
wchlanianie witaminy C zarowno z jelita czezego, jak

slepego (tab. 2). Dodatek do roztwory perfuzyjnego
zawierajacego 200 mg/l kwasu askorbowego, 50 mg/l
biotyny, powodowalo wzrost wehlaniania witaminy C
W jelicie czezym o 42%, slepym zag o 31%. Wyisze ste-
zenie biotyny, wynoszace 100 mg/l, znacznie zwiekszylo

Tab. 1. Poziom witaminy C, kwasu D-glukuronowego oraz
aktywnos$é enzymu L-gulono-y-oksydazy w $cianie jelit
kurczat otrzymujacych dootrzewnowo 1 mg biotyny dziennie

(X £s)
| Gru- | . I : . o
b Jelito czcze o Jelito $lepe S
| |
Witami- | ‘ '
na C [ K 2747 = 923 a| 100 |141,3% 460 al| 100
mg/kg ‘ .
n=>50 | D |3029 - 806 b ‘_1 10 E&S_i_’?él_ bl 112
Kwas |
D-glu- |
kuro- ‘ | _ | |
nowy K 1590 *+55,15 a 100 1060 £4496 a 100
mg/kg | |
n=25 D 3'?'?”1' 6298 bl 237 1230 £60,34 b | 116
L-gulo- | ‘ | !
no-y- | : l
-oksy- | : |
daza K I 0,337+ 0,011a . 100 10,312 = 0,008a 100
U |
n=10 | D | 0,489 ~ 0,011b 145 0527 + 0,015b| 169
Objasnienia: K — grupa kontrolna, D — grupa do$wiadczalna,
a, b — srednie oznaczone 1réznymi literami réoznig sie istotnie

przy p = 0,05.

Tab. 2. Wchlanianie witaminy C z jelit kurczat w zaleznodci
od stezenia biotyny (x £s; n= 27

Stezenie | Wchloniety kwas askorbowy
witamin ) mg/1/cm2/60 min.
W plynie - | s e e
infuzyjnym . o/ S o
M/l I Jelito czeze } /v Jelito élepe i
Witamina C \ 2,600,142 \ 100 } 4,00 £039a | 100

200
Witamina C ‘

200 -+ bioty- ‘ 142

na 50

Witamina C

200 + bioty-
na 100

370 £0,18 b 524 1+0,09b ‘ 131

8,66 =024 c | 216

6,70 = 0,39 ¢ ‘ 257

Obja¢nienie: a, b, ¢ — érednie oznaczone réznymi literami 10znig
sie istotnie przy p < 0,05,

Tab. 3. Wartos¢ odzyskanego kwasu askorbowego z plynu
fizjologicznego przed i po dodaniu biotyny w doswiadcze-

niach in vitro (n = 10) — pH roztworu 3,56
Dodana Dodany Odzyskany kwas
biotyna kwas By askorbowy ‘ 9/g
mg/1 | askorbowy meg/1
| mg/l |
— 200 100 199,70 + 1,43 a j 99,85
50 200 100 198,50 £ 0,46 a ’ 99,25
100 200 100 197,05 £ 0,68 a 98,52

Objasnienie: jak w tab. 2.

wehlanianic witaminy C. bo w jelicie ezezym o 157%,
slepym za$ o 116%. Zmieszanie witaminy C 2z biotyng
w doswiadezeniach in wvitro wykazalo, ze nic jest ona
niszezona przez biotyne, pH roztworu rownies nie ulega
zmianie (tab. 3). Mozna wige przyvijaé, ze caly ubytek
witeminy C z roztworu perfuzyinego nalezv zaliczye
jako witamine wchlonieta. Jak wykazaly poprzednie
hadania  wicle witamin rozpuszezalnyeh w  wodzie
zmniejsza w roznyvm stopniu wehlanianie witzminy C,
np. witamina By, kwas nikotynowy, pantotenian wap-
nia, czy tez chlorek choliny (20, 21, 22, 2 ). Ze znanych
witamin rozpuszezalnyveh w wodzie jedynic kwas folio-
wy zwigkszal wchlanianie kwasu askorbowego (22). Bio-
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tyna wiec nalezy do niewielu witamin, ktére podnosza
poziom witaminy C w ustroju poprzei lepsze wchla-
nianie. Mechanizm ten jest bardzo istotny szczegélnie
u zwierzat, u ktérych synteza witaminy C nie zachodzi
z powodu braku odpowiednich enzymoéw lub tez istnie-
je w bardzo niewielkim stopniu jak u czlowieka (10,
12, 13, 14, 16, 18, 24). Zrédlem biotyny dla zwierzat
jest pokarm oraz bakterie jelita grubego, ktére wy-
twarzajg jg w duzych ilodciach. Jednakze ilos¢ hiotyny
wechlonigta do organizmu jest trudna do okre$lenia, po-
niewaz w materialach naturalnych biotyna moze wy-
stepowa¢ w formie zwigzanej, niedostepnej dla zwierzat
oraz w formie wolnej, ktéora moze byé wchlonieta z
przewodu pokarmowego (27). Zroditem biotyny dla zwie-
rzat jest rowniez koprofagia — zjadanie wlasnego katu
bogatego w witaminy. W przewodzie pokarmowym bio-
tyna jest produkowana przez flore bakteryjng jelit i to
nie tylko u kur, ale réwniez u $win, krélikow i bydta.
Wykazano, ze wyciecie jelita slepego powodowalo znacz-
ne zmnicjszenie produkceji witamin w przewodzie po-
karmowym, migdzy innymi i biotyny (4, 11, 17, 28).
Niemnie] jednak nalezy pamietaé, ze cze$¢ witamin
produkowana przez bakterie jelitowe lub z pokarmu
jest wykorzystywana konkurencyjnie przez samg flore
bakteryjng. Istnieje réwniez wiele substancji dzialajg-
cych jako antywitaminy w stosunku do biotyny, jak
np. detiobiotyna (9). Tak wiec ilo$¢é biotyny wykorzy-
stywana przez sam organizm jest trudna do okreslenia.

Biotyna u kurczat zapobiega zmianom zapalnym sko-
ry, perozic, zapobiega roéwniez spadkowi wylegowosei
(5, 6, 15). Wedlug niniejszych badari powoduje wzrost
wechianiania witaminy C oraz wzrost je] syntezy w
Scianie jelit. Intensywna synteza witaminy C przez
Sciany jelita cienkiego i1 grubego u kur zostata wyka-
zana juz uprzednio (24). Tak wiec biotyna podnoszgc
poziom kwasu askorbowego wplywa posrednio na syn-
teze kolagenu w organizmie. Stad wiec jej wplyw na
tworzenie chrzgstek i proces kostnienia (5).

Wnioski

1. Biotyna powoduje wzrost syntezy witaminy C w
Scianie jelit, co u zwierzgt, ktore te zdolno$¢ posiadaja

moze W pewnym stopniu zapobiegaé¢ niedoborom wita-
miny C w pozywieniu.

2. Biotyna wzmaga wchianianie witaminy C, co jest
bardzo istotne dla tych zwierzat i cztowieka, u ktérych
nie zachodzi synteza kwasu askorbowego w organizmie
Iub w bardzo niewielkim stopniu, a jest on dostarczany
tylko z pozywieniem:.
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STUEN 8., FRIDRIKDOTTIR V.: Daswiadczalne zakazenie
owiec Borrelia burgdorferi. (Experimental incculation of
sheep with Borreiia burgdorferi). Vet. Rec. 129, 315, 1991 (14)

Przeciwciala dla Borrelia burgdorferi stwierdzono u owiec
w Szwecji. Owce przebywaly na pastwiskach, na ktérych
byl obecny Ixadess ricinus. Celem wykazania ewentualnego
dziatania patogennego B. burgdorferi jagnieta w wieku
3 mies.—1 rok zakazono dozylnie, $rodskornie lub pod-
skornie mieszaning dwoéch zywych szczepoéw B. burgdorferi.
Cztery jagnieta zakazono ponownie po roku tym samym
szezepem Borrelia, Ponadto 4 jednoroczne jagnieta zakazo-
no Whrlichia phagocytophila, a 3 z nich po 5 dniach zaka-
zono dodatkowo B. burgdorferi dozylnie, srodskoérnie lub
podskérnie. U zakazonych zwierzat nie wystapily objawy
chorobowe. Jedyniz w miejscu zakazenia dochodzito do lo-
kalnego przekrwienia. Nie wystepowaly tez zmiany we krwi
i nie wykazano obecno$ci Borrelia we krwi heparynizowa-
nej i w preparatach mazanych sporzadzonych z krwi. Sero-
konwersja wystapila po tygodniu po zakazeniu ponownym.

G.

LYSONS R. J.: Aglutynacja mikroskopowa szybkim testem
wykrywania Treponema hyodysenteriae. (Microscopic agglu-
tination: a rapid test for identification of Treponema hyody-
senteriae). Vet. Rec. 129, 314315, 1991 (14)

Rozpoznanie laboratoryjne dyzenterii $win opiera sie
o wykazanie obzcno$ci Treponema hyodysenteriae w bez-
posrednim badaniu mikroskopowym oraz w odczynie im-
munofluorescencji. Jednakze bardzo czesto uzyskujz sie wy-
niki faiszywie dodatnie i falszywie ujemne. Bardzo zache-
cajagce rezultaty uzyskano w odczynie aglutynacji mikrosko-
powej w mikroskopie fazowo-kontrastowym Ilub w ciem-
nym polu widzenia. Aglutynacje od 10—50% kretkdéw uzna-
no za wynik pozytywny, 50—100% bardzo silnie dodatni.
W przypadku wyniku ujemnego do 10% kretkow jest aglu-
tynowane. Badania poréwnawcze odczynu aglutynacji szkiel-
kowej i mikroskopowej przeprowadzone z 12 szczepami T.
hyodysenteriae 1 9 szczepami kretkéw wysobnionych z je-
lit wykazaly bardzo duZza przydatno$é odezynu agluty-
nacji mikroskopowej.

G.



