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Badania nad »starzeniem sie« jaj |I12.

Spadek procentu wylegu, a zawartos¢ katalazy
w przechowywanych jajach

»Aging« of eggs II.
Decrease of hatchability and catalase content in stored eggs.

Zmianom, zachodzgcym w przechowywanych jajach kurzych (mor-
fologicznym, chemicznym i fizycznym) posuiiecono do$¢ duzo uwagi
przede wszystkim ze wzgledu na znaczenie ekonomiczne jaja jako pro-
duktu spozywczego i konieczno$¢ jego magazynowania w miesigcach
jesienno-zimowych, oraz celem wywozu zagranice. (Por. Grossie |d 4).
Z drugiej strony, hodowcy drobiu wiedzg dobrze, ze przechowywanie
jaj przez okres diuzszy niz 10 dni obniza ich zdolno$¢ rozwojowa Pod-
czas przechowywania zmienia sie zaiem nie tylko biatko i zo6ttko, ale
takze zywy zarodek Te zmiany, zaczynajgce sie juz we wczesnych
okresach magazynowania, sg szczeg6lnie wazne dla hodowcy, gdyz
uj znacznej mierze utrudniajg moznos$¢ otrzymania wiekszej liczby po-
tomstwa od warto$sciowych sztuk w ciggu tego samego sezonu wylego-
wego, jako tez wylegu jaj, sprowadzonych z dalekich stron. Wobec
tego wykrycie zwiagzku miedzy zmianami, zachodzacymi z jednej strony
w z6tku 1 biatku, a z drugiej - w zarodku, poznanie czynnikéw, wpty
majacych na zamieranie embrionédw w »starych« jajach jest zagadnie-
niem waznym nie tylko dla nauki, ale takze dla praktyki hodowlanej.
Mimo to autorka byta pierwszg, ktéra starata sie znalez¢ powody

> Badania zostaly wykonane przed uiojng na materiale Dzialu Biologii Hodowla-
nej P. I. N. C. W. w Putawach, a doniesienie tymczasowe ukazato sie w jezyku cnRiel-
skim w Proceedings VII th World's Poultry Congress, Cleveland, Ohio, 1939.

*) | cze$¢ ogtoszona w 1937 r. (Kaufman, 6).
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zmniejszonej mylegomosci, badajac rozméj i mzrost zarodkém m prze-
chomymanych jajach i niektére czynniki, mplymajace na ich $miertel-
nos¢ (Kaufman 6). Znaleziono przy tym, ze niema zmigzku miedzy
zamieraniem zarodkém a procentoma iloscia mody, myparomanej z jaj
podczas przechomymania. W tych badaniach stmierdzono ponadto, ze
m jajach przechomymanych przed miozeniem do mylegarki przez 28 do
34 dni miekszo$¢ zarodk6m zamarta m piermszym tygodniu mylegania.
Te, ktére przezyly, byly znacznie mniejsze niz zarodki tego samego
mieku mylegania, rozmijajgce sie m $miezych jajach. Jednakze tempo
mzrostu byto myzsze u zarodkbm m magazynomanych jajach, co mska-
zymato na przesuniecie poczaglku rozmoju. Okazalo sie rzeczymiscie, ze
podczas gdy m $miezych jajach cialo embriona jest juz zalozone i mzrost
zaczyna sie po 36 godzinach mylegania m temp. 38.5°, to m jajach prze
chomymanych mida¢ m tym okresie zaledmie smuge piermotng, a mzrost
ciata zaczyna sie okoto 24 godziny poézniej Wynika stad jasno, ze
zmiany zachodzgce m jaju podczas przechomymania, pociggaja za sobg
zahamomanie podzialtdm komdrkomych po miozeniu jaja do mylegarki

Zahamomanie to moze by¢ odmracalne i mymotymaé¢ opdznienie po-
czatku mzrostu lub ostabienie i $mieré zarodka m pdézniejszych okresach,
albo nieodmracalne i pocigga¢ za sobg zupelng niemoznos$¢ dalszego
rozmoju.

W dalszym ciggu tych badan nalezatlo my$mietli¢ przyczyne opoz-
nionego rozmoju i mzmozonej $miertelnosci zarodkém, rozmijajgcych sie
m jajach, ktére przed miozeniem do mylegarki byty przez dituzszy czas
(okoto 30 dni) przechomymane.

J Loeb i Wastenays (7), Warburg (12) i in. mykazali,
ze bruzdkomaniu jaj tomarzyszy mzmozona mymiana gazoma, a Binet
i Weller (1) i in. mskazali na role potagczen SH m tych procesach
i mogdle m podziatach komérkomych. Wreszcie Rapk ine (9) stmier
dzit, ze krétkie zanurzenie zaptodnionych jaj jezomca m stabym roztmo-
rze sublimatu zupetnie hamuje podzialy komérkome, lecz ze dodatek
cysteiny lub kmasu tioglikolomego przymraca zdolno$¢ podziatoma.
Rapkine dochodzi do umiosku, ze zahamomanie podzialom komorko-
mych m jego do$miadczeniach zostalo mymotane blokadg potgczen Sil
przez toksyny.

Zaumazone m poprzednich badaniach autorki odmracalne ero. nie-
odmracalne zahamomanie rozmoju embrionalnego moze rémniez by¢
mynikiem toksycznego dziatania pemnej substancji nagromadzajacej sie
m przechomymanych jajach. Jako taka substancje mozna byto bra¢ pod
umage przede mszystkim mode utleniona, silng trucizne protoplazma-
tyczng, pomstajgcg normalnie m zymych komérkach, lecz ulegajgca, dzieki
obecnosci katalazy. natychmiastomemu rozszczepieniu na mode i tlen.
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Znany jest ubytek katalazy w przechomymanych nasionach roslin, pro-
porcjonalny do spadku ich sity kielkoinania (Schmidt ii, Gra-
canin 3 iin). Wedlug Dingemansa (2) tu $miezych jajach zaiuartos¢
katalazy jest Srednio znacznie inyzsza niz m jajach z chtodni. Natomiast
Rogers i Winternitz (10) nie sttnierdzili ubytku katalazy tu jajach maga-
zynoiuanych.

W obecnych badaniach chodzito 0 stmierdzenie zaiuarto$ci katalazy
m jajach przechomymanych, tu zinigzku z ich zmniejszong zdolnoscia
rozmojomag, o zbadanie inplyiuu H2 2 na rozmijajace sie jaja oraz mozli-
mosci przecimdziatania skutkom magazynomania przez mpromadzanie do
jaj substancji, Odgrymajacych role m procesach oksydo-redukcji.

Materiat i metody

Jaja zielonon6zek kuropatmianych, hodomanych m Dziale Biologii
Hodomlanej P. I. N. G. W. tu Putamach, stanomigce material badan, po-
dzielono na trzy grupy: | jaja $mieze (od kilku godzin do 5 dni po
zniesieniu, 21 sztuk) Il jaja 10 - 11 dniome (n sztuk) i Ill jaja 30 ein.
31 dniome (16 sztuk). Jaja, stojgce ostrym koncem m dot, przechomy-
mano m pomieszczeniu o temperaturze okoto 12° C

Zamarto$¢ katalazy oznaczono metodg eudiometryczng. Po 3 g.
substancji (zo6ttka, e.m. biatka) mpromadzano do kolbki Erlenmeyera, do-
dajac do biatka 15 cms mody destylomanej, a do z6itka, celem zobojet-
nienia, takg sama ilo$¢ 270 roztmoru meglanu mapnia. Na dno kolbki
mstamiano ostroznie mymrotne naczynko z 3°/, moda utleniona, za kaz-
dym razem $miezo przygotomymang z pertiydrolu Mercka. Kolbke msta-
miano do naczynia z moda utrzymymarig tu temperaturze tgczono
z eudiometrem i przemracano naczynko z modag utleniona. Reakcja
trmata godzine.

Wode utleniong, mode destylomang, em. roztmory glutationu M/500
lub M/100 mpromadzano do biatka zapomoca strzykamki, a otmo6r m sko-
rupie zaklejano gipsem.

Wyniki doswiadczen

Tabl. 1 zamiera liczby, odnoszace sie do zaiuarto$ci katalazy
m zo6tku i m biatku jaj $miezych, 10 dniomych i 30 dniomych. W i-
dzimy przede mszystkim, ze zamarto$¢ katalazy m zéttku jest znikoma
i raczej rosnie z udekiem jaja (ROznice sg nieistotne). Biatko natomiast
zamiera znaczne ilosci enzymu. [llos§¢ katalazy m biatku maha sie
m szerokich granicach 1 charakteryzuje jaja od poszczegdlnych kur. Po
10 dniach przechomymania niema réznicy m ilosci katalazy, lecz po dal-
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Tab. i

Zawarto$¢ katalazy w zaleznosci od wieku jaja.
llos¢ tlenu (w cm3d odszczepionego w temp. 25° przez 3 g substanciji.
Catalase content of eggs according to age.
Cc of O2 split up at 25° C by 3 g of substance.

Z6#tko - Yolk of egg Biatko — White of egg
L po 10 po 30 A po 10 po 30
Swieze  gfinch  dn'ach  ©"'°?®  dniach  dniach
Fresh after after fresh after after
laid 10 days 30 days laid 10 days 30 days
Warto$ci Srednie 0.25 0.29 040 7 60 7.10 2.00
Average -j- 0.04 + 0-03 -j- 008 -f 1.66 + 3«4 4" 0.66

Granice wahan

o 0.0-08 0.1-—07 01—10 O7—299 0.8—289 0.1-92
Range of variability

szych 20 dniach zawarto$¢ katalazy spada znacznie. Mimo bardzo duzej
zmiennosci, réznica pomiedzy ilo$cig tlenu, odszczepionego przez biatko
jaj swiezych i jaj 30 dniowych jest istotna Poréwnywano tez jaja od
tej samej kury zaraz po zniesieniu i po 30 dniach i znaleziono z reguty
duzy spadek zawarto$ci enzymu. Jednakze biatko jaj niektérych kur
jest tak bogate w katalaze, ze nawet po 30 dniach zawiera jeszcze iloSci
przewyzszajace S$rednig zawarto$¢ tego enzymu w $Swiezych jajach. Je-
zeli istnieje zalezno$¢ pomiedzy brakiem katalazy a $miertelnoscig zarod-
kéw w przechowywanych jajach, to mozna sie bylo spodziewaé, ze jaja
od kur, odznaczajgcych sie wysoka zawartoscig katalazy. beda bardziej
odporne na szkodliwe dziatanie przechowywania niz jaja kur o niskiej
zawarto$ci katalazy. Poréwnywano zatem w obu grupach rozwdj zarod-
kow w jajach przechowywanych przez 30 dni, lecz nie zauwazono réz-
nic co do procentu $miertelnosci. Trzeba jednak wzigé pod uwage, ze
analiza chemiczna i rozwéj musialy by¢ oczywiscie badane w réznych
jajach i réznych porach roku i ze wobec tego niewiadomo, jaka byta
rzeczywista zawarto$¢ katalazy w jajach wyleganych.

Wyniki tych badan wskazuja na pewnag réwnolegtos¢ pomiedzy
ubytkiem katalazy a spadkiem wylegowos$ci. Mianowicie zdolno$¢ wy-
legowa jaj to dniowych, podobnie jak i zawarto$¢ w nich katalazy nie
roznig sie istotnie od tych wartosci w Swiezych jajach, podczas gdy jaja
przechowywane przez 30 dni, o zmniejszonej zdolnosci wylegowej, za-
wierajg tez mniej katalazy. Dla przekonania sie, czy pomiedzy obu sze-
regami zjawisk istnieje zwigzek przyczynowy, a wiec czy wytwarzana
podczas przechowywania jaj i nie ulegajaca rozktadowi woda utleniona
jest czynnikiem, powodujagcym zahamowanie rozwoju i $mieré¢ zarodkow,
wprowadzano do S$wiezych jaj po 02 cm* wody utlenionej Zrazu za
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strzykiwano roztwér 0-3°/0, p6zniej 0.6%, a gdy przekonano sie, ze nie
majg szkodliwego wptywu na rozwoj—oztwory 1.0, 3.0 a nawet* 10.0%#
perliydrolu Mercka. Rozwdj zarodka przebiegal zupetnie normalnie. Na
potnierzchni biatka, w miejscu zastrzyku tworzyta sie piana, $wiadczac
o silnym dziataniu katalazy. Uwidocznita sie w tych doswiadczeniach
niezmiernie jasno ochronna rola bialka, dziatajacego jako tarcza, niedo-
puszczajgca do rozmijajgcego sie zarodka szkodliwych wpltywow zewnetrz-
nych. Nie mozna byto natomiast rozstrzygngé¢ kwestii co do roli H202
jako czynnika, powodujgcego opoéznienie poczatku rozwoju i wzmozong
Smiertelnos¢ zarodkdéw w przeehowywanych jajach.

Jezeli obnizenie wylegowosci w przeehowywanych jajach jest spowo-
dowane dziataniem na zywy zarodek pewnych toksycznych substancji,
gromadzacych sie w jaju, to wprowadzenie do jaj czynnikéw odtruwa-
jacych mogtoby temu szkodliwemu wptywowi przeciwdziata¢. Jako taka
substancje mozna byto w pierwszym rzedzie bra¢ pod uwage glutation
ktérego dziatanie jako czynnika odtruwajgcego zostato stwierdzone,

(Harrow, Chamelin i Mazur 5. Celem rozstrzygniecia tego
zagadnienia, przeprowadzono nowg serie doswiadczen. Robiono miano-
wicie zastrzyki glutationu w dwu grupach jaj: | przeehowywanych 10

do 14 dni i 11 — przechowywanych wiecej niz 14 dni od chwili zniesie-
nia. Do wylegarki wkiadano obie grupy jaj 30 dnia po ich zniesieniu,
a rozw0j zarodkéw badano po 3 dniach wylegania. Jako kontrola stu-
zyly a) jaja przechowywane przez 30 dni bez zastrzykéw i b) jaja prze-
chowywane, do ktérych wprowadzono ilosci wody destylowanej, odpo-
wiadajgce ilosciom roztworu glutationu. Wyniki zebrane w tab. 2 wy
raznie wskazujg na to, ze glutation wprowadzony do przechowywanych
jaj, zwilaszcza w drugim tygodniu, ma korzystny wptyw na zdolnos$é
rozwojowa zarodkow.

Omowienie i streszczenie wynikow.

Zagadnienie, ktére bytlo tematem opisanych doswiadczen, zostalo
jedynie czesSciowo rozwigzane. Okazato sie, ze miedzy zawarto$cig ka-
talazy w biatku a zdolnoscig rozwojowag przechowywanych jaj zachodzi
pewien prosty stosunek. Mianowicie S$rednia zawarto$¢ katalazy i wyle-
gowos¢ jaj Swiezych i jaj dziesieciodniowych nie rdznig sie istotnie,
a znaczny spadek zaréwno zdolnos$ci rozwojowej jak tez ilosci katalazy
zauwazy¢ mozna po 30 dniach przechowywania. Pomiedzy poszcze-
g6lnymi kurami wystepujg jednak duze réznice pod wzgledem ilosci ka-
talazy w znoszonych przez nie jajach. Jaja od niektérych kur byly
tak bogate w katalaze, ze nawet po 30 dniach przechowywania mozna
w nich bylo stwierdzi¢ wiekszg zawarto$¢ tego enzymu niz Srednia za
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Tab. 2

Wplym zastrzykdw glutationu na rozwdj przechoutywanych jaj.
Effect of glutathion injections on embryo development in stored eggs.

s Zastrzyki 10-- 14 dni Zasirzyki u)izeej nii
po zniesieniu jaja po 14 dniach Bez
Dane od zniesienia jaja zastrzykow
em Injections made Injections made more L
Jo to 14 days titan after 14 dags No injection
after deposition of egg after deposition of egg
Substancja Glutation Woda dest.  Glutation  Woda dest.

zastrzyki Ilaria —
Substance injecled Glutathione Dist. water Glutathione Dist. water

Smiertelno$é
zarodkéw po 3
dniach wylegania,
uj procentach
Percent morlinlit))
of cmbryos after
3 dags of ineuba-
tlon

39-4 33 41.6 50.0 80.0

wartos¢ w Swiezych jajach. Poniewaz, podobnie jak Dingemans
zauwazytam, ze ilos¢ katalazy w jajach jest cecha charakterystyczng
dla poszczegdlnych kur, mozna sie byto spodziewaé, ze jaja po kurach,
odznaczajacycli sie wysokg zawartoscig katalazy, beda szczegélnie od-
porne na szkodliwe dziatanie przechowywania i wykazywaé¢ mniejszg
Smiertelno$¢ zarodkéw podczas rozwoju w wylegarce. Takiej zaleznosci
nie zauwazono. Wobec tego pozostaje watpliwe, czy spadek zawartosci
katalazy w przechowywanych jajach moze by¢ uwazany za przyczyne,
ew jedng z przyczyn przesunietego poczatku rozwoju i zwiekszonej
Smiertelnosci, czy tez uwazaé¢ go nalezy jedynie za zjawisko towarzyszgce.

Nie rzucity $Swialta na te sprawe préby wprowadzenia do jaja
roztworéw 11202 Biatko jest bowiem tak bogate w katalaze, ze na-
stepuje natychmiastowy rozpad wody utlenionej; nawet zastrzyki 02 cm*
10% perhydrolu Mercka nie wywotlywaty zaburzen rozwoju. Na te
ochronng role biatka nie zwrécono dotad, o ile mi wiadomo, wcale
uwagi. Nie podkresla jej nawet Needham w swym wyczerpujgcym
dziele, dotyczacym chemii rozwoju embrionalnego (8).

Z wynikow dalszej serii doswiadczehn nalezy wysnué¢ wniosek, ze
wzmozona $miertelnos¢ zarodkéw w jajach przechowywanych wywotana
jest toksycznym dziataniem pewnych substancji, powstajacych w jaju
podczas magazynowania. Wskazujg na to wyraznie dodatnie wyniki
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wprowadzania do starych jaj glutationu, a wiec zu>igzku majacego wias-
nosci odtruwajgce. Zbadanie natury tych substancji i czynnikéw, ograni-
czajacych ich szkodliwy wptyw powinno byé przedmiotem dalszych ba-
dan. Opisane doswiadczenia stanowig pierwsza probe znalezienia przy-
czyn zmniejszania sie zdolnos$ci rozwojowej w przechowywanych jajach

W yniki badan stresci¢ mozemy w nastepujacy sposob:

1) Biatko Swiezych jaj jest bardzo bogate w katalaze. Zawartosc¢
tego enzymu w z6ttku jest znacznie mniejsza.

2) Pomiedzy zawartos$cig katalazy w biatku jaj $Swiezych i jaj 10
dniowych niema rdéznicy; natomiast w biatku jaj przechowywanych 30 dni,
Srednia ilos¢ katalazy jest znacznie mniejsza niz w obu poprzednich
grupach.

3) Jaja od poszczegoélnych kur réznig sie wybitnie pod wzgledem
zawartosci katalazy w biatku. Nie stwierdzono jednak, by kury, zno
szace jaja o0 wyzszej zawartosci katalazy odznaczaly sie lepsza wylego
wos$cig z przechowywanych jaj.

4) Woda utleniona (0.3; 0.6; 1l.0; 3.0, a nawet 10.0% perhydrolu)
wprowadzona do biatka ulega natychmiastowemu rozpadowi i nie po-
woduje zaburzen w rozwoju zarodka.

5) Glutation wprowadzony do jaj, zwiltaszcza w drugim tygodniu
po ich zniesieniu obniza $miertelno$s¢ zarodkow w jajach, witozonych
do wylegarki po 30 dniach przechowywania.
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SUMMARY

»Aging« of eggs II.

Decrease of hatchability and catalase content in stored eggs

In continuation of her former research on the influence of sto-
rage of eggs on mortality, development and gromth of embryos (6),
the author endeavours to elucidate, the causes of the impaired hatch-
ability from eggs mhich had been stored previous to incubation.

From the research of Loeb and Wastenays (7)), Warburg
(12) a. o. it may be inferred that egg-segmentation is accompanied by
increased respiratory exchanges. According to Binet and Weller
(1), SH compounds play an important role during the processes of cell-
division Rapkine (9) found that cell-divisions inhich mere checked
by toxins could be restored through the addition of cysteine or thiogly-
colic acid solutions and he therefore considers the arrest of cell divisions
in his experiments as caused by blockade “of SH compounds.

In the present research the hypothesis has been advanced that
the delayed gromth and increased mortality of embryos developing in
eggs mhich had been stored, are the effect of intoxication of the em-
bryo by H20j. This substance is formed in living cells, but is nor-
mally split up, oming to the presence of catalase. Schmidt (11) Gra-
canin (3) a o. found decrease of catalase content in stored plant
grains in proportion to their decreasing germinating pomer and D in-
gemans (2), in contradiction to Rogers and Winternitz fio),
observed that on the average the amount of catalase in fresh-laid 1ggs
mas much higher than in those from cold storages.

In the present experiments catalase content mas determined both
in egg-yolk and in egg-mhite of a) fresh-laid eggs, b) to days after their
deposition, and c) in eggs 30 days old. It is seen from the items of
table 1 in the Polish text that egg yolk contains but slight amounts of
catalase and that its content does not change essentially during storage.
Egg mhite, on the contrary, is rich in this enzyme. The content of ca-
talase in the mhite of fresh laid eggs and in eggs to days old (and their
hatchability) do not differ, mhereas a considerable decreasse may be
noticed as to eggs 30 days old. There is a mide range of variability
as to the amount of catalase of fresh-laid eggs from separate hens and
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after 30 days of storage catalase content of the egg-white of certain
hens was higher than the average content of this enzyme in fresh laid
eggs of other hensi No difference, however, could be ascertained as
to the resistance to the noxious influence of storage of eggs from hens
differing as to the catalase content of their eggs. Consequently, it is
doubtfull whether the decrease of catalase may be considered as a cau-
sative agent of the impaired embryo development in eggs which had
been stored.

Injections of H202 (02 ccm of 03; 06; 1.0; 30 and to o per cent
resp) into egg-white of fresh-laid eggs had no effect on embryo deve-
lopment, being immediately split up, owing to the presence of catalase.
The important protective role of egg white is demonstrated by these
experiments.

According to Harrow, Chamelin and Mazur (5) glutathione
may be of importance as a detoxifying agent. Solutions of this sub-
stance (M/500 and M/100 resp.) were injected into stored eggs 10 to
14 days old and to those more than 14 days old. The eggs were set
into the incubator 30 days after they had been laid and embryo mor-
tality after 3 days of incubation was observed. Eggs of the same age,
injected with distilled water and stored eggs without any injection ser-
ved as a control. From the results collected in table 2 of the Polish
text it is seen that glutathione, first of all if injected during the second
week of storage, reduced embryo mortality in eggs which had been
stored 30 days previous to incubation.
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