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THE EFFECT OF THE PROBIOTICS Bacillus subtilis (PB6)
ON THE SELECTED INDICATORS OF THE TABLE EGGS QUALITY, FAT
AND CHOLESTEROL

Maria Angelovicova, Ebrahim Alfaig, Martin Krdl, Jana Tkdcova

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of dietary probiotics Bacillus subtilis (PB6) on egg weigh, egg mass weigh,
egg fat content and cholesterol content in egg yolk in laying hens ISA Brown during two experiments. The probiotics where
supplied to the laying hens for 42 days as preparation period before eggs samples collection. The eggs samples were collected
during 6 days for the 1% and 2™ experiments after the hens reached the age of 34 and 61 weeks, respectively. A total of
36 ISA Brown laying hens were divided into 2 treatment groups. Control group laying hens were fed a basal diet with no
probiotic added. In group Bacillus subtilis, the basal diet was supplemented with the bacteria Bacillus subtilis (PB6) at
1 g/kg, min. 2.3*10° cfu/g. Dietary treatments did not significantly affect the egg weigh, internal egg content weigh,
cholesterol content expressed by g/100 g of egg yolk. Bacillus subtilis (PB6) supplementation significantly (p < 0.05)

increased the fat content in the internal egg content and cholesterol content in egg yolk expressed as g/pc.
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Doplnky do krmiva st cielené pre zvieratd uréené na
produkciu potravin. Jednou zmozZnosti je pouzitie
probiotickych doplnkov. V su¢asnom obdobi si zname
mnohé poznatky o ich G¢inkoch. Ich priame pouzitie do
krmiva stimuluje chutové vlastnosti krmiva (Nahashon et
al., 1992; Nahashon et al., 1993), zlepSuje ¢revnnu
mikrobidlnu  rovnovahu  (Fuller, 1989), pomaha
syntetizovat’ vitaminy (Coates a Fuller, 1977), stimuluje
imunitny systém (Toms a Powrie, 2001), produkciu
traviacich enzymov (Gilliland a Kim, 1984; Saarela et
al., 2000), vyuzivanie nestravitelnych sacharidov (Prins,
1977), podporuje produkciu kyseliny mlieénej a prchavych
mastnych kyselin (Bailey, 1987). Probiotické doplnky na
baze ucinnej latky v érevnom trakte produkuju toxické
zlGCeniny ako prchavé mastné kyseliny, znizujuo pH
auvoliiuju bakteriociny (Rolf, 2000), aby mohli
konkurovat’ inym mikroorganizmom v osidlovani miesta
(Dunham et al.,, 1993). Podobné stanovisko uvadzaju
Kacaniova et al. (2005). Podl'a nich mechanizmus G¢inku
probiotik spociva v produkcii antibakteridlnych latok, ¢im
inhibuju rast patogénov v kompetiticii o adhezivne
receptory na ¢revnom epiteli a v stimulacii imunity. Preto
pri vybere probiotik zohrava vyznamnu tlohu ich vysoka
afinita k wupevneniu na slizniénd stenu creva a
prispdsobovanie sa imunitnym reakciam (Patterson a
Burkholder, 2003). Dalej je to podpora traviacich
enzymov, stimuldcia syntézy vitaminov skupiny B
a posilnenie rastu nepatogénnych, fakultativnych,
anaerébnych a gram-pozitivnych baktérii, pretoze
produkuju inhibi¢né latky, ako st prchavé mastné kyseliny
a peroxid vodika, ktoré inhibuju rast skodlivych baktérii,
atym sa zvySuje odolnost hostitela voéi ¢Erevnym

patogénom (Fuller, 1989; Jin et al., 1996; Rolf, 2000;
Sun, 2005). Vo vztahu ku zdravotnej bezpecnosti
probioticka suplementacia moze znizit obsah cholesterolu
v krvi avajcovom itku (Mohan et al., 1995;
Abdulrahim et al., 1996; Haddadin et al., 1996; Jin et
al., 1998). Priaznivo ovplyviiuji obsah cholesterolu
v krvnom sére a celkové lipidy pocas znaskového cyklu
sliepok (Capcarova et al., 2010). Pozornost’ sa venuje
najmi baktériam mliecneho kvasenia, bifidobaktériam
a bacilom. Laktacidoprodukéné baktérie maju S$pecifickt
schopnost  prednostne  kolonizovat® urlité  oblasti
gastrointestinalneho traktu hydiny. Bola preukazana
vyrazna adherencia tychto baktérii na vystelke hrvola,
distalnej Casti tenkého Creva a na cekalnej mukoze
(Kadaniova et al, 2011). V mnohych aktudlnych
literarnych zdrojoch sa vyskytuji kontroverzné vysledky
z vyskumu pouZzivania probiotickych doplnkov
pri produkcii konzumnych vajec. Preto je vhodné uviest
v metodike ich ucinnt zloZku, charakteristiku, formu
pouzitia, davku, aktivitu a iné. Dovody nejednotnych
vysledkov variabilnych G¢inkov probiotik u hydiny mozu
byt  pripisované  zmenam  Crevnej mikroflory
a podmienkam chovného prostredia (Mahdavi et al.,
2005), schopnost alebo neschopnost’ probiotik kolonizacie
v traviacom trakte a konkuren¢ne vylacit patogénne
baktérie (Jin et al., 1997), ale aj intenzita stresu v chove
(Lyon, 1987). Ciel'om nasho ¢lanku je poskytnut’ vysledky
z experimentov, v ktorych bol pouzity kfmny probioticky
doplnok na baze Bacillus subtilis (PB6) u znaskového typu
sliepok ISA Brown, ojeho u¢inku na hmotnost’ vajec,
vniitorného obsahu vajec, Zitka, obsah tuku vo vajcovom
obsahu a obsah cholesterolu vo vajcovom Zitku.
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MATERIAL A METODY
Predmet vyskumu

Pre splnenie stanoveného ciela boli uskuto¢nené dva
bilanéné pokusy snosivym typom sliepok ISA Brown
v pokusnom zariadeni Slovenskej pol'nohospodarskej
univerzity v Nitre, Fakulta biotechnologie a potravinarstva,
Katedra hygieny a bezpecnosti potravin, ¢. SK P 10011.
Bilanéné pokusy v trvani 6 dni nadvézovali na pripravné
obdobie vtrvani 42 dni. Prvy bilanény pokus bol
realizovany pocas prvej fazy znasky vo veku nosnic
34 tyzdnov s celkovym poctom zvierat 36 ks a druhy
bilanény pokus bol pocas druhej fazy znasky vo veku
nosnic 61 tyzdnov s celkovym poctom zvierat 36 ks. Pocas
pripravného  obdobia  nosnice  boli  adaptované
na experimentalne podmienky. Na kfmenie bola pouzita
Standardnad kfmna zmes v praskovej forme, ktora bola
v pokusnej skupine oznaéenej ako Bacillus subtilis
obohatena probiotickym doplnkom na baze kmena baktérii
Bacillus  subtilis (PB6) vdavke 1 gkg', min.
2,3.10° KTJ.g"'. Baktérie Bacillus subtilis su dobre
adaptabilné, schopné rastu v rozlicnom prostredi vratane
pody, korenov rastlin a gastrointestinalneho traktu zvierat
(Earl et al, 2007). Na porovnanie vysledkov bola
vytvorena kontrolnd skupina, v ktorej bola pouzita
Standardnd kfmna zmes bez probiotika. Pri realizacii
pokusov boli uplatnené principy welfare.

Odber vzoriek a analyticky postup

Odber vajec na analyzu cholesterolu bol uskuto¢neny
v prvy a posledny den bilanéného pokusu.

Hmotnost' vajec - vahy typu Kern-49N s presnost'ou
d=0,1 g.

Hmotnost” vajcového Zitka - vihy typu Kern-49N
s presnostou d=0,1 g.

Susina - vysuSovanie vzorky za predpisanych podmienok
v susiarni, typ J. R. Selecta s. a., pri teplote 105 °C.

vo vajcovom obsahu - vysusena vzorka vajcového
obsahu s morskym  pieskom bola  kvantitativne
premiestnena do extrakéného pristroja, typ DET-GRAS N,
kde bola extrahovana extrakénym cinidlom petroléterom.
Po extrakcii bola vzorka odparovana na zvysky petroléteru
a susena v susiarni pri teplote 100 °C.

Cholesterol vo vajcovom Zitku - ruéne oddeleny vajcovy
zitok bol zhomogenizovany v laboratornom mixéri.
Z homogenizovanej vzorky bolo navazené 5 g. Ku vzorke
bolo  pipetou  pridané  S§tvornasobné  mnoZstvo
fyziologického roztoku 18,5 g NaCl (1 liter H,O). Zmes
bola dokladne zhomogenizovana. Obsah cholesterolu bol
stanoveny podl'a Ingra a Simeonovej (1983).

Statisticka analyza

Prvotné tudaje boli S$tatisticky spracované pomocou
analyzy rozptylu (ANOVA) v programovom systéme SAS
(SAS, 1985). Rozdiely boli testované pomocou F-testu
a nasledného Scheffeho testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Hmotnost’ vajec

Na zéklade analyzy odvazenych vajec sme zistili,
ze probiotikum na baze Bacillus subtilis (PB6) svojimi
ucinkami tendenc¢ne zvysilo ich hmotnost v porovnani
s hmotnostou vajec kontrolnej skupiny, pricom rozdiely
neboli Statisticky vyznamné (P>0,05). Podobné vysledky
tendenéného  zvySenia hmotnosti  vajec  vplyvom
probiotického doplnku zazanamenali Galazzi et al. (2008),
Arpasova et al. (2012). Arpasova et al. (2012) do krmiva
pre nosnice pouzili probioticky doplnok v davke 0,5 g.kg™,
ktory obsahoval lyofilizované druhy baktérii Lactis LAT
182, Lactobacillus acidophilus LAT 180, Lactobacillus
bulgaricus LAT 187, Lactobacillus delbrueckii ssp.
Lactobacillus helveticus LAT 179, Enterococcus faecium
E-253, Streptococcus thermophilus LAT 205, KTJ LAB:
min. 5.10°.g”. Na rozdiel od tychto vysledkov itatisticky
vyznamné zvysSenie hmotnosti vajec vplyvom laktobacilov
v porovnani s hmotnostou vajec kontrolnej skupiny
uvadzaju vo svojej studii Ramasamy et al. (2009).
Hmotnost’ vnitorného vajcového obsahu

Vplyvom probiotického doplnku Bacillus subtilis (PB6)
sa hmotnost’ vnutorného vajcového obsahu tendencne
zvysila v porovnani s hmotnostou vnitorného vajcového
obsahu kontrolnej skupiny. Hodnota tohto ukazovatela
uzko suvisi s hmotnost'ou vajca.

Obsah tuku vo vajcovom obsahu

Vysledky Statistického spracovania analyzovanych
vzoriek obsahu tuku jednoznacne potvrdili Statisticky
vyznamne P<0,05 jeho zvySenie vo vajcovom obsahu
vplyvom probiotika na baze Bacillus subtilis (PB6).
V literarnych zdrojoch je nedostatok poznatkov o vplyve
probiotik na obsah celkového tuku vo vajci. Mikulski et
al. (2012) skumali vplyv probiotika na baze Pediococcus
acidilacticic MA 18/5M 100 mgkg' krmiva a po
12 tyzdioch pridali do krmiva daldich 50 mgkg’,
na obsah celkovych polynenasytenych mastnych kyselin
vratane kyseliny linolovej a linolénovej kyseliny. Zistili
vyznamné zvySenie (0 6,5 %) v porovnani s vysledkami
skupiny, v ktorej bolo krmivo obohatené o probiotikum
100 mg-kg™, resp. kontrolnej skupiny bez probiotika.
Hmotnost’ vajcového Zitka

Nade vysledky hmotnosti vajcového Zitka ziskané
v bilanénych pokusoch, v ktorych sme sledovali vplyv
probiotického doplnku na baze Bacillus subtilis (PB6)
potvrdili zévery vplyvu probiotik na hmotnost Zitka
autorov Asli et al. (2007), Yalcin et al. (2002), ktori tiez
nezistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinou
s probiotickym doplnkom a kontrolnou skupinou. Podobné
vysledky hmotnosti vajcového zitka bez statistického
potvrdenia rozdielov medzi skupinami dosiahli vo svojich
experimentoch aj Kurtoglu et al. (2004). Sledovali vplyv
komerénych kimnych probiotik (BioPlus 2B) v davkach
0,25,0,52a 0,75 g.kg" po dobu 90 dni.
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Tabul’ka 1 Hmotnost vajec, g

Vek nosnic, tyZdne Skupina n x S Vi
34 Kontrolna 31 59,33 4,71 7,94
Bacillus subtilis 31 59,87 4,59 7,67
61 Kontrolna 20 66,26 5,70 8,60
Bacillus subtilis 20 68,98 5,32 7,71
F-test P>0,05
Scheffeho test = P>0,05
Tabul’ka 2 Hmotnost’ vnutorného vajcového obsahu, g
Vek nosnic, tyZdne Skupina n x S Vi
34 Kontrolna 31 50,52 4,73 9,36
Bacillus subtilis 31 52,22 4,61 8,83
61 Kontrolna 20 57,33 5,72 10,00
Bacillus subtilis 20 60,66 5,34 8,80
F-test P>0,05
Scheffeho test = P>0,05
TabuPka 3 Obsah cholesterolu vo vajcovom Zitku
Vek nosnic, Skupina Cholesterol Cholesterol
tyZdne 2.100 g'1 g.ks'1
n x Scheffeho test x Scheffeho test
Kontrolna 31 1,48 0,220
34 Bacillus subtilis 31 1,31 P>0,05 0,199 P<0,05
Kontrolna 20 1,53 0,289
61 Bacillus subtilis 20 1,41 P>0,05 0,269 P<0,05
F-test P>0,05 P<0,05
Tabul’ka 4 Obsah tuku vo vajcovom obsahu
Vek nosnic, Tuk Tuk
tyZdne Skupina n 2.100 g g.ks”
X s Scheffeho x s Scheffeho
test test
34 Kontrolna 31 10,30 0,60 5,20 | 0,42
Bacillus subtilis 31 10,80 0,62 | P<0,05 5,64 | 0,36 | P<0,05
61 Kontrolna 20 10,55 0,21 6,40 | 0,61
Bacillus subtilis 20 10,61 0,43 | P<0,05 6,08 | 0,49 | P<0,05
F-test P<0,05
Tabul’ka 5 Hmotnost’ vajcového Zitka, g
Vek nosnic, tyZdne Skupina n x S Vi
34 Kontrolna 31 14,85 2,07 13,94
Bacillus subtilis 31 15,20 1,31 8,62
61 Kontrolna 20 18,86 2,01 10,66
Bacillus subtilis 20 19,06 1,49 7,82
F-test P>0,05

Scheffeho test = P>0,05

Obsah cholesterolu vo vajcovom Zitku

Z vysledkov analyzy obsahu cholesterolu vo vajcovom
Zltku vyplyva, Ze pri jeho vyjadreni v gramoch na 100 g sa
vplyvom probiotického doplnku na baze Bacillus subtilis
(PB6) tendencne znizil a pri jeho vyjadreni v gramoch na
kus sa Statisticky vyznamne (P<0,05) znizil v porovnani
s kontrolnou skupinou. Statisticky vyznamné zniZenie
obsahu cholesterolu vo vajcovom Zitku zaznamenali aj
Li et al. (2006) vplyvom 0,5, 1,0 a 1,5 g.kg'l probiotika

na baze Bacillus subtilis v porovnani s kontrolnou
skupinou. Podobne $tatisticky vyznamné znizenie obsahu
cholesterolu vo vajcovom Zitku zistili vo svojich
experimentoch tiezZ Kurtoglu et al. (2004), a to vplyvom
komerénych kimnych probiotik (BioPlus 2B) v davkach
0,25, 0,5 a 0,75 g.kg-1 v porovnani s kontrolnou skupinou.
Bez ohl'adu na davku probiotika Pediococcus acidilactici,
kmen MA18/5M do krmiva pre nosnice Hy-Line Brown,
ato 0,1 gkg-1, ktoré bolo skrmované prvych 12 tyzdiov
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experimentu a d’alsich 12 tyzdiiov doplnené 0,05 g.kg”,
zistili Mikulski et al. (2012) statisticky vyznamné
znizenie obsahu cholesterolu vo vajcovom zitku o viac ako
10 %. Na zniZenie obsahu cholesterolu vo vajcovom Zitku
vplyvom probiotickych kimnych doplnkov existuje
niekol’ko vysvetleni. Je mozné, ze niektoré z organizmov
pritomnych v probiotickom doplnku by mohli vyuzivat
cholesterol  pritomny v  gastrointestinalnom  trakte
pre vlastny bunkovy metabolizmus, ¢im sa znizi mnozstvo
absorbovaného cholesterolu (Nelson a Gilliland, 1984;
Gilliland et al., 1985).

Kalavathy et al. (2003) uvadzaju, Ze kmene
laktacidoprodukénych — baktérii s schopné menit’
enterohepatalny cyklus a znizit obsah cholesterolu
prostrednictvom  asimilacie  diétneho  cholesterolu
v bakterialnej bunke a ¢innosti zICovych kyselin a hydrolaz
v Creve. Podl'a Fukushima a Nakano (1995) vplyvajt
kfmne probiotikd na znizenie obsahu cholesterolu
schopnostou inhibovat enzym hydroxy-metyl-glutaryl-
koenzym A reduktazu. V désledku inhibicie hydroxy-
metyl-glutaryl-koenzym A reduktdzy sa znizi produkcia
mevalonatu, ¢im sa znizi tvorba a produkcia cholesterolu
(Gajdos et al., 2004).

ZAVER

Racionalny pristup k pouzivaniu kfmnych probiotik
v oblasti produkcie konzumnych vajec ostdva nadalej
otvoreny pre dalsi vyskum. Na zaklade literarnych
poznatkov uvedenych v ¢lanku vyplyva, ze vsetky vhodné
probiotikd sa  nevyznafuji  rovnakymi Uc€inkami
na hmotnost’ vajec, hmotnost’  Zitka a obsah tuku, resp.
cholesterolu vo vajcovom zitku. Vysledky mnohych
experimentov v tomto smere vSak naznacili tendenciu
pozitivneho vplyvu. Na zéklade vysledkov nasSich
bilan¢nych pokusov s kimnym probiotickym doplnkom na
baze Bacillus subtilis (PB6) vdavke 1 gkg', min.
2,3.10° KTJ.g" mozno konitatovat, Ze pri konzumnych
vajciach nosnic ~ ISA Brown sa tenden¢ne zvysila
hmotnost vajec, vajcového obsahu, vajcového Zitka
a Statisticky vyznamne (P<0,05) sa zvysil obsah tuku
vo vajcovom obsahu a znizil obsah cholesterolu vyjadreny
na kus vajcového zitka. Pri obsahu cholesterolu
vo vajcovom Zitku vyjadrenom na 100 g sa naznadila
tendencia jeho znizenia vplyvom probiotika Bacillus
subtilis (PB6). Nejednotnost’ v dosahovanych vysledkoch
vplyvom  komerénych probiotickych produktov, ako
vyplyva z literarnych poznatkov, moéze suvisiet’ s druhom
probiotického produktu, davkou a aktivitou. Na zaklade
literarnych poznatkov mozno konstatovat, Ze pri pouzivani
probiotickych  produktov  vo  vyskume produkcie
konzumnych vajec ma byt charakterizované kazdé
probiotikum podla jeho vplyvu na fyziologicky stav
¢revného traktu nosnice. Aj ked sa dosiahol urc¢ity pokrok
v oblasti vyskumu probiotik pri produkcii konzumnych
vajec, ich pozitivny vplyv vo vztahu ku kvalite
a bezpeCnosti vajec je chapané ako symbioticky vztah
medzi hostitel'om (nosnicou) a crevnymi
mikroorganizmami. V tejto oblasti si nedostatocné
poznatky. Nejednotnost vo vysledkoch vplyvu kimnych
probiotik pravdepodobne stvisi s uvedenym vztahom.
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