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ZMĚNY HODNOT TĚLESNÝCH ROZMĚRŮ JAKO 
UKAZATELŮ RŮSTU BÝČKŮ A JALOVIC PLEMEN ČESKÉ 
STRAKATÉ A LIMOUSIN A JEJICH KŘÍŽENCŮ*

* Práce byla řešena v rámci grantového úkolu NAZV č. 7162 ve VÚCHS v Rapotíně.

VARIATIONS OF BODY MEASUREMENTS AS GROWTH INDICATORS 
IN BULLOCKS AND HEIFERS OF CZECH PIED AND LIMOUSIN 
BREEDS AND THEIR CROSSBREDS

V. Nová, F. Louda

Czech University of Agriculture, Faculty of Agronomy, Prague, Czech Republic

ABSTRACT: Seventeen body measurements were investigated that characterize the growth and muscling of bullocks and 
heifers of Czech Pied (C) and Limousin (Li) breeds and their crossbreds. Measurements were determined at the age of 120, 
210 and 365 days. The data were statistically processed by a linear model of SAS statistic program. It was demonstrated for 
most body measurements at the age of 120 days that the highest average values were recorded in bullocks and heifers of the 
same genotype. Bullocks and heifers of Limousin breed had the highest average values of front and middle width of pelvis, 
of front and rear width of loins measured with a pair of compasses and of front and rear width of loins measured with a tape. 
Taped length of leg, girth of chest at sacrum, direct and taped body length, height at withers and at sacrum and diagonal 
body length were highest in bullocks and heifers of C x Li crossbreds. The highest average values of rear width of pelvis, 
half-circumference of thighs and girth of chest were determined in C x Li bullocks and Li heifers; C x Li bullocks and 
C heifers had the largest metacarpal circumference. The lowest average values of all body measurements (except metacarpal 
circumference) were determined in bullocks of C breed. Heifers had the lowest average values of most body measurements 
in C breed, but the average values of direct, taped and diagonal body length and metacarpal circumference were lowest in Li 
breed. Bullocks and heifers were found to have the highest average values for the same genotype at 210 days of age. All 
body measurements determined on loins, taped leg length, girth of chest, girth of chest at sacrum, direct body length, taped 
body length, height at withers and at sacrum, diagonal body length and metacarpal circumference were largest in bullocks 
and heifers of C x Li crossbreds. The half-circumference of thighs in bullocks and heifers was largest in Li breed while the 
taped length of leg had the same value in Li bullocks and C x Li bullocks. The highest average values of front and middle 
width of pelvis were determined in C x Li bullocks and C heifers, the highest average value of rear width of pelvis was 
recorded in C x Li bullocks and Li heifers. Li breed had the lowest average values of most body measurements in bullocks 
and heifers. The circumference of thighs, taped length of leg and rear width of pelvis were smallest in bullocks and heifers 
of C breed. Front width of loins measured with a pair of compasses was smallest in C bullocks and Li heifers. Bullocks and 
heifers had the highest average values for different genotypes at 365 days of age. The highest average values of middle width 
of pelvis, rear width of loins measured with a pair of compasses, taped length of leg, girth of chest, girth of chest at sacrum, 
taped body length, height at withers and at sacrum, and diagonal body length were determined in C x Li bullocks and C heifers, 
the highest average values of rear width of pelvis were found in Li bullocks and C heifers. Front width of pelvis, direct body 
length and metacarpal circumference were largest in bullocks and heifers of C breed while front width of loins measured with 
a pair of compasses, front and rear width of loins measured with a tape and half-circumference of thighs were largest in 
C x Li bullocks and heifers. The lowest average values of most body measurements were determined in bullocks and heifers 
of Li breed. Half-circumference of thighs was smallest in bullocks and heifers of C breed, rear width of pelvis was smallest 
in C bullocks and Li heifers. The above results document heterosis effect at 120 and 210 days of age for the size of body 
frame in crossbred bullocks and heifers. Heterosis effect at 365 days of age was obvious mainly in C x Li bullocks, but not 
in C x Li heifers. It follows from statistical data processing that the highest growth rate was observed in crossbred bullocks 
and heifers until 120 days of age. Li breed had the higher growth rate than C breed in that period. The highest growth rate 
between 120 and 210 days of age was determined in crossbred bullocks and heifers. Li breed had the lowest growth rate of 
bullocks and heifers at the age of 210 to 365 days if compared with Czech Pied cattle and crossbreds - the lowest values of 
almost all body measurements were recorded in bullocks and heifers of Li breed. Only the half-circumference of thighs was 
smallest in bullocks and heifers of Czech Pied breed. The highest growth rate at that period was determined in bullocks-cross- 
breds and in heifers of C breed.

Keywords: beef cattle; crossbreds; growth; body measurements
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ABSTRAKT: Sledovali jsme 17 tělesných rozměrů charakterizujících růst a osvalení u býčků a jaloviček plemen české 
strakaté (C) a limousin (Li) a jejich kříženců (C x Li). Měření probíhalo ve věku zvířat 120, 210 a 365 dní. Naměřené hodnoty 
tělesných rozměrů byly statisticky vyhodnoceny lineárním modelem statistického programu SAS. Bylo zjištěno, že ve věku 
120 a 210 dní se u býčků i jaloviček C x Li projevil heterozní efekt ve velikosti tělesného rámce. Ve věku 365 dní se tento 
heterozní efekt projevil u býčků C x Li, ale již ne u jaloviček C x Li. Ve věku 365 dní dosáhly nejvyšších průměrných hodnot 
u většiny tělesných rozměrů jalovičky plemene C a býčci C x Li. Do věku 120 dní byla nejvyšši intenzita růstu zjištěna 
u býčků i jaloviček C x Li. V tomto období vykázalo plemeno limousin vyšší intenzitu růstu než plemeno české strakaté. Ve 
věku 120 dní dosáhla u býčků i u jaloviček většina tělesných rozměrů vyšších hodnot u plemene Li než u plemene C. 
Poloobvod stehen a vinutá délka kýty byly ve věku 120 dní nejmenší u býčků i jaloviček plemene C. Ve věku 120 až 210 dni byla 
nejvyšši intenzita růstu zjištěna opět u kříženců obou pohlaví. V tomto období byla u býčků i jaloviček vyšší intenzita růstu 
délkových tělesných rozměrů u plemene C než u plemene Li a ve věku 210 dní byly hodnoty většiny délkových tělesných 
rozměrů u býčků i u jaloviček vyšší u plemene C než u plemene Li. Poloobvod stehen a vinutá délka kýty byly ve věku 210 dní 
opět nejmenší u býčků i jaloviček plemene C. Od věku 210 dní do věku 365 dní vykázali býčci i jalovičky plemene Li ve 
srovnání s plemenem C a s kříženci nejnižší intenzitu růstu - u téměř všech sledovaných tělesných rozměrů byly zjištěny 
u býčků i u jaloviček plemene Li nejnižší hodnoty. Pouze poloobvod stehen byl nejnižší u býčků i jaloviček plemene C. Od 
věku 210 dní do 365 dni byla zjištěna nejvyšši intenzita růstu u býčků u kříženců a u jaloviček u českého strakatého skotu.

Klíčová slova: masný skot; kříženci; růst; tělesné rozměry

ÚVOD

Produkce masa je v podstatě funkcí růstu a plodnos­
ti, proto se pozornost v celosvětovém měřítku obrací 
к procesům růstu (Přibyl et al, 1984). Průběh růstové 
křivky je závislý na plemeni a pohlaví.

Bartoň et al. (1996) porovnávali u plemen české stra­
katé a černostrakaté výšku v kohoutku a v kříži, obvod 
hrudi, šířku hrudníku, délku pánve, objem kýty, hloub­
ku hrudníku a šířkové rozměry pánve. Ve věku 12 mě­
síců zjistili mezi oběma plemeny větší diference než 
před porážkou. Teslík et al. (1989) zjišťovali u býčků 
plemene české strakaté (C), herefordské (Не) a jejich 
kříženců (С x Не) těsně před porážkou sedm tělesných 
rozměrů. Uvádějí, že téměř všechny tělesné rozměry 
vykazují významné rozdíly mezi skupinou C na jedné 
straně a skupinami Не а С x Не na straně druhé. Z údajů 
usuzují na větší podobnost stavby těla kříženců a býčků 
Не. Gálik a Páleník (1985) měřili těsně před porážkou 
křížence slovenského strakatého plemene se čtyřmi spe­
cializovanými masnými plemeny skotu. Býci-kříženci 
s plemenem Li patřili к nejdelším, jalovice téhož geno­
typu naopak к nejkratším zvířatům - největší mezipoh- 
lavní rozdíly činily 9,7 %. Teslík et al. (1995) zjistili 
u býčků C a u kříženců s C x Li před porážkou statis­
ticky významné rozdíly pouze ve výšce v kříži. U jalo­
vic C x Не zjistili nejmenší tělesný rámec. Teslík et al. 
(1987) porovnávali na základě hodnot před porážkou 
růst českého strakatého skotu a jeho kříženců s pleme­
nem Li. Mezi býky nezjistili u žádného rozměru statis­
ticky významné rozdíly. Býci skupiny C x Li měli menší 
tělesný rámec. Rovněž mezi jalovicemi nezaznamenali 
statisticky významné rozdíly. Problematikou tělesných 
rozměrů u býčků českého strakatého plemene - jedi- 
náčků i dvojčat ve věku 6 až 18 měsíců se zabývali 
Šmerha a Louda (1976, 1977).

MATERIÁL A METODA

Cílem sledování bylo porovnat ve věku 120 až 365 dní 
změny hodnot tělesných rozměrů jako ukazatelů růstu 
mezi býčky a jalovičkami plemen C a Li a jejich kří­
ženců a ověřit hypotézu, zda se projeví heterozní efekt 
ve velikosti tělesného rámce u kříženců C x Li.

Telata zařazená do pokusu byla rozdělena do šesti 
skupin podle genotypu a pohlaví takto:
Býčci: Li - 22 ks, C - 32 ks, C x Li - 20 ks
Jalovičky: Li - 24 ks, C - 25 ks, C x Li - 21 ks

Růstová schopnost pokusných zvířat byla zjišťována 
ve věku 120, 210 a 365 dní vážením a měřením 17 těles­
ných rozměrů charakterizujících masnou užitkovost, 
růst a vývin.

Byly sledovány tyto rozměry: přední šířka pánve, 
střední šířka pánve, zadní šířka pánve, přední šířka be­
der měřená kružidlem, zadní šířka beder měřená kru- 
židlem, přední šířka beder měřená páskou, zadní šířka 
beder měřená páskou, poloobvod stehen, vinutá délka 
kýty, obvod hrudníku, křížový obvod hrudníku, přímá 
délka těla, vinutá délka těla, výška v kohoutku, výška 
v kříži, šikmá délka těla, obvod holeně.

Naměřené hodnoty tělesných rozměrů byly statistic­
ky vyhodnoceny ve statistickém programu SAS lineár­
ním modelem podle rovnice:

Vij = В + РЦ + РОН, + PLPOHy + ey

kde: yj - sledovaný ukazatel
ц - průměr souboru
PLj - vliv Mého genotypu, i = 1, .... 3
POHj - vliv ý-tého pohlaví, j = 1, 2
PLPOHjj - interakce genotypu a pohlaví
еу - reziduum

Porovnání hodnot tělesných rozměrů bylo provede­
no ve věku 120, 210 a 365 dní zvlášť u býčků a jalovi-
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ček jednotlivých genotypů při vyloučeni vlivu pohlaví 
a genotypu. Rozdíly mezi testovanými skupinami byly 
vyhodnoceny na hladinách pravděpodobnosti P < 0,05, 
P < 0,01 a P < 0,001.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Ve věku 120 dní byly u býčků (tab. I) zjištěny sta­
tisticky významné (P < 0,001) rozdíly mezi C a Li 
u střední šířky pánve, přední šířky beder měřené kru- 
židlem, poloobvodu stehen a vinuté délky kýty, mezi C 
a C x Li u poloobvodu stehen, vinuté délky kýty, kří­
žového obvodu hrudníku, přímé délky těla, výšky v ko­
houtku a šikmé délky těla a na hladině významnosti 
P < 0,01 rozdíly mezi C a Li u zadní šířky beder mě­
řené kružidlem, křížového obvodu hrudníku, výšky 
v kohoutku a výšky v kříži, mezi Li a C x Li u přední 
šířky beder měřené kružidlem, přímé délky těla, šikmé 
délky těla a obvodu holeně, mezi С a C x Li u zadní 
šířky pánve, obvodu hrudníku, vinuté délky těla a výš­
ky v kříži. Na hladině významnosti P < 0,05 byly 
u býčků zjištěny rozdíly mezi C a Li u přední a zadní 
šířky pánve, přední šířky beder měřené páskou a obvo­

du hrudníku a mezi С a C x Li u střední šířky pánve, 
zadní šířky beder měřené kružidlem a obvodu holeně.

U jaloviček ve věku 120 dnů (tab. II) byly na hladině 
významnosti P < 0,001 zjištěny rozdíly mezi C a Li 
u přední šířky beder měřené kružidlem a u poloobvodu 
stehen, na hladině významnosti P < 0,01 mezi Li a C 
x Li u přední šířky beder měřené kružidlem a na hladi­
ně významnosti P < 0,05 mezi C a Li u střední a zadní 
šířky pánve, přímé délky těla a obvodu holeně, mezi Li 
a C x Li u přímé délky těla a mezi С a C x Li u polo­
obvodu stehen.

Ve věku 210 dnů byly u býčků (tab. Ill) zjištěny 
statisticky významné rozdíly (P < 0,001) mezi C a Li 
u přední šířky pánve a poloobvodu stehen, mezi Li a C 
x Li u přední šířky pánve, obvodu hrudníku, křížového 
obvodu hrudníku, přímé délky těla, výšky v kohoutku 
a v kříži a u šikmé délky těla a mezi С a C x Li u polo­
obvodu stehen, křížového obvodu hrudníku a výšky 
v kříži, na hladině významnosti P < 0,01 mezi C a Li 
u přímé délky těla, mezi Li a C x Li u zadní šířky beder 
měřené kružidlem, mezi С a C x Li u zadní šířky pán­
ve, přední a zadní šířky beder měřené kružidlem, obvo­
du hrudníku a výšky v kohoutku a na hladině význam-

1. Základní statistické charakteristiky tělesných rozměrů u býčků jednotlivých genotypů ve věku 120 dní - Basic statistical data on body 
measurements in bullocks of the particular genotypes at 120 days of age

Býčci Clsn = 32 Býčci Li19n = 22 Býčci C x Li20 n = 20 Rei. HE

x (cm) J- í(cm) J- ž(cm) %

Přední šířka pánve1 28,4 a* 0,32 29,4 0,38 28,8 0,40 -

Střední šířka pánve2 33,6 a'** 0,38 36,1 0,46 35,1 c< 0,49 -

Zadní šířka pánve3 19,3 a* 0,34 20,7 0,41 21,0 c** 0,43 5,0

Přední šířka beder kružidlem4 19,8 a*** 0,29 22,0 b" 0,35 20,5 0,36 -

Zadní šířka beder kružidlem5 23,5 a** 0,32 24,9 0,38 24,5 c* 0,40 -

Přední šířka beder páskou6 28,0 a* 0,43 29,7 0,52 29,0 0,54 -

Zadní šířka beder páskou7 31,5 0,43 32,6 0,52 32,5 0,54 -

Poloobvod stehen8 80,3 a*** 1,06 89,4 1,28 90,7 c*** 1,34 6,9

Vinutá délka kýty9 127,9 a*“ 1,38 136,1 1,66 140,2 c*“ 1,74 6,2

Obvod hrudníku10 125,1 a* 1,32 130,1 1,59 131,8 c** 1,67 3,3

Křížový obvod hrudníku11 136,7 a** 1,57 143,1 1,90 146,6 c*** 1,99 4,8

Přímá délka těla12 56,0 0,74 56,9 h" 0,90 60,9 c*** 0,94 7,9

Vinutá délka těla13 122,5 1,16 124,9 1,40 127,7 c** 1,47 3,2

Výška v kohoutku14 95,4 a" 0,76 99,2 0,92 99,9 c*** 0,97 2,7

Výška v kříži15 102,7 a** 0,80 106,9 0,97 107,0 c** 1,02 2,1

Šikmá délka těla16 103,0 1,12 105,5 b" 1,35 110,7 c*** 1,42 6,2

Obvod holeně17 16,2 0,21 15,7 b" 0,25 16,9 c* 0,26 6,0

Legenda к tabulkám I-VI - Legend to Tables I-VI:
a - statistické rozdíly mezi plemeny české strakaté a limousin - statistical differences between Czech Pied cattle and Limousin breed
b - statistické rozdíly mezi plemenem limousin a kříženci - statistical differences between Limousin breed and crossbreeds
c - statistické rozdíly mezi českým strakatým plemenem a kříženci - statistical differences between Czech Pied cattle and crossbreeds
Rei. HE - relativní heterozní efekt v % - relative heterosis effect in %
C = české strakaté plemeno - Czech Pied breed, Li = plemeno limousin - Limousin breed, C x Li = kříženci - crossbreds
* P< 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001

‘front width of pelvis, 2middle width of pelvis, 3rear width of pelvis, 4front width of loins measured with a pair of compasses, 5rear width 
of loins measured with a pair of compasses, 6front width of loins measured by tape, 7rear width of loins measured by tape, 8half-circumference 
of thighs, 9taped length of leg, 1()girth of chest, “girth of chest at sacrum, l2direct body length, 13taped body length, l4height at withers, 
l5height at sacrum, l6diagonal body length, 17metacarpal circumference, 18C bullocks, 19Li bullocks, 20C x Li bullocks
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II. Základní statistické charakteristiky tělesných rozměrů u jaloviček jednotlivých genotypů ve věku 120 dní - Basic statistical data on body 
measurements in heifers of the particular genotypes at 120 days of age

Jalovičky С18 л = 25 Jalovičky Li19 n = 24 Jalovičky C x Li20 л = 21 Rei. HE
x (cm) 5t x (cm) x (cm) j- %

Přední šířka pánve1 29,0 0,36 29,4 0,37 29,1 0,39 -

Střední šířka pánve2 34,5 a* 0,44 36,0 0,44 35,0 0,47 -

Zadní šířka pánve3 20,6“' 0,39 21,7 0,39 20,9 0,42 -
Přední šířka beder kružidlem4 20,2 •"' 0,33 21,9 b” 0,33 20,4 0,36 -

Zadní šířka beder kružidlem5 24,2 0,36 24,7 0,37 24,2 0,39 -

Přední šířka beder páskou6 28,8 0,49 29,6 0,50 29,2 0,53 -

Zadní šířka beder páskou7 32,4 0,49 32,7 0,50 32,6 0,53 -

Poloobvod stehen8 82,8 a*** 1,20 88,8 1,22 86,2 =* 1,31 -

Vinutá délka kýty9 133,2 1,56 135,7 1,59 137,1 1,70 2,0

Obvod hrudníku10 128,9 1,50 130,8 1,53 130,4 1,63 -

Křížový obvod hrudníku11 141,9 1,78 143,6 1,82 144,5 1,94 1,2

Přímá délka těla12 58,6 a* 0,84 56,2 b‘ 0,86 59,3 0,92 3,3

Vinutá délka těla13 124,8 1,32 124,5 1,34 126,6 1,44 1,6

Výška v kohoutku14 98,6 0,86 99,1 0,89 99,7 0,94 0,9

Výška v kříži15 106,3 0,91 107,0 0,93 107,0 0,99 -

Šikmá délka těla16 107,9 1,27 106,2 1,30 108,1 1,39 1,0

Obvod holeně17 16,2 a* 0,24 15,6 0,24 16,1 0,26 -

For 1-17 see Table 1; l8C heifers, 19Li heifers, 20C x Li heifers

III. Základní statistické charakteristiky tělesných rozměrů u býčků jednotlivých genotypů ve věku 210 dní - Basic statistical data on body 
measurements in bullocks of the particular genotypes at 210 days of age

Býčci C18 л = 32 Býčci Ы19л = 22 Býčci C x Li211 л = 20 Rei. HE

x (cm) x (cm) .st x (cm) %

Přední šířka pánve1 35,2 **** 0,36 33,1 b"' 0,44 35,5 0,45 4,0

Střední šířka pánve2 39,0 0,41 38,7 b' 0,51 40,2 0,52 3,5

Zadní šířka pánve3 23, la* 0,46 24,9 0,57 25,1 c" 0,59 4,6

Přední šířka beder kružidlem4 23,2 0,37 23,3 b* 0,45 25,0 c** 0,46 7,5

Zadní šířka beder kružidlem5 27,7 0,34 27,6 b" 0,42 29,3 c** 0,43 3,8

Přední šířka beder páskou6 30,2 0,52 30,1 0,64 31,5 0,65 4,5

Zadní šířka beder páskou7 33,8 0,54 33,1 b’ 0,67 35,3 0,69 5,5

Poloobvod stehen8 88,7 a*** 1,24 99,7 1,53 95 9 c*** 1,57 -

Vinutá délka kýty9 145,5 1,84 150,8 2,28 150,8 2,33 -

Obvod hrudníku10 145,8 1,56 142,8 b“' 1,93 153,0 c** 1,98 6,0

Křížový obvod hrudníku11 160,4 1,96 156,0 b“‘ 2,42 169,3 c*** 2,48 7,0

Přímá délka těla12 64,7 a** 0,88 60,4 b’" 1,09 65,8 1,12 5,2

Vinutá délka těla13 136,7 1,39 135,3 1,71 139,3 1,75 2,4

Výška v kohoutku14 108,5 a* 0,78 105,5 b"‘ 0,97 112,5 c** 0,99 5.1

Výška v kříži15 114,4 0,82 112,9 b"' 1,01 119,0 ce,e 1,04 4,7

Šikmá délka těla16 119,4 a* 1,22 114,5 b*" 1,50 124,1 c* 1,54 6,1

Obvod holeně17 17,2 0,18 16,8 b‘ 0,23 17,4 0,23 2,4

For 1-20 see Table I

nosti P < 0,05 mezi C a Li u zadní šířky pánve, výšky 
v kohoutku a šikmé délky těla, mezi Li a C x Li 
u střední šířky pánve, přední šířky beder měřené kru- 
židlem, zadní šířky beder měřené páskou a obvodu ho­
leně, mezi С a C x Li u šikmé délky těla.

Zjištěné hodnoty tělesných rozměrů jsou nepatrně 
vyšší, než uvádějí Šmerha a Louda (1997) u býků ple­
mene C.

U jaloviček ve věku 210 dnů (tab. IV) byly zjištěny 
statistické rozdíly na hladině významnosti P < 0,001
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IV. Základní statistické charakteristiky tělesných rozměrů u jaloviček jednotlivých genotypů ve věku 210 dní - Basic statistical data on body 
measurements in heifers of the particular genotypes at 210 days of age

Jalovičky С18 л = 25 Jalovičky Li19 n = 24 Jalovičky C x Li20 л = 21 Rei. НЕ

x (cm) 5^ x (cm) x (cm) sj %

Přední šířka pánve1 37,2 a*** 0,40 34,3 b"' 0,42 37,0 0,44 -

Střední šířka pánve2 40,9 a* 0,47 39,4 0,49 40,7 0,51 -

Zadní šířka pánve3 24,4 a* 0,52 26,0 0,55 25,4 0,57 -

Přední šířka beder kružidlem4 25,9 a* 0,42 24,4 b'" 0,43 27,0 0,45 7,4

Zadní šířka beder kružidlem5 30,1 a*** 0,38 27,8 b‘" 0,40 31,0 0,42 7,1

Přední šířka beder páskou6 34,1 a*** 0,58 30,3 b"‘ 0,61 35,8 0,64 11,2

Zadní šířka beder páskou7 38,0 a*" 0,62 33,3 b*" 0,64 39,4 0,67 10,5

Poloobvod stehen8 93,0 a*** 0,41 101,3 1,47 97,7 c* 1,53 -

Vinutá délka kýty9 152,2 2,09 157,7 2,18 157,7 2,28 -

Obvod hrudníku10 150,1 1,77 146,5 b" 1,84 154,7 1,93 4,3

Křížový obvod hrudníku11 160,5 2,22 162,5 2,32 167,8 c* 2,43 3,9

Přímá délka těla12 67,3 <"* 1,00 62,0 b‘“ 1,04 67,6 1,09 4,6

Vinutá délka těla13 139,0 1,57 138,3 b'“ 11,63 140,4 1,71 1,3
Výška v kohoutku14 110,1 a* 0,89 106,7 0,93 111,7 0,97 3,0
Výška v kříži15 117,0 0,93 114,5 b" 0,97 118,3 1,02 2,2

Šikmá délka těla16 124,0 °*** 1,38 115,0 b”‘ 1,44 126,1 1,50 5,5

Obvod holeně17 17,0 0,21 16,8 0,22 17,1 0,23 1,2

For 1-17 see Table I; l8C heifers, 19Li heifers, 20C x Li heifers

V. Základní statistické charakteristiky tělesných rozměrů u býčků jednotlivých genotypů ve věku 365 dní - Basic statistical data on body 
measurements in bullocks of the particular genotypes at 365 days of age

Býčci C18 n = 32 Býčci Li19 n = 22 Býčci C x Li20 n = 20 Rei. НЕ

x (cm) 5з x (cm) 53 x (cm) 53 %
Přední šířka pánve1 40,9 a*“ 0,46 36,9 b‘” 0,52 40,8 0,49 -

Střední šířka pánve2 44,8 a*” 0,41 41,4 b”‘ 0,46 45,0 0,43 4,4

Zadní šířka pánve3 28,4 0,41 28,7 0,47 28,6 0,44 -

Přední šířka beder kružidlem4 27,8 a* 0,39 26,4 b“ 0,44 28,1 0,41 3,7
Zadní šířka beder kružidlem5 32,9 a‘** 0,40 30,4 b'" 0,45 33,2 0,42 4,9
Přední šířka beder páskou6 35,1 0,49 34,9 0,55 35,7 0,51 2,0

Zadní šířka beder páskou7 40,2 a* 0,52 38,4 b* 0,59 41,0 0,56 4,3
Poloobvod stehen8 98,9 1,35 100,3 b‘ 1,53 105,6 c* 1,43 6,0

Vinutá délka kýty9 164,4 a*** 1,80 154,9 b’" 2,04 169,7 c* 1,91 6,3
Obvod hrudníku10 166,6 “**• 1,51 156,9 b‘" 1,72 170,1 1,61 5,2
Křížový obvod hrudníku11 182,0 a*** 1,94 167,0 b"* 2,20 187,6 е* 2,06 7,5
Přímá délka těla12 73,4 a*** 0,73 62,6 b'" 0,83 71,9 0,78 -

Vinutá délka těla13 155,0 a*** 1,50 145,1 b'" 1,70 158,5 1,59 5,6
Výška v kohoutku14 118,5 a“ 0,85 114,7 b‘" 0,97 120,6 0,90 3,4
Výška v kříži15 124,1 a" 0,84 120,7 b"* 0,95 127,1 c* 0,89 3,8
Šikmá délka těla16 137,5 *'" 1,15 . 129,3 b”' 1,31 137,6 1,22 3,1
Obvod holeně17 19,1 a*** 0,19 17,8 b"* 0,21 19,0 0,20 -

For 1-20 see Table I

mezi C a Li u přední šířky pánve, zadní šířky beder 
měřené kružidlem, přední a zadní šířky beder měřené 
páskou, poloobvodu stehen, přímé délky těla a šikmé 
délky těla, mezi Li a C x Li u přední šířky pánve, před­
ní a zadní šířky beder měřené kružidlem i páskou, pří­

mé délky těla, vinuté délky těla a šikmé délky těla, na 
hladině významnosti P < 0,01 mezi Li a C x Li u ob­
vodu hrudníku a výšky v kříži a na hladině významnos­
ti P < 0,05 mezi C a Li u střední a zadní šířky pánve, 
přední šířky beder měřené kružidlem a výšky v kohout-
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VI. Základní statistické charakteristiky tělesných rozměrů u jaloviček jednotlivých genotypů ve věku 365 dní - Basic statistical data on body 
measurements in heifers of the particular genotypes at 365 days of age

Jalovičky C18 n = 25 Jalovičky Li19 л = 24 Jalovičky C x Li20 n = 21 Rei. HE

x (cm) 5- x (cm) y- x (cm) %

Přední šířka pánve* 42,9 a№ 0,44 38,7 b’" 0,44 41,7 c* 0,44 -

Střední šířka pánve2 44,8 a*** 0,39 41,7 b" 0,37 43,5C* 0,39 -

Zadní šířka pánve3 29,8 0,39 28,9 0,39 29,3 0,39 -

Přední šířka beder kružidlem4 27,4 0,37 26,9 b" 0,37 28,6 c* 0,37 5,3

Zadní šířka beder kružidlem5 33,9 a*** 0,38 31,4 bl" 0,38 33,6 0,38 -

Přední šířka beder páskou6 35,5 a*’* 0,46 33,7 b“* 0,46 36,1 0,46 4,3

Zadní šířka beder páskou7 40,3 a*** 0,50 37,7 b‘" 0,50 41,2 0,50 5,6

Poloobvod stehen8 93,8 1,28 96,5 1,28 96,9 1,28 1,8

Vinutá délka kýty9 170,6 a*** 1,71 160,4 b* 1,71 166,3 1,71 -

Obvod hrudníku10 167,8 a*** 1,44 157,4 b"* 1,44 166,4 1,44 -

Křížový obvod hrudníku11 183,9 a*** 1,84 171,8 b"‘ 1,84 182,0 1,84 -

Přímá délka těla12 71,9 a*~ 0,69 67,1 b~* 0,69 71,8 0,69 -

Vinutá délka těla13 155,5 a*’* 1,42 145,8 b“‘ 1,42 153,4 1,42 -

Výška v kohoutku14 119,3 a”‘ 0,81 114,2 b" 0,81 117,7 0,81 -

Výška v kříži15 125,1 **" 0,79 120,5 b" 0,79 123,6 0,79 -

Šikmá délka těla16 136,3 a‘" 1,10 129,0 b"* 1,10 134,3 1,10 -

Obvod holeně17 19,3 a“‘ 0,18 17,9 b" 0,18 18,6 c” 0,18 -

For 1-17 see Table I; l8C heifers, 19Li heifers, *°C x Li heifers

ku a mezi С a C x Li u poloobvodu stehen a křížového 
obvodu hrudníku.

Ve věku 365 dnů byly u býčků (tab. V) zjištěny 
statistické rozdíly na hladině významnosti P < 0,001 
mezi C a Li u přední a střední šířky pánve, zadní šířky 
beder měřené kružidlem, vinuté délky kýty, obvodu hrud­
níku, křížového obvodu hrudníku, přímé délky těla, vinu­
té délky těla, šikmé délky těla a obvodu holeně, mezi Li 
a C x Li u přední a střední šířky pánve, zadní šířky 
beder měřené kružidlem, vinuté délky kýty, obvodu 
hrudníku, křížového obvodu hrudníku, přímé délky tě­
la, vinuté délky těla, výšky v kohoutku a v kříži, šikmé 
délky těla a obvodu holeně, na hladině významnosti 
P < 0,01 mezi C a Li u výšky v kohoutku a v kříži, 
mezi Li a C x Li u přední šířky beder měřené kružid­
lem a na hladině významnosti P < 0,05 mezi C a Li 
u přední1 šířky beder měřené kružidlem a zadní šířky 
beder měřené páskou, mezi Li a C x Li u zadní šířky 
beder měřené páskou a poloobvodu stehen a mezi C 
a C x Li u poloobvodu stehen, vinuté délky kýty, kří­
žového obvodu hrudníku a výšky v kříži.

Ve věku 365 dnů byly sledované tělesné rozměry 
charakterizující osvalení kýty a beder větší, než uvádějí 
Šmerha a Louda (1997) u býků C, výška v kohoutku 
a obvod hrudníku byly shodné.

U jaloviček ve věku 365 dnů (tab. VI) byly zjištěny 
statistické rozdíly na hladině významnosti P < 0,001 
mezi C a Li u přední a střední šířky pánve, zadní šířky 
beder měřené kružidlem, přední a zadní šířky beder 
měřené páskou, vinuté délky kýty, obvodu hrudníku, kří­
žového obvodu hrudníku, přímé délky těla, vinuté dél­

ky těla, výšky v kohoutku a v kříži, šikmé délky těla 
a obvodu holeně, mezi Li a C x Li u přední šířky pán­
ve, zadní šířky beder měřené kružidlem, přední a zadní 
šířky beder měřené páskou, obvodu hrudníku, křížového 
obvodu hrudníku, přímé délky těla, vinuté délky těla 
a šikmé délky těla, na hladině významnosti P < 0,01 
mezi Li a C x Li u střední šířky pánve, přední šířky 
beder měřené kružidlem, výšky v kohoutku a v kříži 
a obvodu holeně, mezi С a C x Li u obvodu holeně 
a na hladině významnosti P < 0,05 mezi Li a C x Li 
u vinuté délky kýty a mezi С a C x Li u přední a střed­
ní šířky pánve a přední šířky beder měřené kružidlem.

U ostatních tělesných rozměrů nebyly rozdíly mezi 
jednotlivými genotypy statisticky významné.

Námi uváděné rozměry pánve byly větší, než uvádí 
Teslík (1994) u starších býků ve věku 1,5 roku. Ostatní 
tělesné rozměry, které zjistil Teslík (1986, 1987, 1989, 
1994) u býků C a Li při porážkové hmotnosti od 530 
do 570 kg ve věku od 500 do 540 dnů, byly větší než 
námi zjištěné rozměry u býků plemen C, Li a kříženců.

Z uvedených výsledků vyplývá, že ve věku 210 dní 
se u býčků i jaloviček u kříženců projevil heterozní 
efekt ve velikosti tělesného rámce (tab. Ill a IV). Ve 
věku 120 dní a 365 dní se tento heterozní efekt projevil 
u býčků C x Li, ale již ne u jaloviček C x Li (tab. I, II, 
V, VI). U jaloviček ve všech věkových kategoriích ne­
byly u většiny tělesných rozměrů zjištěny statisticky 
významné rozdíly mezi C a C x Li. U býčků byl tento 
trend zjištěn pouze ve věku 365 dní. Jalovičky ve věku 
120 dní dosáhly nejvyšších průměrných hodnot u vět­
šiny tělesných rozměrů u plemene limousin a ve věku
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365 dní dosáhly nejvyšších průměrných hodnot u vět­
šiny tělesných rozměrů u plemene české strakaté. Býč­
ci ve věku 120 a 365 dní dosáhli nejvyšších průměr­
ných hodnot u většiny tělesných rozměrů u kombinace 
C x Li. Ze statistického vyhodnocení výsledků vyplývá, 
že do věku 120 dní byla nej vyšší intenzita růstu zjištěna 
u býčků-kříženců a u jaloviček plemene Li. V tomto 
období vykázalo plemeno Li vyšší intenzitu růstu než 
plemeno C. Ve věku 120 dní dosáhla u býčků i u jalo­
viček většina tělesných rozměrů vyšších hodnot u ple­
mene Li než u plemene C. Poloobvod stehen a vinutá 
délka kýty byly ve věku 120 dní nejmenší u býčků i u ja­
loviček plemene C. Od věku 120 až 210 dní byla nej- 
vyšší intenzita růstu u býčků i u jaloviček C x Li. 
V tomto období byla u býčků i jaloviček pozorována 
vyšší intenzita růstu délkových tělesných rozměrů u ple­
mene C oproti plemeni Li. Ve věku 210 dní dosáhly 
hodnoty většiny délkových tělesných rozměrů u býčků 
i u jaloviček vyšších hodnot u plemene C než u pleme­
ne Li. Poloobvod stehen a vinutá délka kýty byly ve 
věku 210 dní opět nejmenší u býčků i jaloviček u ple­
mene C. Od věku 210 dní do 365 dní vykázalo plemeno 
Li u býčků i jaloviček ve srovnání s plemenem C a kří­
ženci nejnižší intenzitu růstu. Téměř u všech sledova­
ných tělesných rozměrů byly zjištěny u býčků i u jalo­
viček plemene Li nejnižší hodnoty. Pouze poloobvod 
stehen byl u býčků i jaloviček nejnižší u plemene C. 
Od věku 210 dní do 365 dní byla zjištěna nejvyšší 
intenzita růstu u býčků-kříženců a u jaloviček českého 
strakatého skotu.
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A HISTOLOGICAL STUDY OF GREYING
OF WRZOSÓWKA LAMBS

HISTOLOGICKÁ STUDIE ŠEDNUTÍ SRSTI U JEHŇAT PLEMENE 
WRZOSÓWKA

К. Janik1, В. Patkowska-Sokola2, W. Kiec3

1 Zootechnical Institute, Smardzów, Poland
" Agricultural University, Department of Sheep and Fur Animals Breeding, Wroclaw, 

Poland
3 Zootechnical Institute, Krakow, Poland

ABSTRACT: The rate of hair turning grey in 2 groups of Wrzosówka lambs: younger lambs - 7 days and 3/5 months old 
and older lambs - 5/5 months and 7/5 months old, increases respectively, from approximately 44% to 74% and from 75% to 
88%. This was confirmed by highly significant or significant statistical differences in the ratio of primary and secondary light 
fibres, in fleeces of lambs of different ages. Greying of fleece in younger lambs occurred because of development of mostly 
light coloured secondary fibres and a loss of pigment in dark primary coarse fibres. In older lambs, greying is due to the loss 
of pigment in different dark fibres. The fleece of ram lambs turned grey earlier than that of ewe lambs, but at 7 months of 
age, the greying was similar.

Key words: sheep; Wrzosówka breed; fleece; fibres; greying

ABSTRAKT: Rozsah šednutí srsti u dvou skupin jehňat plemene wrzosówka, a to u mladších jehňat ve věku 7 dnů a 3,5 měsíců 
a u starších jehňat ve věku 5,5 měsíců a 7,5 měsíců, se zvyšuje od 44 % do 74 %, resp. od 75 % do 88 %. Tuto skutečnost 
potvrdily zjištěné vysoce významné a významné statistické rozdíly v poměru primárních a sekundárních světlých vláken 
v rounu mladších i starších jehňat. К blednutí rouna u mladších jehňat dochází tak, že z chlupových váčků vyrůstají většinou 
světlá sekundární vlákna (podsada) a že dochází ke ztrátě pigmentu u tmavých primárních hrubých vláken. U beránků dochází 
к šednuti rouna o něco dříve než u jehniček, ale ve věku 7 měsíců jsou rouna beránků i jehniček srovnatelně šedivá.

Klíčová slova: ovce; plemeno wrzosówka; rouno; vlákno; šednutí

INTRODUCTION

The process of turning grey the black fleece in 
Wrzosówka lambs has not been studied and explained 
so far and was usually considered similar to Romanov 
sheep greying model (Czaja, 1937; Prawocheňski, 
1937; Szymski, 1957). Lambs of Romanov sheep are 
also born black, due to dark fibres developing from hair 
follicles. Later, their fleece turns grey with the devel­
opment of light secondary fibres. Thus, the coat of 
adult Romanov sheep consists of dark outercoat and 
light-coloured undercoat (Mozhajewa, 1952), whereas 
in Wrzosówka sheep, it consists of both, light-coloured 
and dark, outercoat and undercoat (Kaczkowski, 1929; 
Kotler, 1936; Janik, 1980; Fiszdon, Nižnikowski, 1996).

The existence of Wrzosówka sheep is endangered 
and it became necessary to explain the mechanisms of 
their fleece turning grey. The knowledge of the rate of 
greying of Wrzosówka lambs of different ages should 
help the lambs skin and wool production.

MATERIAL AND METHODS

Skin sections with hair follicles and associated glands, 
from growing Wrzosówka lambs were analysed his­
tologically. Skin samples were collected, using biopsy, 
from the flank, 4 collections from each of the 32 ram 
and ewe lambs from the central flock of Zootechniczny 
Zaklad Došwiadczalny in Czechnica, near Wroclaw.

The samples were fixed in formalin and embedded 
in paraffin. After slicing transfer, the slides were 
stained with haematoxyline and eosin (Bagiňski, 1965). 
Transverse cross-sections of raw fibres examined under 
microscope did not absorb any of applied staining agents, 
and remained naturally dark, or were optically transpar­
ent, light. Two types of quantity analysis of light-col­
oured and dark fibres were performed. Fibres within 10 
microscopic fields were analysed (magnification of the 
objective - Юх, eyepiece - 16x, Table I), as well as 
fibres from 30 groups, distinguishing between primary 
fibres (P) - coarse and semi-coarse (Table II) and sec-
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I. Quantity analysis of light-coloured and dark Wrzosówka fibres observed in 10 microscopical fields

Fibres Q

5

Age and sex of lambs

7 days 

male + female
л = 32

3.5 
months

male + female
л = 32

5.5 
months

male + female
л = 32

7 months

male + female

л = 32
л = 16 л = 16 n = 16 л = 16 n = 16 n = 16 n = 16 л = 16

Total - 
light-coloured 
and dark

v%

567.5a

16.1
575.3aA 560.2a

18.2 14.3

477.0BC

21.7
496.6bC 458.7BcC

21.3 22.1

397 2bd=

26.7
368.3BDc 389.4Bd

21.5 30.8

333.3BDf

21.8
305.3BDf 359.6bd

15.2 23.2

Light-coloured v%

247.5B

61.0
269.laA 227.7

57.5 65.8

363.8*a

40.6
404.9*“ 325.2

31.4 48.9

290.9b

43.4
307.1B 275.6

24.2 58.7

295.7b

29.1
265.3B 324.1

23.3 30.0

Dark
v%

318.6a

60.0
306.1* 330.3*

72.8 49.3

110.7BC

80.8
86.5B 133.4Bc

77.7 77.3

84.4B

85.7
60.1B 107.2Bc

88.0 76.4

37.4bd

99.2
39.5B 35.3Bdr

114.6 81.2

Semi-coarse
v%

- 2.62
- 273.6

2.6
346.4

5.2 0.12
243.6 416.7

3.9
347.4

1.1 6.60
320.0 281.6

0.3
325.2

0.4 0.2
280.3 394.7

A-B, B..; C-D, D... - P < 0.01
e-f, f... a-b, b... - P < 0.05
Mean values designated by the same letter are not significantly different 
x - mean value, v% - coefficient of variability

II. Quantity analysis of light-coloured and dark primary fibres observed in 30 fibre groups of growing Wrzosówka lambs

Primary hair 
fibres - P и

Age and sex of lambs

7 days 

male + female

n = 32

3.5 
months

male + female
л = 32

5.5 
months

male + female
л = 32

7 
months

male + female
л = 32

n = 16 л = 16 л = 16 л = 16 л = 16 л = 16 л = 16 л = 16

Total - 
light-coloured 
and dark

V%
85.4

2.8

85.5 85.4
3.0 2.7

86.1
2.5

85.9 86.2
3.2 1.8

86.8
2.7

86.5 87.0
3.3 2.1

85.3
3.7

85.4 85.1

3.7 3.8

P -
light-coloured

V%

11.7*

163.5
17.0aA 6.7“*

146.6 148.2

28.5BD

82.1
34.3b 23.1bD

71.7 93.7

29.3bd

77.6
36.4b 23.1bD

62.3 93.5

50.8BC

50.5
46.7B 54.6BC

65.1 37.6

P - dark

X

v%

73.1*

26.6
68.3a* 77.5“*

35.0 17.3

57.0bd

41.3
50.5b 63.1bD

48.4 34.3

56.9bd

39.1
49.3b 63.6bD

41.7 34.8

34.0BC

76.1
38.0B 30.2BC

82.4 65.3

P-
semi-coarse

v%
0.68

423.5
0.13 1.2

397.2 333.6

0.55
555.1

1.13 -
208.5

0.57
328.0

0.86 0.31
308.8 227.1

0.52
171.1

0.73 0.31
141.5 227.1

A-В, B..; C-D, D... - P < 0.01
e-f, f... a-b, b... - P < 0.05
Mean values designated by the same letter are not significantly different 
x - mean value, v% - coefficient of variability
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III. Quantity analysis of light-coloured and dark secondary fibres observed in 30 fibre groups of growing Wrzosówka lambs

Secondary hair 
fibres - S

Age and sex of lambs

7 days 

male + female

л = 32

3.5 
months

male + female

л = 32

5.5 
months

male + female

л = 32

7 
months

male + female

л = 32

л = 16 n = 16 л = 16 л = 16 л = 16 л = 16 л = 16 И = 16

Total - 
light-coloured 
and dark

v%

153.1A

40.7

162.4A 144.3a

32.9 48.6

318.1B

20.8
312.3B 323.6B

18.1 23.4

332.9B

20.7
332.1B 333.6B

20.5 21.6

319.4B

18.9
314.9B 323.7B

17.4 20.7

S -
light-coloured

v%

96.6a

64.3

1O3.8a 89.9a

53.7 76.4

265.2Bd

32.6
281.1B 250.2B

21.6 41.9

282.8B

34.2
312.5B 256.7B

24.2 41.8

303. lBc

20.5
298.4B 307.6B

18.4 22.7

S - dark v%

56. la

138.0

58.5a 53.9

35.0 17.3

50.3d

162.2

25.8 73.1

48.4 34.3

46.0

163.4
19.lb 69.4

41.7 34.8

16.3bc

177.3
16.5b 16.1

82.4 65.3

S - intermediate v%

0.35

469.8

0.13 0.6

397.3 401.8

2.6

424.3

5.5 -

291.6 -

4.1

431.4

0.43 7.4

198.0 329.1

-

A-В, B..; C-D, D... - P < 0.01
e-f, f.„ a-b. b... - P < 0.05
Mean values designated by the same letter are not significantly different 
x - mean value, v% - coefficient of variability

ondary fibres (S) - undercoat (Table III). Only devel­
oped fibres were analysed, hair follicles were omitted. 
Samples of wool were also collected for visual assess­
ment of fleece colour (on a 5 point scale).

Histological analysis performed in wool laboratory 
of Czechnica Experimental Centre in Smardzów and in 
the laboratory of Department of Sheep Breeding, Agri­
cultural University of Wroclaw.

The results obtained from particular analyses, were 
evaluated statistically. Mean values, percentages, coef­
ficients of variability and significant differences were 
estimated using analysis of variance (Ruszczyc, 1970). 
General inter-age differences for lambs and separately 
for rams and ewes were estimated. Inter-sex differences 
for particular age groups were also evaluated.

RESULTS

In 10 microscopical fields, skin of growing lambs 
contained decreasing numbers of hair fibres - light-col­
oured and dark with similar variability within their 
mean values (Table I). The amount of light-coloured 
fibres increased only in younger lambs (from 7 days to 
3,5 months of age) whereas there were less light-coloured 
fibres in older lambs or their number remained constant. 
The changes took place, accompanied by a decreasing 
of coefficient of variability of light-coloured hair number.

In the same life periods the amount of dark fibres 
decreased, while their variability increased. So called 
’semi-coarse fibres’, with some small pigmentation, 
were observed at different ages, but seldom and only 
in individual animals.

At all ages and in all 30 fibre groups, stable number 
of primary fibres, both dark and light-coloured, were 
observed (Table II). In growing lambs, the number of 
light-coloured primary fibres increased, while the numbers 
of dark fibres decreased, except for the period from 3/5 to 
5/5 months. In ram lambs at the age of 7 days, 3/5 months 
and 5/5 months, we noticed higher numbers of primary 
light-coloured fibres and lower numbers of dark fibres, 
compared with ewes lambs. However, the differences 
were not statistically significant.

As to the secondary: primary fibres ratio in the 30 fibre 
groups, there were on average 1,8 developed secondary 
fibres per 1 primary fibre (Tables II and III). In older 
lambs (3.5 and 5.5 months old) the ratio was double 
that and quite stable at the level of 3.7 developed sec­
ondary fibres per 1 primary fibre. In younger lambs 
(7 days to 3.5 months old), approximately 165 secondary 
fibres, light-coloured and dark, developed from hair 
follicles. At older ages (3,5 to 7 months), the total number 
of secondary fibres was stable: the number of light-col­
oured fibres increased by (of approximately 38) and 
that of the dark fibres decreased (of approximately 34).
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a) 10 microscopical fields
b) 30 fibre groups

IV. The rate of greying of growing Wrzosówka lambs, based on the percentage of light-coloured fibres, observed in:

Hair fibres: 
P - primary, 
S - secondary

Age and sex of lambs

n = 16

7 days

+

л = 32

female

л = 16 n = 16

3.5 
months

n = 32

female

n = 16 n = 16

5.5 
months

n = 32

female 

n = 16 n = 16

7 
months

+

n = 32

female

n = 16

a) light-coloured
46.78

43.62

40.57 80.54

76.26

70.90 83.40

76.71

70.78 86.91

88.71

90,31

b) light-coloured, total -
P + 8 48.73

45.41

42.05 79.21

72.60

66.70 83.35

74.36

66.6 85.71

87.45

88.60

b1) light-coloured - P
19.89

13.70

7.90 39.88

33.13

26.83 42.03

33.73

25.51 56.64

59.55

16.17

b2) light-coloured - P
63.92

63.12

62.28 89.99

83.35

77.34 94.11

84.95

76.97 97.77

94.90

95.02

Percentage data in Table IV were based on mean 
numbers of light-coloured fibres within mean numbers 
of fibres, considering the age of lambs (Tables I, II, 
III). The ratio of light-coloured fibres in the fleece of 
growing lambs increased from 44% to 74 % and from 
approximately 75% to 88% (Table IV - a, b). The in­
crease of light-coloured fibres was approximately 30% 
for younger lambs (7 days to 3.5 months old), and 13% 
in older lambs (5.5 to 7 months old). At the age of 3.5 
to 5.5 months, the degree of fleece greying did not does 
not change significantly. Separately analysed primary 
and secondary fibres turned grey in a similar way (Ta­
ble IV - b1, b2). Exceptionally, only secondary fibres 
of ram lambs turned grey and principally at younger ages.

Sensory analysis of wool samples from the flank 
concluded, that 50% of 7-days-old Wrzosówka lambs’ 
fleece was black and the rest started turning grey or was 
already dark grey or grey (Fig. 1).

Lambs with black fibres developed into adults with 
dark grey or grey pigmentation on the flank. Lambs, 
which in the 7th day of life had black fibres - turning 
grey, dark grey or grey fleeces, became young adults 
with light grey or grey flanks.

The results of flank wool sample analyses at differ­
ent ages were compared to the proportion of primary 
light-coloured fibres to secondary light-coloured fibres 
in 30 hair groups in each individual animal (Table V). 
The conclusion was that fleece colour depended mostly 
on the ratio of primary light-coloured fibres to secon­
dary light-coloured fibres. The data from Table V 
showed, that differentiating darker fleece colour (black, 
black turning grey and dark grey) was affected by the 
ratio of light-coloured fibres (both secondary and pri­
mary) however grey and light grey colours was affected 
mostly by the ratio of light-coloured primary fibres. It 
should be underlined, that in spite of large differences 
in the numbers of all light-coloured fibres (Table I) and 
dark secondary fibres (Table III), no statistically sig­
nificant differences were determined in growing ewes,

probably due to a high individual variability, which 
was supported by high coefficients of variability. It was 
concluded is that fleece colour depended mostly on the 
ratio of primary light-coloured fibres to dark secondary 
fibres.

DISCUSSION

Decreasing numbers of fibres, observed in 10 micro­
scopical fields of the skin of growing Wrzosówka lambs 
showed natural reduction in coat density in growing 
animals, in which the distances between hair roots get 
larger as the animals grow (Janik, 1980). Skin growth 
in 3.5-months-old lambs is so significant, that even the 
development of new fibres from hair follicles (Czaja, 
1937), resulting in increasing numbers of fibres was not 
noticeable. The method can not explain the character 
of the greying process, but it is useful for an evaluation 
of the ratio of light-coloured fibres in the fleece, in 
certain ages of lambs.

The presence of fibres with medial pigment content 
in Wrzosówka fleece was explained by appearance of 
brown fibres (Kotler, 1936). In our work, they were 
considered as dark, pigment-losing fibres, and the scar­
city of their presence was connected with the short 
period of the disappearance of pigment.

Coarse and semi-coarse fibres, called primary - P, de­
velop in full amount from hair follicles during the foe­
tal period of sheep (Diomidova, 1961). Individual hair 
groups consist, most frequently, of three primary fibres 
(Carter, 1955). Their stable number in 30 hair groups 
of growing Wrzosówka lambs indicated, that even in 
7-days-old lambs, they are developed fully from hair 
follicles. Their permanent and stable numbers in every 
period of life made it possible to describe precisely the 
process of greying. In growing Wrzosówka lambs, the 
increase in primary light-coloured fibres took place due 
to the loss of pigment by primary dark fibres. Greying
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Age: 7 days
old

3,5 months 5,5 months 7 months
old old old

7 months old 
- totally

1. dark grey
33.3%

2. grey
23.4%

3. Light grey
43.4%

1. Fleece colour of growing 
Wrzosówka lambs in visual assess­
ment of wool samples from the flank

grey grey
13.3% --------6.7% ------------

light grey
6.7% ------------

grey
6.7%

light grey
6.7%

light grey
6.7%

dark grey
13.3% —

light grey light grey
6.7% ----------6.7% •

grey light grey light grey light grey
16.7%----------16.7% --------- 16.7% ---------- 16.7%

V. Evaluation of coat colour in the process of greying of Wrzosówka 
lambs based on the ratio of light-coloured primary and secondary 
fibres in 30 fibre groups

Visual assessment 
of colour

Ratio of % of light-coloured primary 
fibres to % of light-coloured secondary 

fibres

Black 0-10 / 0-75

Black-turning grey 0-20 / 20-75

Dark grey 10-40 / 75-98

Grey 30-65 /90-100

Light-coloured grey 50-97 / 98-100

occurred in both, young and old lambs, but there was 
interval in the process between 3.5 and 5.5 months of age. 
Greying of primary fibres in ram lambs and ewe lambs 
was similar, but it was more intensive in younger rams.

Secondary fibres - S, develop from hair follicles 
during postnatal life (Carter, 1955). The 3.7 ratio nS/nP 
of secondary fibres in 3.5 months old Wrzosówka lambs 
showed, that they were almost fully developed. The

changes in the number of secondary fibres, light-col­
oured and dark, and light-coloured only with no 
changes in the number of dark fibres, showed, that in 
younger lambs (7 days to 3.5 months), only light-col­
oured secondary fibres developed from hair follicles. Un­
published data indicated, that between the 2nd day and 
the 2nd month of age, few dark secondary fibres also 
developed in Wrzosówka lambs. These fibres or the ear­
lier developed dark fibres probably lost their pigment at 
3.5 months of age. This conclusion is supported by the 
existence of so called semi-coarse secondary fibres. 
Thus, the greying of secondary fibres in younger lambs 
took place mainly because of light-coloured fibres de­
velopment, and only partly because of the loss of pig­
ment by dark fibres. The developed secondary light­
-coloured fibres in older animals (5.5-7 months) turned 
grey merely because of the loss of pigment. In ram 
lambs the greying of secondary fibres took place mostly 
at younger ages, whereas in ewe lambs the process 
occurred at all ages.

Two phases of greying of Wrzosówka fleece are docu­
mented by data resulting from two methods of evaluat-
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ing fibre numbers. They showed, that the ratio of light­
-coloured fibres in fleece in lambs aged 7 days to 3.5 
months increased from approximately 44% to 74% and 
in lambs aged 5.5 months to 7 months the ratio grew 
from approximately 75% to 88%. The phases were sepa­
rated by 2-month interval, which may be connected with 
the developmental changes in the skin (Janik, 1980; 
Janik, Szabla, 1994). The appearance of the second 
phase may be related with the change of coat in autumn 
or the autumn shearing of lambs aged 6.5 months.

In the previous study (Janik, 1990), the fleeces of 
lambs aged 2 days, 3 months and 8 months were turned 
grey in approximately 40%, 76% and 85%, respectively. 
Quoted data are similar to data in this paper. Results of 
both studies showed, that the fleece of older lambs aged 
7 and 8 months) has turned grey significantly (approxi­
mately 90% for 7 months-old ewes and 87% for rams). 
As published by (Kotler, 1936), fleeces of 1-year-old 
Wrzosówka ewes and rams turned grey in 77% and 
88% respectively. Then, in following years, they were 
either turning grey slightly or the process did not con­
tinue. The data show that the coat colour of contempo­
rary Wrzosówka type in foundation flock is brightened. 
Contrary to this, Sztych (1997) noticed a significant 
darkening of fleece of Wrzosówka ewes at 3 years of age.

A comparison of the percentage of light-coloured 
fibres in fibre groups with visual grading of colour 
revealed that the lighter the colour of fleece the higher 
the percentage of light-coloured primary fibres.

Greying of fleece in adult Wrzosówka sheep, caused 
by the loss of pigment was called ’age-related turning 
grey’ (Kotler, 1936). This term would be acceptable 
also for lamb fleece if we presume that each organism 
gets older since birth. Brightening of black fleece in 
lambs, which occurs because of the development of 
light-coloured secondary fibres as well as because of 
the loss of pigment in the developed dark primary and 
secondary fibres is one of the characteristics of individ­
ual development of Wrzosówka sheep.

CONCLUSIONS

1. The level of greying in Wrzosówka lambs aged 
7 days, 3,5 months, 5,5 months and 7 months was 
approximately 44, 74, 75 and 88% respectively. As 
lambs grew older, the individual variability of the 
process decreased.

2. Primary fleece fibres turned grey in young ewe and 
ram lambs aged 7 days to 3.5 months as well as in

older animals aged 5.5 to 7 months. The brightening 
of secondary fibres in rams took place mostly at 
younger ages.

3. Greying of fleece in younger lambs occurred due to 
development of light-coloured secondary fibres and 
also to the loss pigment in dark, mainly primary 
fibres. In older animals the process occurred due to 
the loss of pigment by dark primary and secondary 
fibres.
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INFLUENCE OF BACTERIAL ANTIGENS ON SPECIFIC
AND NON-SPECIFIC IMMUNE RESPONSE IN BESTER 
(HUSO HUSO L. X ACIPENSER RUTHENUS L.) FRY F3

VLIV BAKTERIÁLNÍCH ANTIGENŮ NA SPECIFICKOU
A NESPECIFICKOU REAKCI U PLŮDKU BESTĚRA, HYBRIDA F3 
GENERACE HUSO HUSO L. X ACIPENSER RUTHENUS L.
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ABSTRACT: The present study demonstrates the effects of antigens on specific and non-specific immune response in bester 
(Huso huso L. x Acipenser ruthenus L). The examinations were carried out on bester F3, age 0+ and initial mean b. w. 100 g, 
reared in aquacultural conditions. The experimental fishes were intraperitoneally injected: Aeromonas salmonicida (outer 
membrane antigen) bacterin at a dose of 10 mg in 0.2 ml PBS/fish as well as Furovac vaccine at a dose of 0.2 ml/fish, the 
control fishes were injected with PBS. During 6 weeks after antigen application the fishes were bled and analytical studies 
were conducted. The statistical significance of differences between average levels of assayed indices in experimental and 
control fishes confirmed in NBT-test, titres of natural and specific antibodies as far as y-globulin levels and total protein 
content, lysozyme activity and phagocytar index of the neutrophile granulocytes. It was found that bacterins at the adminis­
tered dose stimulated non-specific and specific immunity. The Furovac vaccine was more immunogenic for bester than 
O-antigen bacterin.

Keywords: aquaculture; sturgeon; vaccines; Aeromonas salmonicida; Furovac; cellular and humoral defence mechanism

ABSTRAKT: V práci jsou demonstrovány účinky antigenů na specifickou a nespecifickou imunitní reakci u hybrida vyzy 
velké (.Huso huso L.) x jesetera malého (Acipenser ruthenus L.) Sledováni byli hybridi F3 generace ve věku 0+ o počáteční 
individuální hmotnosti kolem 100 g, původem z chovu. Pokusným rybám byl intraperitoneálně aplikován bakterin z Aero­
monas salmonicida (antigen získán z vnější membrány) v dávce 10 mg v 0,2 ml PBS na kus a dále vakcína Furovac v dávce 
0,2 ml na kus. Kontrolním rybám byl stejným způsobem aplikován PBS. Za šest týdnů po aplikaci antigenů byl u ryb proveden 
totální odběr krve a její vyšetření. Statisticky významné rozdíly mezi průměrnými hodnotami sledovaných ukazatelů u po­
kusných i kontrolních ryb byly potvrzeny v testu NBT, u litru přirozených a specifických protilátek, v koncentraci gamaglo- 
bulinu a celkových bílkovin, v lysozymové aktivitě a ve fagocytámím indexu neutrofilnich granulocytů. Bylo zjištěno, že 
bakteriny v podávané dávce stimulovaly nespecifickou i specifickou imunitu. Vakcína Furovac byla pro bestěra více imuno- 
genní než antigen bakterinu.

Klíčová slova: akvakultura; jeseter; vakcíny; Aeromonas salmonicida; Furovac; celulární a humorální obranný mechanismus

INTRODUCTION

Intensive studies have been conducted in the past 
twenty years on the mechanisms of immunological pro­
cesses in teleost fish. Their results have been taken 
advantage of in, among others, preparing effective vac­
cines against many diseases, this resulting in definite 
benefits in form of lower fish mortalities in aquaculture 
operations and lower use of antibiotics. The vaccines 
are usually produced from dead microorganisms 
Yersinia ruckeri, Vibrio sp., Aeromonas salmonicida, 
or from antigens obtained from their walls (Risque,

Baudin-Laurencin, 1987; Kaca, 1991; Prost, 1991; Rózal- 
ski, 1991). As regards chondrostom fishes, the only 
such studies described the effect of O-antigen of A. 
salmonicida on the immune response in Siberian stur­
geon Acipenser baeri Brandt (Kolman et al., 1999a, b). 
The available literature does not contain any works de­
voted to the effect of bacterial antigens on immune 
responses in cultured sturgeon hybrids. This, as well as 
the need to practically apply the immunoprophylactic 
methods during sturgeon culture operations, has induced 
the authors to undertake a study on immune responses 
in bester to selected bacterial antigens in the recircula-
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tion system. For the principle studies an outer mem­
brane antigen of Aeromonas salmonicida was chosen, 
but for the first comparative recognition in the same 
conditions an appropriate multi-antigen vaccine, contain­
ing the whole killed A. salmonicidae bacteria among 
others, was used.

MATERIAL AND METHODS

Studies were conducted using bester F3 fry aged 0+, 
of initial average body weight about 100 g. The fry was 
divided into three groups, 60 fishes in each group, and 
placed in separate rearing basins of the same water 
recirculation system with water purification devices (Kol- 
man, 1992). The experimental fish were given a single 
peritoneal injection of A. salmonicida O-antigen, at the 
dose 10 mg/fish in 0.2 ml PBS, or Furovac vaccine at 
the dose 0.2 ml/fish. A. salmonicida O-antigen was sup­
plied by the National Fish Health Research Laboratory 
in Learnesville WV 25430, USA. The vaccine Furovac 
was of Japanese production; it contained dead strains 
of A. salmonicida and A. hydrophila with an addition 
of Staphylococcus aureus. The concentration of micro­
organisms was about 1 x 107 cells in 1 ml of the sus­
pension. Fish in the control group were given an injection 
of PBS only, at the dose 0.2 ml/fish. Before bleeding 
Propiscin was used as anaesthetic according to the 
method applied by Kolman et al. (1998). The blood 
samples were collected by non-lethal heart puncture, 
manually according to Ivanova (1983) with a heparinized 
needle (0.45 x 16), intended for insuline injection 
(Polfa, Lublin). Samples were collected into Eppen­
dorfs test tubes. Blood of the experimental fish given 
O-antigen and of the control was collected at weekly 
intervals, for the period of six weeks, from 10 fishes 
each time, while in the case of fish given Furovac vac­
cine, blood was collected twice: in four and six weeks 
after vaccination. Metabolic activity of neutrophile granu­
locytes was determined using the Nitro Blue Tetrazolium 
(NBT) test, by a spectrophotometric method (the assay 
of optical density - OD) described by Studnicka et al.

(1985). 2% NBT solution (Sigma) was used. The per­
centage of PMN (Polymorphonuclear) cells reducing 
NBT was assayed cytochemically according to Szczylik 
et al. (1979) after staining the smears in safranine so­
lution (Van Oss et al., 1973). Phagocytar activity of 
these granulocytes was determined with the method de­
scribed by Avtalion, Shahrabani (1975) and O’Neil 
(1985), and expressed as phagocytic index (IF). Staphy­
lococcus aureus 209 P suspension was used. Lysozyme 
activity (LZM) in blood plasma was determined by the 
turbidimetric method described by Studnicka et al. 
(1986). Suspension of bacteria Micrococcus lysodeik- 
ticus (Sigma) in phosphate buffer was used. Extinction 
was determined using a spectrophotometer Eskalal - 
Smith Kline Instruments, USA. Egg lysozyme (Sigma) 
was used according to Siwicki and Studnicka (1987). 
Total protein content and y-globulin fraction level in 
blood plasma were determined by the micromethods 
described by Siwicki and Anderson (1993). Statistical 
analyses were performed using Student’s f-test.

RESULTS

An increase of NBT reduction (Optical Density) in 
O-antigen group compared with the control was ob­
served already in week I after the injection, and the 
differences were confirmed in subsequent weeks: П, IV and 
VI (Fig. 1, a < 0.05). An increase of NBT reduction was 
observed in the Furovac group in week IV as well as 
VI, by 28% and 60%, respectively (from 1 to 1.3 and 
from 0.5 to 0.8 mg of formazan/ml) (Fig. 1, a < 0.05). 
In bester from O-antigen group a statistically signifi­
cant (a < 0.05) increase in the percentage of granulo­
cytes reducing NBT was observed only in week IV, and 
their maximal increase took place in week V, at average 
values for the control and the experimental group equal 
to 33 and 54%, respectively (Fig. 2). In the Furovac 
group this index increased in weeks IV and VI, from 
about 38 in the control to 52 and 51%, respectively, in 
the experimental group (Fig. 2).

D control GO-antigen ■vaccine and of the vaccine Furovac
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O control DO-antigen ■vaccine

□ control DO-antigen Ivacane

week after injection

□ control DO-antigen ■ vaccine

2. Per cent of NBT-positive cells in bester 
VHuso huso L. x Acipenser ruthenus L.) blood 
following intraperitoneal injection of the 
outer membrane antigen of A. salmonicida

3. An increase of lysozyme activity in bester 
blood plasma following intraperitoneal injec­
tion of the outer membrane antigen of A. sal­
monicida and the vaccine Furovac

4. An increase of total proteins in bester blood 
plasma following intraperitoneal injection of 
the outer membrane antigen of A. salmonicida 
and the vaccine Furovac

An increase of lysozyme activity in blood serum 
(significant at a < 0.01) was observed in O-antigen 
group compared with the control in the period from 
weeks I to VI after the injection. The highest difference 
between the groups was observed in week II; it amounted

to 55%, while maximal values of LZM activity, exceeding 
10 pg/ml, were found in weeks V and VI (Fig. 3). In 
Furovac group a significant increase of LZM activity 
(by 25%) was observed in week IV after the injection 
(from 7.23 to 9.04 pg/ml) (Fig. 3), and in week VI
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week after injection

D control DO-antigen ■ vaccine

Ocontrol DO-antigen ■ vaccine

5. An increase of y-globulin in bester blood fol­
lowing intraperitoneal injection of the outer 
membrane of A. salmonicida and the vaccine 
Furovac

6. An increase of phagocytar index in bester 
blood after intraperiteoneal injection of the outer 
membrane antigen of A. salmonicida and the 
vaccine Furovac

7. An increase of the titres of natural antibodies 
in bester blood serum following intraperitoneal 
injection of the outer membrane antigen of 
A. salmonicida and the vaccine Furovac

LZM activity in the experimental group was close to 
the control. Two weeks after O-antigen administration 
there was a statistically significant (a < 0.01) increase 
in the average level of total proteins: by some 54 %

(from 13 to about 22 g/1), and large differences between 
the experimental group and the control persisted until 
the end of the experiment (Fig. 4). Similarly, high in­
crease of protein levels in blood serum was observed
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8. An increase of specific antibodies in bester 
blood following intraperitoneal injection of 
the outer membrane antigen of A. salmonicida 
and vaccine Furovac

in Furovac group, both in weeks IV and VI (Fig. 4). 
Changes of y-globulin content in blood serum were simi­
lar to those of proteins. In O-antigen group this fraction 
increased (a < 0.01) by 33% in week II (from 11.4 to 
15.12 g/1), and the differences between the experimen­
tal and the control group were observed until the end 
of the experiment (Fig. 5). In Furovac group the levels 
of these globulins increased in weeks IV and VI by 
34% (from 11.4 to 15.27 g/1) and 40% (from 10 to 
about 14 g/1), respectively (Fig. 5). In week VI of the 
studies phagocytar index (IF) in the experimental groups 
increased compared to the control (a < 0.01): in O-anti- 
gen group by 195% (from 8.6 to 25.4) (Fig. 6), and in 
Furovac group - by 260% (up to 30). O-antigen admi­
nistration resulted in a statistically highly significant 
(a < 0.001) increase of haemagglutinin titre by 85.7 % 
(from 3.5 to 6.5) already in the first week (Fig. 7), and 
of specific antibodies (a < 0.001) from zero to 4.5 
(Fig. 8). The titres increased until week III, when maxi­
mal values of 6.18 and 5.2 were observed respectively, 
and then gradually decreased. In Furovac group the 
increase of the titre of natural and specific antibodies 
was even more pronounced than in O-antigen group, 
the titre of natural antibodies increased in 200% in 
week IV (from 2.6 to 7.8), and of the specific ones - 
from zero to 7.1, while in week VI the respective values 
were 5.7 and 5.2 (Fig. 8).

DISCUSSION

It was found that the neutrophile granulocytes of 
Siberian and Russian sturgeon, as well as of the hybrids 
(bester F3, Russian sturgeon x bester, Sakhalin stur­
geon x Siberian sturgeon) contained an oxygenating 
system (Kolman, 1996; Kolman et al., 1998, 1999b). 
This system is thought to play a major role in the 
microorganism-destroying mechanisms (Stosik, Deptula, 
1991, 1995; Kolman, 1996). Neutrophile granulocytes are 
also a source of lysozyme (Studnicka et al., 1986; Si-

wicki, 1990), which is abundant in phagocytizing cells 
(Lukyanenko, 1989; Jakóbisiak, 1995). In view of the 
fact that neutrophile granulocytes outnumber MonoNu­
clear (MN) phagocytes in sturgeon blood (Kolman, 
1996), and of the suggestions that in activated MN cells 
lysozyme secretion did not change (Jakóbisiak, 1995), 
it can be concluded that the activity and content of this 
enzyme in the blood circulation system was mainly 
determined by the state of neutrophile granulocytes. An 
increase in the functional activity of these cells 
(Figs. 1-3, 6) might have been determined, among others, 
by an activation of intracellular degranulating proc­
esses. Although the percentage of PolyMorphoNuclear 
(PMN) cells reducing NBT in O-antigen group re­
mained at a level close to the control for the first three 
weeks (Fig. 2), but in the course of phagocytosis (Fig. 
6) activated neutrocytes (Fig. 1) could have shown a re­
sponse to chemattractants, consisting of increased ad­
herence to the endothelium of blood vessels, and of 
migration to the surrounding tissues and inter-tissue 
spaces (Jakóbisiak, 1995).

The mechanisms of specific responses observed in 
bester hybrid F3 (Fig. 8), similar to those of pure 
Acipenseridae species, have not been clarified as yet. 
It can be assumed that a specific response results from 
a direct interaction of the cell exponents at the circum­
ference of the immune system (Stosik, Deptula, 1995; 
Staines et al., 1996; Prost, 1997). Taking into account 
changes in the particular humoral factors (Figs. 7, 8) it 
seems at the background of the changes in y-globulins 
(also described in the literature in other species), that 
the scheme of specific humoral response in F3 bester at 
the level of effector plasmatic cells may be similar to 
that in other vertebrates; first a synthesis of less spe­
cific antibodies takes place and then a modification of 
their spatial structure, resulting in an increase of their 
affinity to the concrete antigen have been presented to 
lymphocytes (Staines et al, 1996).

Comparing the immune responses of bester and Si­
berian sturgeon following O-antigen administration it
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can be noted that three indices increased in bester in 
the first week after the injection (an increase of NBT 
reduction, and of the titre of natural and specific anti­
bodies), while in Siberian sturgeon six indices increased 
in similar conditions (higher NBT reduction, an in­
crease of granulocytes reducing NBT, of lysozyme ac­
tivity, level of total protein, and titre of natural and 
specific antibodies) (Kolman eta!., 1999a, b). In addition, 
the bester showed higher IF increase and higher dynamics 
of lysozyme changes, but lower levels of total proteins 
(Fig. 4) and y-globulins. Contrary to this, maximal LZM 
activities and maximal titre of specific and natural an­
tibodies after O-antigen administration were similar in 
bester and Siberian sturgeon. Other studies (Kolman, 
1996) showed that bester and Siberian sturgeon reared 
in similar conditions were characterised by the same 
growth rate, but levels of y-globulins and phagocytar 
index were lower in bester than in Siberian sturgeon.

Administration of some species of killed bacteria in 
vaccine caused a much higher increase in all indices of 
specific (Fig. 8) and non-specific (Figs. 1-7) immunity 
in bester fry; IF and the titre of natural and specific 
antibodies increased most of all. This suggests higher 
immunogenicity of the vaccine compared to O-antigen, 
although the method used - like any other serological 
methods - made it possible to discover only some of 
the antibodies (Radkowski, Slusarczyk, 1991a, b). In 
view of the fact that antibodies in sturgeons are charac­
terized by pentameric spatial structure (Stosik, Deptula, 
1995; Prost, 1997) higher maximum functional valency 
(Radkowski, Slusarczyk, 1991a, b) may be expected in 
these fishes in comparison with teleost ones.

The results showed that bacterial antigens stimulated 
the non-specific immunophysiological mechanisms in 
bester, with neutrophile granulocytes taking an active 
part. This suggests that these granulocytes may play 
a role of the mediator of non-specific immunity, in the 
same way as in other vertebrates (Siwicki, 1990; Stosik, 
Deptula, 1995; Jakóbisiak, 1995; Falkiewicz, Liberek, 
1996). Stimulation of their activity as well as MN and 
lymphoid cells might have activated the whole immune 
system and induced specific responses (Jakóbisiak, 1995; 
Staines et al, 1996). The data showed that adminis­
tration of bacterins to F3 bester induced non-specific 
and specific defence mechanisms, moreover Furovac 
vaccine application to bester resulted in higher immune 
response than when O-antigen of A. salmonicida was 
administered.
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PASSAGE AND RETAINING OF PLASTIC PARTICLES 
IN DIGESTIVE TRACT OF DRY COWS*

PASÁŽ A ZDRŽENÍ PLASTIKOVÝCH ČÁSTIC V TRÁVICÍM TRAKTU 
ZAPRAHLÝCH DOJNIC

J. Třináctý1, L. Schmeiserová1, P. Suchý2

1 Research. Institute of Animal Nutrition, s.r.o.., Pohořelice, Czech Republic 
^University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Our work was aimed at the evaluation of the passage of large plastic particles through the digestive tract of 
dry cows. Three crossbred rumen cannulated dry cows were used for the trial (Czech Pied > 75% x Black Pied Friesian < 25%). 
The diet consisted of 6 kg alfalfa hay and 2 kg mixture (32% barley meal, 32% maize meal, 32% wheat meal, 2% mineral 
supplement and 2% sodium chloride). Plastic particles of the cylindrical shape were used. The specific gravity of the particles 
was 1.25 ± 0.05 g/cm3. The trial consisted in 50 pieces of 8/8 and 50 pieces of 12/12 mm particles applied manually through 
cannula into the bottom of ventral sac (rumen), anterior blind sac (rumen) and reticulum. The trial was divided into two 
periods, 32 days each. Three ways of plastic particles recovery were evaluated: 1) Each day the particles were extracted from 
the forestomachs, counted and put back. After 8 days the particles were removed from the forestomachs. Also 2) regurgitation 
of particles and 3) recovery in faeces were evaluated. According to our results both anterior blind sac and reticulum perform 
a similar role in the plastic particles passage through the reticulo-rumen. The particles passed through both parts in one day, 
and were retained in majority in the bottom of the ventral sac. Regurgitation of 8/8 particles varied from 0.0% to 2.0%, 
regurgitation of 12/12 particles was between 8.0 and 11.7%. The particles were retained behind the reticulo-omasal orifice 
for 9-32 days in between 10.7-21.3%.

Keywords: cow; plastic particles; passage; rumen

ABSTRAKT: Naším cílem bylo hodnocení pasáže velkých plastikových částic trávicím traktem zaprahlých dojnic. V pokusu 
byly použity tři zaprahlé dojnice (kříženky plemen české strakaté > 75 % x friské čemostrakaté < 25 %) vybavené ruminální 
kanylou. Krmná dávka obsahovala 6 kg vojtěškového sena a 2 kg směsi (32 % ječmene, 32 % kukuřice, 32 % pšenice, 2 % 
minerálního doplňku a 2 % NaCl). Byly použity plastikové částice válečkovitého tvaru. Specifická hmotnost částic byla 1,25 ± 
0,05 g/cm3. V pokusu bylo použito vždy 50 částic 8/8 a 50 částic 12/12 mm aplikovaných na dno ventrálního vaku (bachor), 
předního slepého ventrálního vaku (bachor) a čepce. Aplikace byla provedena ve dvou periodách, přičemž každá trvala 32 dnů. 
Návratnost byla hodnocena třemi způsoby: 1) Každý den byly částice vybrány z předžaludků, spočítány a vráceny zpět. Po 
8 dnech byly částice odstraněny z předžaludků. Dále bylo hodnoceno 2) vyzvrácení a 3) návratnost částic ve výkalech. Podle 
našich výsledků přední slepý vak i retikulum vykázaly podobnou roli v pasáži plastikových částic bachorem. Částice prošly 
oběma těmito částmi v jednom dni a byly většinou zadrženy na dně ventrálního vaku. Hodnota vyzvrácení 8/8 částic byla 0 až 
2,0 %, vyzvrácení částic 12/12 kolísalo mezi 8,0 až 11,7 %. Částice byly zadrženy za čepco-knihovým otvorem ve výši 10,7 až 
21,3 % v průběhu 9 až 32 dní.

Klíčová slova: dojnice; plastikové částice; pasáž; bachor

INTRODUCTION

The aim of our work was to evaluate the passage of 
large plastic particles through the digestive tract of dry 
cows. The passage depends on the specific gravity and 
size of particles. The optimum density of plastic parti­
cles was reported by King and Moore (1957). Their

trials with steers showed the highest speed of particle 
passage for the particle density of about 1.2 g/cm3. 
Campling and Freer (1962) found out that the lowest 
ruminal mean retention time was shown by particles 
with the specific gravity of 1.1-1.2 g/cm3 and similar 
results were achieved by Stetter Neel et al. (1995) with 
the specific gravity of 1.32 g/cm3. That is why plastic

Research was supported by the Ministry of Agriculture of CR (Project No. 9600027197-15 of the National Agency for Agricultural Research) 
and by the Grant Agency of the Czech Republic (Project No. 523/99/1539).
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particles with specific gravity 1.2-1.3 g/cm3 were used 
in our trial.

Larger particles pass slowly through the digestive 
tract of cattle. This was confirmed in trials with large 
and small particles of feed (Moore et al., 1992; Mamb- 
rini, Peyraud, 1997) and in trials with plastic particles. 
Campling and Freer (1962) used 3.2, 4.0 and 4.8mm 
plastic particles in a trial with dry cows, the TMRT 
(total mean retention time) being 80, 86 and 91 h. Cy­
lindrical nylon particles of 1, 3 and 5mm length were 
applied into the rumen of steers by Prigge et al. (1990), 
ruminal retention time being 17.4, 20.7 and 61.4 h. The 
passage of large particles was mentioned by Welch and 
Smith (1978). They fed steers with 5, 10, 15 and 20mm 
rubber strips with 0.9% recovery of nonruminated 
20 mm particles. Ehle and Stern (1986) applied into the 
rumen of heifers 3.2, 6.4 and 12.7mm spheres with the 
recovery of 78.2, 79.5 and 68.8%. Also the critical size 
of particles escaping from the reticulo-rumen has been 
discussed in literature. Poppi and Norton (1980) sug­
gested the size of 1.18 mm to be critical for the parti­
cles to escape from the reticulo-rumen of sheep. In 
trials with dry cows Shaver et al. (1988) found 4-5% 
of fecal DM retained on a sieve with the 4.75mm ap­
erture. Deswyssen and Ellis (1990) mentioned that the 
threshold value of particle size cannot be measured in 
absolute terms because of the biological randomness in 
the passage of digesta particles. The particles enter 
through the cardia into a pear-shaped sac (Czerkawski, 
1986). The following passage of particles through the 
rumen is influenced by the stratification of the particles 
in the rumen. Evans et al. (1973) reported that coarse 
particles occurred at the highest concentration in the 
dorsal sacs of the rumen and that the density of coarse 
particles tended to be low and the fine particle density 
tended to be high. For the purpose of the rumen digesta 
shifts evaluation various methods have been used. Wy- 
burn (1980) used x-ray filming of 16 sheep dosed with 
barium sulfate, which allowed direct observation of the 
digestive tract. McBride et al. (1984) attempted en­
doscopic observations of reticulo-omasal orifice, which 
proved the orifice to be large enough to allow the pas­
sage of particles smaller than 10 mm. According to 
Welch (1982) the reticulo-omasal orifice in cattle is 
larger than 20 mm.

In 1995 the new nylon capsule method was pre­
sented for the first time (Třináctý et al., 1995). The 
presented method was based on nylon capsules of 10 mm 
size, made of nylon cloth, filled with feed samples and 
orally inserted into the animal. The questions remained 
what factors can influence the passage of capsules 
through the digestive tract of cattle. As the model of 
nylon capsules, the plastic particles were tested in this 
article.

This article tries to find answers to the following 
questions: 1) Can 8/8 and 12/12mm plastic particles 
leave the reticulo-rumen of dry cows? 2) What is the 
role of reticulum and the individual parts of rumen 
when the plastic particles leave the reticulo-rumen?

3) What is the amount of particles retained in the di­
gestive tract behind the reticulo-omasal orifice after the 
removal of plastic particles from the reticulo-rumen?

MATERIAL AND METHODS

Three crossbred rumen cannulated dry cows (Czech 
Pied > 75% x Black Pied Friesian < 25%) were used 
for the trial. The liveweight of the cows at the beginn­
ing of the trials was 600, 575 and 625 kg. The diet (per 
day) consisted of 6 kg alfalfa hay and 2 kg mixture 
(32% barley meal, 32% corn meal, 32% wheat meal, 
2% mineral supplement and 2% sodium chloride). No 
refusals were found with the cows, the mean daily con­
sumption being 6.95 kg of DM, 1.24 kg of crude pro­
tein and 1.66 kg of crude fibre. The diet was fed twice 
daily, at 5.00 a.m. and 3.00 p.m.

Plastic particles of the cylindrical shape were used. 
They were made of polypropylene with limestone as 
the filler (Chirana Brno). The specific gravity of the 
particles was 1.25 ± 0.05 g/cm3. The trial consisted in 
50 pieces of 8/8 and 50 pieces of 12/12 (diameter/length) 
mm particles applied manually through cannula into the 
bottom of the ventral sac (saccus ventralis ruminis), 
anterior blind sac (saccus caecus ventralis cranialis)

Legend: A - ventral sac, В - anterior blind sac, C - reticulum 
(drawing according to Evans et al., 1973; English terms according 
to Czerkawski, 1986; Latin terms in the text according to Popesko, 
1962)

and reticulum (reticulum), a diagramme see Fig. 1. Each 
site where the particles were applied had its own parti­
cle colour. According to our previous experience (un­
published) we have determined that this type of plastic 
particles was not found out in other departments of 
rumen. Together 300 particles, 150 of either size, were 
inserted into a cow at a time.

The trial was divided into two periods, 32 days each. 
Excrements were collected to pots by 24-hour service. 
The collection intervals were 24 h. Three ways of plas­
tic particles recovery were evaluated: 1) Each day the 
particles were extracted from the bottom of forestom­
achs, counted and put back. After 8 days the particles 
were removed from forestomachs. 2) Regurgitation of 
particles found near the forelegs of animals in the course
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of the 24-h interval for the 8 days was evaluated. 3) To 
find out the particle recovery in faeces, excrements 
were rinsed in running water with the help of a 4mm 
screen in 24-h intervals.

The results were evaluated by the multifactor analy­
sis of variance with Statgraphic version 5.0, with par­
ticle size, period, cow and day as sources of variability. 
TMRT was calculated according to Thielemans et al. 
(1978) using the following formula:

TMRT = X(Qt. t. dt^Qt. dt)

where: TMRT - total tract mean retention time
Ql - quantity of particles in faeces found during the 

faecal collection interval
I - time interval after particles application 
dt - faecal collection interval

RESULTS AND DISCUSSION

The three ways of plastic particle recovery were 
evaluated as follows:

1) The particles were counted in the rumen and reticu­
lum. The number of particles applied into the ventral sac 
(Table I) went down rapidly in the course of the first 
day. After 24 hours 72 % of 8/8 particles and 81.3% of 
12/12 particles were found. On the following days the 
decrease was substantially slower. As shown in Table I, 
the passage of particles from the ventral sac to other 
parts of forestomachs was negligible, only a small 
amount of 12/12 particles was found in the reticulum 
after some days . This means that the passage of these 
particles through the reticulum was relatively slower 
than through the anterior blind sac. Significant differ­
ences between 8/8 and 12/12 particles first appeared 
only after 4 days, while with the total amount of parti­
cles in the forestomachs the result was visible as soon 
as after 2 days. On the 8th day after application 51.0% 
of 8/8 and 71.0% of 12/12 particles were still found in 
the ventral sac. Completely different situation was found 
out with the particles applied into the anterior blind sac 
(Table II). All particles left this part of the rumen dur­
ing the first 24 hours. They partly moved to the ventral

I. Particles 8/8^ and 12/12 mm applied to the ventral sac retained in the ventral sac or transferred to the anterior blind sac and the reticulum 
in the course of 8 days (%)

Days after 
application

Particles applied into the 
ventral sac

Particles transferred to the 
anterior blind sac from the 

ventral sac

Particles transferred to the 
reticulum from the ventral Total amount in the 

forestomachs

8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12

1 72.0 81.3 0.3 0.3 3.0 5.3 75.3 86.6

2 69.0 83.0 0.0 0.0 0.0 0.0 69.0a 83.0h

3 61.7 78.3 0.0 0.0 0.3 2.7 62.0a 81.0b

4 57.0a 77.7b 0.0 0.0 0.0 1.3 57.0“ 79.0b

5 52.7“ 77.0" 0.0 0.0 0.0 0.3 52.7“ 77.3b

6 51.3“ 73.0b 0.0 0.0 0.3 3.7 51.6“ 76.7b

7 52.7“ 74.0b 0.0 0.3 0.0 0.0 52.7“ 74.3b

8 51.0“ 71.0b 0.0 ().() 0.0 2.3 51.0“ 73.3b :

1} length/diameter ratio
The values marked with different letters in the same row in the individual columns significantly differ (P < 0.05)

II. Particles 8/8 and 12/12 mm applied to the anterior blind sac retained in the anterior blind sac or transferred to the ventral sac and the 
reticulum in the course of 8 days (%)

Days after 
application

Particles applied into the 
anterior blind sac

Particles transferred to the 
ventral sac from the anterior 

blind sac

Particles transferred to the 
reticulum from the anterior 

blind sac

Total amount in the 
forestomachs

8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12

1 0.0 0.3 20.7“ 38.3b 0.7 2.7 21.4“ 41.3b

2 0.0 0.0 20.7“ 38.3b 0.0 0.3 20.7“ 38.6b
3 0.0 0.0 19.7“ 35.3b 0.0 2.3 19.7“ 37.6b
4 0.0 0.0 17.0“ 35.0b 0.0 0.7 17.0“ 35.7b

5 0.0 0.0 16.0“ 33.7b 0.0 0.7 16.0“ 34.4b

6 0.0 0.0 14.3“ 31.7b 0.3 1.7 14.6“ 33.4b
7 0.0 0.0 14.3“ 31.0b 0.0 0.3 14.3“ 31.3b
8 0.0 0.3 14.7“ 29.7b 0.0 2.0 14.7“ 32.0b

The values marked with different letters in the same row in the individual columns significantly differ (P < 0.05)
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III. Particles 8/8 and 12/12 mm applied to the reticulum retained in the reticulum or transferred to the ventral sac and the anterior blind sac 
in the course of 8 days (%)

Days after 
application

Particles applied into the 
reticulum

Particles transferred to the 
ventral sac from the 

reticulum

Particles transferred to the 
anterior blind sac from the 

reticulum

Total amount in the 
forestomachs

8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12

1 0.0 2.0 20.0a 34.7b 0.3 0.0 20.3a 36.7b

2 0.0 0.3 19.0“ 35.3b 0.0 0.0 19.0“ 35.6b

3 0.0 1.3 18.3“ 33.7b 0.0 0.0 18.3“ 35.0b

4 0.0 0.3 17.3“ 34.0b 0.0 0.0 17.3“ 34.3b

5 0.0 0.0 16.3“ 34.3b 0.0 0.0 16.3“ 34.3b

6 0.3 2.3 15.3“ 31.3b 0.0 0.0 15.6“ 33.6b

7 0.0 0.0 15.0a 31.0b 0.0 0.0 15.0a 31.0b

8 0.0 1.3 15.3“ 29.3b 0.0 0.0 15.3“ 3O.6b

The values marked with different letters in the same row in the individual columns significantly differ (P < 0.05)

IV. Regurgitation of 8/8 and 12/12 mm plastic particles applied to the ventral sac, anterior blind sac and reticulum (%)

Days after 
application

Particles applied to the ventral sac Particles applied to the anterior blind sac Particles applied to the reticulum

8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12

1 0 0.3 1.3 4.3 0.0 2.7

2 1.3 2.7 1.3a 6.3b 0.0 4.7

3 1.3 3.7 1.3“ 6.7b 0.0 5.3

4 1.3 4.7 1.3a 7.7b 0.0 5.7

8 2.0a 8.0b 1.7a 11.7b 0.0 8.3

The values marked with different letters in the same row in the individual columns significantly differ (P < 0.05)

sac, the 8/8 particles in 20.7 %, the 12/12 particles in 
a significantly larger numbers (38.3 %). The total amount 
of retained particles after the first day was only 21.4% 
of 8/8 and 41.3% of 12/12 particles, the rest was trans­
ferred to the other parts of the digestive tract. Then the 
number of retained particles decreased slowly in the 
course of the remaining 8 days, these were practically 
only the particles which moved to the ventral sac in the 
course of the first day. The behaviour of the particles 
applied into the reticulum (Table III) was nearly iden­
tical to that of the particles applied to the anterior blind 
sac. Also here all particles left after application and 
a similar amount of remaining particles moved to the 
ventral sac or to the other parts of the digestive tract. 
After 8 days following the application the number of 
particles in the ventral sac transferred from the anterior 
blind sac (Table II) and from the reticulum (Table III) 
was almost identical. We can see that with 8/8 particles 
it was 14.7 and 15.3%, and with 12/12 it was 29.7 and 
29.3%, respectively. This means that in our case the 
large particles which were in the reticulum or in the 
anterior blind sac had similar chances of transfer to the 
ventral sac.

2) The mean regurgitation (Table IV) of 8/8 parti­
cles applied into forestomachs was maximally 2.0% 
after 8 days. Out of the 8/8 particles applied into reticu­
lum no particles were regurgitated. Regurgitation of

12/12 particles varied between 8.0 and 11.7% without 
evident dependence on the forestomachs where the par­
ticles were applied.

3) Cumulative recovery of particles in faeces is men­
tioned in Table V. After 32 days particles applied to 
the ventral sac only showed the recovery of 46.3% of 
8/8 particles while particles from the anterior blind sac 
and the reticulum amounted to 79.0 and 82.3%, respec­
tively. Similar relations were found with 12/12 parti­
cles. This finding is in agreement with the fact that the 
transfer of particles from the ventral sac showed the 
lowest values (Tables I, II and III). While the 8/8 par­
ticles from the ventral sac and the anterior blind sac 
showed significantly higher values of recovery than the 
12/12 ones after 4 days, with the reticulum this ap­
peared already after 2 days. Recovery of particles ap­
plied into the anterior blind sac and the reticulum was 
similar, e.g. on the 32th day it was 79.0 vs. 82.3% for 
the 8/8 particles and for the 12/12 ones 54.3 vs. 59.7%, 
respectively.

The particles were removed from the forestomachs 
after 8 days, the bottom of the forestomachs was checked 
for remaining particles on the following day, and no 
particles were found. All columns of Table V show that 
excrements still contained particles (that particles were 
still excreted) after 24-32 days, which means that some 
particles spent 16-24 days in the digestive tract behind
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V. Cumulative recovery of 8/8 and 12/12 mm plastic particles applied to the ventral sac, anterior blind sac and reticulum (found in faeces, %)

Days after 
application

Particles applied to the ventral sac Particles applied to the anterior blind sac Particles applied to the reticulum

8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12

1 0 0 0 0 0 0

2 0.3 0.7 15.3 14.3 20.0“ 8.7b

3 11.7 2.0 44.3 33.3 46.0a 24.7b

4 14.3“ 2.0* 50.0“ 35.0b 50.7“ 25.0b

8 25.0“ 7.0“ 61.0a 42.3b 64.0“ 40.0b

16 38.7* 12.7“ 73.0“ 49.7b 76.3“ 49.3b

24 44.3“ 16.3“ 78.7“ 53.0b 80.7“ 57.3b

32 46.3“ 17.7a 79.0“ 54.3b 82.3“ 59.7b

TMRT (h) 211 284 131 133 132 182

The values marked with different letters in the same row in the individual columns significantly differ (.P < 0.05)

VI. Total recovery of 8/8 and 12/12 mm plastic particles applied to the ventral sac, anterior blind sac and reticulum (%)

Particles were found:
Applied to the ventral sac Applied to the anterior blind sac Applied to the reticulum

8/8 12/12 8/8 12/12 8/8 12/12

In forestomachs after 8 days1 51.0“ 73.3b 14.7“ 32.0b 15.3“ 30.6b

Regurgitated during 8 days 2.0“ 8.0b 1.7“ 11.7b 0.0 8.3

In faeces during 8 days 25.0“ 7.0b 61.0“ 42.3b 64.0“ 40.0b

In faeces during following 24 days 21.3“ 10.7b 18.0 12.0 18.3 19.7

Total recovery 99.3 99.0 95.4 98.0 97.6 98.6

Almost all particles were found in the ventral sac
The values marked with different letters in the same row in the individual columns significantly differ (P < 0.05)

the reticulo-omasal orifice. Particle secretion reached 
the amount ranging from 0.3 (8/8 particles applied to 
anterior blind sac) to 2.4% (12/12 particles applied to 
reticulum). We can estimate that these particles were 
retained in omasum or in the following parts of the 
digestive tract. TMRT values of particles applied into 
the ventral sac were the highest, particles applied to the 
anterior blind sac and the reticulum showed similar 
values (131-133 h), except 12/12 particles, which showed 
182 h TMRT. This higher value was probably caused 
by particles which increased recovery from 49.3 to 59.7% 
between the 16th and the 32th day .

All recovery values obtained in the trial are summa­
rized in Table VI. Particles applied to the ventral sac 
were mostly found in the reticulo-rumen after 8 days, 
particles applied to the anterior blind sac and to the 
reticulum were found mostly in faeces. We can say 
again that the anterior blind sac and the reticulum showed 
similar values of recovery from forestomachs after 8 days 
and from faeces. The values of total recovery ranged 
between 95.4 and 99.3%.

Some of the articles describe stratification of parti­
cles in rumen (Evans et al., 1973) and their movement 
in rumen (Wyburn, 1980), the transfer of large rela­
tively heavy particles between reticulum and individual 
parts of rumen has not been described yet. Regarding 
our results we can agree with McBride et al. (1984)

that the reticulo-omasal orifice allows passage of particles 
about 10 mm large. Our results support the finding of 
Welch (1982), who reported that the size of reticulo- 
omasal orifice in cattle was larger than 20 mm, and the 
opinion of Deswyssen and Ellis (1990) that the thresh­
old value of particle size cannot be measured in abso­
lute terms because of the biological randomness in the 
passage of digesta particles. Regurgitation of spheres 
of 12.7 mm size and 1.34 g/cm3 density in heifers was 
evaluated by Ehle and Stern (1986) with the resulting 
value of 15.5%, which is a result similar to our range 
of values of 8.0-11.7%. Lower recovery and increased 
TMRT found out in our work with larger particles is in 
agreement with findings of Campling and Freer (1962), 
Prigge et al. (1990) and Ehle and Stern (1986).

CONCLUSIONS

The questions posed at the beginning of this article 
cannot be answered definitely but regarding our results 
we can conclude: 1) We can estimate that the threshold 
size of particles which can still escape the rumen is 
higher than the value presented in literature, in our case 
it was minimally 12 mm. 2) Our values suggest that the 
anterior blind sac and the reticulum perform similar 
roles in large, heavy particle passage regulation through
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the reticulo-rumen and the particles pass through both 
of these parts relatively quickly. Particles were retained 
mostly in the bottom of the ventral sac. 3) In our case 
behind the reticulo-omasal orifice 10.7-21.3% particles 
were retained and these were excreted in the course of 
9-32 days after application to the reticulo-rumen.
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EFFECTS OF SEX AND AGE UPON UTILIZATION OF ZINC 
IN CHICKENS*
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VLIV POHLAVÍ A VĚKU NA VYUŽITÍ ZINKU U KUŘAT

J. Zelenka

Mendel University of Agriculture and Forestry, Faculty of Agronomy, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Effects of sex and age of chickens upon zinc utilization were investigated in an experiment with 128 chickens 
divided into 16 groups. Eight groups of chickens received in a practical type of feed mixture and drinking water 96 mg of 
Zn per 1 kg of consumed dry matter and eight groups received only 83 mg of Zn including 25 mg of zinc added as ZnO. 
During the growing period from Day 12 to Day 56, the experiment was divided into 15 three-day balance periods. For diets 
containing 96 and 83 mg of Zn, the average coefficients of retention, as determined in 120 balance experiments, were 0.207 ± 
0.0137 and 0.206 ± 0.0095, resp. Utilization of zinc from both diets decreased highly significantly (P < 0.01) with the 
increasing age. In chickens fed a diet higher in Zn, the content of this element per 1 g of live body gain decreased with age 
and was in average 38.6 ± 2.59 pg. In the case of lower Zn diet, its content per unit of weight gain increased up to Day 36 and, 
thereafter, a gradual decrease could be observed; the average content was 32.2 ± 1.38 pg. The growth rate of the total amount 
of Zn in the organism was slightly lower than that of body weight. Allometric coefficients were 0.95 ± 0.033 and 0.97 ± 0.008 for 
chickens fed diets with 96 and 83 mg of Zn, respectively. The effect of sex on values under study was not significant.

Keywords: chickens; effect of sex; effect of age; utilization of zinc; allometry of growth

ABSTRAKT: Vliv pohlaví a věku kuřat na využití zinku jsme sledovali v pokusu se 128 kuřaty rozdělenými do 16 skupin. 
Kuřata v 8 skupinách přijímala v krmné směsi praktického typu a v pitné vodě 96 mg Zn na 1 kg spotřebované sušiny a v dalších 
8 skupinách pouze 83 mg Zn, včetně 25 mg zinku přidávaného v ZnO. Experiment byl rozdělen do 15 třídenních bilančních 
období od 12. do 56. dne života. Při obsahu 96 mg Zn byl průměrný koeficient retence, stanovený ve 120 bilancích, 0,207 ± 0,0137 
a při obsahu 83 mg 0,206 ± 0,0095. S přibývajícím věkem se využití zinku z obou diet vysoce průkazně (P < 0,01) snižovalo. 
Obsah zinku v 1 g přírůstku živé hmotnosti se u kuřat krmených dietou s vyšším obsahem sledovaného prvku s věkem 
snižoval a byl v průměru 38,6 ± 2,59 pg. Při nižším obsahu zinku v dietě se jeho koncentrace v přírůstcích zvyšovala až do 
36. dne a pak pozvolna klesala; průměrný obsah byl 32,2 + 1,38 pg. Relativní rychlost růstu celkového množství Zn 
v organismu byla o něco nižší než rychlost růstu tělesné hmotnosti. Alometrické koeficienty pro kuřata krmená dietou s 96 mg Zn 
byly 0,95 ± 0,033 a pro kuřata s příjmem 83 mg Zn 0,97 ± 0,008. Vliv pohlaví na sledované ukazatele byl neprůkazný.

Klíčová slova: kuřata; vliv pohlaví; vliv věku; retence zinku; alometrie růstu

INTRODUCTION

The first conclusive evidence that zinc is an essential 
micronutrient for growth and development of higher 
animals was obtained in experiments with mouse by 
Bertrand and Bhattacherjee (1934 - cit. Luecke, 1965) 
and Todd et al. (1934). Essentiality of zinc in the nu­
trition of chickens was confirmed by O’Dell et al. (1958). 
Zinc plays both structural and catalytic roles in metal­
loproteins (O’Dell, 1992). Zinc-containing proteins are 
present in more than 160 enzymes among different spe­
cies (Siegel, 1983 - cit. Kidd et al., 1996).

The utilization of zinc of feedstuffs is not always 
constant when fed to the same type of animals and may 
be dependent on a number of factors.

Until now, relatively little attention has been paid to 
sexual dimorphism. In experiments by Sebastian et al. 
(1996) the differences in relative retention of zinc esti­
mated in females and males were not significant. In 
experiments by Mohanna and Nys (1997) the concen­
trations of zinc in the whole broiler carcasses were not 
affected by sex of chickens but decreased from 11 to 
40 days of age. Utilization of received Zn in the same 
time interval decreased, similarly like in experiment by 
Roberson and Edwards (1994) from 12 to 16 days.

In an experiment by Thiel and Weigand (1992) Zn 
retention, as percentage of intake, markedly decreased 
(P < 0.05) with increment in zinc intake but final Zn 
content of the chicks increased. Yi et al. (1996) did not 
find any significant differences in percentage of Zn
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retention by adding Zn to the diet. The amount of Zn 
retained in chicks significantly (R < 0.001) increased.

The objective of our experiment was to determine if 
there is a sexual dimorphism in the utilization of this 
element and how the utilization of zinc from the feed 
mixture changes in the course of fattening of chicks. To 
evaluate the effect of age as exactly as possible, it is 
necessary to carry out a great number of estimations in 
very short time intervals during a longer period of life.

MATERIAL AND METHODS

Effects of sex and age on utilization of zinc were 
investigated within 15 subsequent, three-day balance 
periods using Ross hybrid chickens during the growth 
period from the 12th to the 56th day of age.

At the age of 7 days, the sexed chicks were divided 
according to their body weight into 16 groups of 8 birds 
each. Eight groups of females and eight groups of males 
were kept in balance cages. Four groups of female and 
four groups of male chickens were fed a commercial 
broiler starter diet (BR 1) during the whole experimen­
tal period, while the remaining ones received BR 2, a prac­
tical type of finisher diet (Table I). Chromic oxide was 
added to the diet as an indicator. The mixture BR 1 
contained 228 g crude protein per kg dry matter and the 
average content of AMEn, estimated in 120 balance ex­
periments, was 12.64 MJ/kg. The contents of crude pro­
tein and AMEn per kg dry matter of В R 2 were 211g

I. Composition of the diets (g/kg)

Ingredient BR 1 BR 2

Maize meal 400 560

Wheat meal 186 78

Soybean meal 256 200

Fishmeal 30 10

Meat-and-bone meal 0 50

Alfalfa meal 30 30

Dried skimmed milk 20 20

Torula yeast 20 10

Blood flakes 20 0

Cereal germs 15 0

Added fat 0 20

Supplementary premix3 10 10

Mineral premixb 10 10

Sodium chloride 3 2

” The premix supplied the following (mg/kg diet): retinyl acetate, 
3.44; cholecalciferol, 0.025; DL-a-tocopherol acetate, 10; me­
nadione, 2; riboflavin, 3; hydroxycobalamin, 0.02; niacin, 10; pan­
tothenic acid, 4; DL-methionine, 1000; ethoxyquin, 125; coccidiostat 
(Amprol Plus)
b The premix supplied the following per kg diet: ground limestone 
6.7 g; calcium phosphate 1.7 g; steamed bone meal 1.5 g; copper 4 mg; 
iron 12 mg; zinc 25 mg; manganese 28 mg; iodine 0.4 mg

and 13.88 MJ, respectively. Both mixtures contained 
25 mg of zinc added as zinc oxide. Drinking water 
contained 0.6-0.8 mg of zinc per litre. The pelleted 
feed was supplied ad libitum. Chickens fed BR 1 re­
ceived in feed mixture and drinking water in average 
96 mg of Zn per kg of consumed dry matter while birds 
fed BR 2 only 83 mg of Zn. The body weight of chick­
ens was estimated at the end of each balance period.

Excreta were collected daily for each three-day bal­
ance period. The coefficients of utilization of zinc were 
estimated using the chromic oxide indicator method. 
When using this method, individual balance periods 
can follow sequentially without periods of starvation. 
The content of chromic oxide in feed and freeze-dried 
excreta was estimated iodometrically (Mandel et al., 
I960), and that of zinc spectrophotometrically.

The analysis of variance and regression of determi­
ned values were performed according to Snedecor and 
Cochran (1967).

For the expression of relation between zinc retained 
in the body and live body weight of chicken a power 
function was used (Brody, 1945)

Y = a)ř

where: У - content of Zn in the body in pg
X - live body weight of chicken in g
a — extrapolation of У for X = 1
b - allometric coefficient, ratio of the percentage change 

in Y to the corresponding percentage change in X

RESULTS AND DISCUSSION

The average coefficients of utilization of zinc of 
mixture BR 1 estimated in females and males were 
0.232 + 0.0149 (mean ± standard error of the mean) 
and 0.181 ± 0.0219, respectively, and those of mixture 
BR 2 were 0.202 ± 0.0130 and 0.209 ± 0.0141 in fe­
males and males, resp. Analysis of variance showed 
that the effect of sex was insignificant (P > 0.05), as in 
experiments by Sebastian et al. (1996). For diets contain­
ing 96 and 83 mg of zinc, the average coefficients of 
retention, when involving values measured in both 
sexes into the mean, were practically the same, 0.207 + 
0.0137 and 0.206 + 0.0095, respectively. Similar re­
sults were obtained by Yi et al. (1996). It means that 
19.9 ± 1.32 pg (BR 1) and 17.1 ± 0.79 pg (BR 2) of 
zinc per each gram of consumed dry matter were re­
tained in the organism. The difference was insignificant 
(R > 0.05).

The effect of age was highly significant (R < 0.01). 
The dependence of Zn utilization coefficients upon age 
of chickens in days was expressed by linear regression 
equations

Y = 0.360 - 0.00320 X;r= 0.362, P < 0.01 for females

У = 0.378 - 0.00608 X; r = 0.468, P < 0.01 for males
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Y= 0.369 - 0.00464 X; г = 0.401, P < 0.01 for both sexes

and

У = 0.295 - 0.00266 X; г = 0.346, Р < 0.01 for females

У = 0.283 - 0.00210 X; г = 0.252, Р < 0.05 for males

У = 0.289 - 0.00238 X; г=0.297, Р < 0.01 for both sexes

for mixtures BR 1 and BR 2, respectively. Similarly 
like in experiments by Mohanna, Nys (1997) and Rober­
son, Hardy (1994), utilization of Zn decreased with the 
increasing age in all cases. Regression coefficients were 
significant (P < 0.05) or highly significant (P < 0.01). The 
deviation from linearity was not significant (P > 0.05).

In chickens fed BR 1 and BR 2, the average contents 
of Zn per 1 g of live weight gain were 38.6 + 2.59 pg 
and 32.2 ± 1.38 pg, respectively. The difference was 
significant (P < 0.05). As in experiments by Thiel, Wei­
gand (1992) and Yi et al. (1996), Zn content in chick­
ens increased with the increasing intake of this element.

The influence of age manifested itself differently in 
these two diets (Fig. 1). The relationship between Zn

The index of correlation UYx) was 0.234 (P < 0.05). 
The parabolic equation reached its maximum at the 
36th day of age. This suggests that the organism adap­
ted itself gradually to the utilization of Zn in dependen­
ce on a different supply of this element to satisfy Zn 
requirement.

Relations of total amount of zinc in the body (pg) 
and body weight of chicken (g) were expressed by the 
equation for all chickens fed the mixture

BR 1: Y= 60.3 ^931;1та = 0.835, P< 0.01

BR2: У= 40.7 X°'963;/m = 0.959, P< 0.01

The growth rate of the total amount of Zn in the orga­
nism was lower than that of body weight. The average 
allometric coefficients were 0.95 ± 0.033 and 0.97 ± 
0.008 for eight groups of chickens fed diets with 96 and 
83 mg of Zn, respectively.
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SHORT COMMUNICATION

COLD-SHORTENING IN DIFFERENT OSTRICH MUSCLES

CHLADOVÉ ZKRACOVÁNÍ JEDNOTLIVÝCH SVALŮ U PŠTROSA

J. Sales1, J. Horbanczuk2

1 University of Stellenbosch., Faculty of Agricultural Sciences, Department of Animal 
Sciences, Matieland, South Africa

г Polish Academy of Sciences, Institute of Genetics and Animal Breeding, Jastrzebiec, 
Mroków, Poland

ABSTRACT: The state of contraction of ostrich muscles that were excised from the carcass within 30 minutes after bleeding 
and subjected to cooling temperatures of 0-4 °C for 12 hours was evaluated by measuring sarcomere lengths. It was found 
that only two muscles (M iliotibialis lateralis and M. iliofemoralis) showed a high frequency of shortened (20-40%) 
sarcomeres. However, these muscles presented Wamer-Bratzler shear-force values that were similar to other muscles. These 
results indicate the absence of cold-shortening in ostrich muscles despite removal of legs shortly after bleeding from the 
carcass.

Keywords: ostrich muscles; cold-shortening; sarcomere lengths

ABSTRAKT: Měřením délky sarkomer jsme hodnotili kontrakci svalů u pštrosa, které byly do 30 minut po vykrvení 
vyříznuty z jatečného trupu a vystaveny chladicím teplotám 0-4 °C po dobu 12 hodin. Zjistili jsme, že pouze dva svaly (И ilio­
tibialis lateralis a M. iliofemoralis-) vykazovaly vysokou frekvenci zkrácených sarkomer (20-40 %). Hodnoty Warner-Bratz- 
lerovy střižné síly těchto svalů byly však obdobné jako u ostatních svalů. Tyto výsledky naznačují, že v pštrosích svalech 
nedochází ke zkracování vlivem chladu, a to i přesto, že končetiny byly od trupu odděleny v krátké době po vykrvení.

Klíčová slova: pštrosí svaly; zkracování vlivem chladu; délka sarkomer

INTRODUCTION

Muscles that are cooled below 15 °C while the pH 
is above 6.2 are still physiologically active. Tempera­
tures below 15 °C activate the release of Ca2+-ions 
from the sarcotubular system. This activates contractile 
actomyosin ATP-ase that causes contraction. Ca2+-ions 
cannot be reabsorbed at low temperatures by the sarco- 
plasmatic reticulum, thus the muscle goes into rigor 
mortis in a contracted state. This can cause a two- to 
three-fold increase in toughness of meat (Lawrie, 1991). 
Several researchers have determined the state of con­
traction of muscles by the measurement of sarcomere 
lengths. The sarcomere can be described as the func­
tional ultrastructural unit of the myofibril. According 
to Dutson and Pearson (1985) 40% contraction occurs if 
sarcomeres are below 1.5 pm, 20-40% when 1.5-2.0 and 
less than 20% contraction if sarcomeres are longer than 
2.0 pm. The relationship between cold-shortening and 
tenderness is non-linear. Toughness of cooked meat de­
creases as shortening increases from 40-60%, because

of the destroying of the microstructure at 60% shorten­
ing (Marsh, Leet, 1966).

Presently the slaughtering process of ostriches in 
South Africa comprises the removal of legs from the 
carcass within 30 minutes after slaughter and cooling 
of these legs at 0-4 °C for 12 hours (Sales, Oliver­
-Lyons, 1996). The present study was conducted to in­
vestigate the possibility of cold-shortening of muscles 
due to this practice.

MATERIAL AND METHODS

Six different muscles from 39 ostriches slaughtered 
in the Oudtshoorn abattoir were used for the measure­
ment of sarcomere length. Ostriches were in the age 
range of 8-14 months. Legs were removed in 30 min­
utes after killing and chilled for 12 hours at 0-4 °C 
before muscles were excised. Five gram samples from 
each muscle were cut into small pieces and homoge­
nised at low speed in 30 ml of chilled 0.25 M sucrose
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1. Frequency of contrac­
tion in sarcomeres of dif­
ferent ostrich muscles

solution for 60 seconds. The suspension was examined 
directly in a phase contrast microscope (Юх ocular, 
lOOx objective) and the mean sarcomere length of each 
muscle was determined as the average length of 100 
sarcomeres. Warner-Bratzler shear force was determi­
ned after cooking of two steaks (2.5 cm thick) from 
each muscle, wrapped in a polyethylene bag for 50 
minutes in a water bath maintained at 75 °C. Three 
cores from each steak were removed parallelly to the 
muscle fibres from the center portion of each steak, as 
reported by Sales (1996).

I. Warner-Bratzler (WB) shear force values (kg) of different ostrich 
muscles (means ± standard errors; Sales, 1996)

Muscle WB shear-force (kg)

M. gastrocnemius pars interna 2.97c ± 0.529

M. femorotibialis medius 2.94= ±0.623

M. ambiens 3.67b± 1.195

M. iliotibialis lateralis 3.46b ± 0.936

M. iliofibularis 4.44a ± 0.988

M. iliofemoralis 2.64c ± 0.988

a,b’c Values in column with different superscripts differ (P < 0.05)

RESULTS AND DISCUSSION

The frequencies (% of total) of sarcomeres in each 
contraction state in the different muscles are presented 
in Figure 1.

A high frequency of shortened (20-40%) sar­
comeres was found in only the M. iliotibialis lateralis 
and M. iliofemoralis. This can be explained by the po­
sition of hanging of the carcass. Initially it is hung by
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the feet and these muscles are not under stress. There­
after the carcass is hung by the wings, thus still no 
stress on these muscles. Shortening is thus possible. 
However, Warner-Bratzler shear-force values (Table I) 
showed that these muscles were tender relatively to 
other muscles. The lowest Warner-Bratzler shear-force 
value (most tender) was presented by the M. iliofemo­
ralis. Furthermore, no correlation, either linear or quad­
ratic, was found between Warner-Bratzler shear-force 
and sarcomere length in any muscle, presenting further 
evidence that cold-shortening is absent in these muscles 
(Sales, 1994).

The conclusion is, in spite of semi-hot boning by 
removal of legs within 30 minutes after killing of os­
triches, cold-shortening is absent.
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ABSTRACT: Papers dealing with the methods of capillary electrophoresis (CE) used to determine substances important in 
farm animal nutrition are summarized in this review article. The substances are divided into three groups (natural ones, 
additives and extraneous matters). Papers presenting analyses of real samples of feed raw materials, intermediate products 
and end products are exclusively cited in the article. The principle of CE method is briefly described in an introductory 
section. The article draws from 100 literary sources.

Keywords: analysis; feed; electrophoresis; isotachophoresis; capillary, review

ABSTRAKT: Tento přehledový článek shrnuje práce týkající se použití metod kapilární elektroforézy (CE) pro stanovení 
látek významných ve výživě hospodářských zvířat. Látky jsou rozděleny do tří skupin (přirozené, aditivní a cizorodé). 
Výhradně jsou citovány práce týkající se analýz reálných vzorků krmivářských surovin, meziproduktů a finálních výrobků. 
V úvodu je stručně popsán princip metod CE. Práce čerpá ze 100 literárních zdrojů.

Klíčová slova: analýza; krmivo; elektroforéza; izotachoforéza; kapilární; review

Úvod

Kapilární elektroforéza (Foret et al, 1993) je dyna­
micky se rozvíjející oblastí analytické chemie. Je to 
analytická metoda, umožňující separace ionogenních lá­
tek i látek neionogenních. Mezi metody kapilární elektro­
forézy patří:
- kapilární zónová elektroforéza (CZE)
- kapilární izotachoforéza (CITP)
- kapilární gelová elektroforéza (CGE)
- kapilární izoelektrická fokusace CIEF)
- micelární elektrokinetická kapilární elektrochroma­

tografie (MEKC)
- kapilární elektrochromatografie (CEC).

Kapilární zónová elektroforéza je principiálně nej­
jednodušší metodou (módem) kapilární elektroforézy. 
Separační kapilára je naplněna roztokem základního 
vzorku. Po nadávkování vzorku do kapiláry se na ka­
piláru vloží napětí. Jednotlivé složky roztoku, migrující 
různou rychlostí (úměrnou své efektivní pohyblivosti), 
se vydělí do zón, které jsou delegovány. Schéma sepa­
race a vývoje koncentračních profilů zón je na obr. 1.

Kapilární zónová elektroforéza umožňuje současnou se­
paraci aniontů i kationtů. Neionogenní látky jsou uná­
šeny elektroosmotickým tokem v zóně nástřiku, a tudíž 
se neseparují. Každá zóna obsahuje kromě složky ještě 
ionty základního elektrolytu (protion a koion), jejichž 
koncentrace je zpravidla o několik řádů vyšší než koncen­
trace vlastního iontu. Základní elektrolyt vede v podstatě 
všechen elektrický proud procházející kapilárou. Měl 
by mít dostatečnou pufrační kapacitu, nízkou absorpci 
světla (při použití přímé UV detekce) a nízkou vodi­
vost (z čehož pramení nízký vývoj Joulova tepla). Vo­
divost roztoku v kapiláře zůstává prakticky během ce­
lého separačního děje konstantní a tudíž i potenciálový 
spád se během separace nemění. Kritériem separovatel- 
nosti dvou iontů je jejich relativní rozdíl efektivních 
pohyblivostí u, definovaný jako

йА-“В ^«A,B
Au = —=----=---------

“A UA

V izotachoforéze (Boček et al, 1987) se používá 
systému dvou elektrolytů, tzv. vedoucí a koncový elek-
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1. Schéma separace látek při zónové elektroforéze. (a)-(c) situace 
uvnitř kapiláry naplněné základním elektrolytem (BGE) a nadávko­
vanou směsi látek A a B. (d)-(f) koncentrační profily podél kapiláry 
(d) na začátku separace, (e) a (f) v průběhu separace. Převzato z li­
teratury (Blatný, 1996) - Diagram of separation of substances by 
zone electrophoresis, (a)-(c) state inside a capillary filled with back­
ground electrolyte (BGE) and dosed mixture of substances A and B. 
(d)-(f) concentration profiles along the capillary (d) at the beginning 
of separation, (e) and (f) during separation. Taken over from literary 
sources (Blatný, 1996)

2. Schéma izotachoforetické separace. (a)-(c) situace uvnitř kapiláry 
naplněné vedoucím elektrolytem L, koncovým elektrolytem T 
a vzorkem A+B nadávkovaným do rozhraní L-T. (d)-(f) koncen­
trační profily podél kapiláry, (d) na začátku separace, (e) před 
dosažením ustáleného stavu, (f) po dosažení ustáleného stavu. 
Převzato z literatury (Blatný, 1996) - Diagram of isotachophoretic 
separation, (a)-(c) situation inside a capillary filled with leading 
electrolyte L, terminating electrolyte T and sample A+B dosed onto 
the boundary L-T. (d)-(f) concentration profiles along the capillary 
(d) at the beginning of separation, (e) before the steady state is 
reached, (f) after the steady state has been reached. Taken over from 
literary sources (Blatný, 1996)

trolyt. Vedoucí elektrolyt obsahuje vedoucí ion (v anion- 
tové analýze anion, v kationtové kation) a protion (v anion- 
tové analýze kation, v kationtové anion). Vedoucí elek­
trolyt je zvolen tak, že efektivní pohyblivost vedoucího 
iontu je větší, než jsou efektivní pohyblivosti stanovo­
vaných látek. Protion bývá zpravidla slabá báze (anion- 
tový mód) nebo slabá kyselina (kationtový mód) a je 
zvolen tak, aby s vedoucím iontem tvořil tlumicí směs 
(pufr) o daném pH. Koncový elektrolyt je zvolen tak, 
aby v ustáleném stavu platilo, že efektivní pohyblivosti 
látek, které se budou separovat, leží mezi efektivními 
pohyblivostmi vedoucího a koncového iontu. Schéma 
principu separace látek v izotachoforéze je na obr. 2. 
Na začátku izotachoforetického experimentu se kapilá­
ra naplní vedoucím elektrolytem. Vzorek se nadávkuje 
do rozhraní mezi vedoucím a koncovým elektrolytem. 
Po vložení elektrického pole se všechny ionty v roztoku 
začnou pohybovat к příslušným elektrodám. Ze zóny 
vzorku (dále směsné zóny) se vyděluje rychlejší složka

(A) a za zadním rozhraním zóny vzorku se opožďuje 
pomalejší složka (ß). V dalším průběhu separace se 
čisté zóny složek A i В prodlužují a zkracuje se směsná 
zóna. Po určité době dojde к úplnému rozdělení složek 
A i В a směsná zóna zcela zmizí. Tento stav, kdy mezi 
vedoucím a koncovým elektrolytem se nacházejí jen 
zóny čistých složek, se nazývá ustáleným stavem. V ustá­
leném stavu jsou zóny seřazeny podle svých klesajících 
efektivních pohyblivostí a pohybují se kapilárou stej­
nou rychlostí v (odtud název izotachoforéza). Matema­
ticky se tato skutečnost dá vyjádřit jako

v = “lel = “aea = “beb = “tet

kde ux je efektivní pohyblivost látky x, Ex potenciá­
lový spád v zóně x. Rovnice je vyjádřením tzv. obecné 
izotachoforetické podmínky. Izotachoforetické zóny ob­
sahují kromě protiiontu pouze ionty jediné látky. Kon­
centrace iontů ve svých zónách jsou určeny složením
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vedoucího elektrolytu a jsou zcela nezávislé na původní 
koncentraci ve vzorku. Znamená to tedy, že koncentro­
vané složky se naředí a zředěné se zakoncentrují. Ná­
sledující rovnice je nejčastěji používaným tvarem tzv. 
Kohlrauschovy regulační funkce pro ustálený stav:

“L+ UR “a 'Zj
Сд = CL--------------------- 7----74 UA + UL^

kde cx je koncentrace iontu x v ustáleném stavu, ux 
aktuální pohyblivost iontu x a zx nábojové číslo iontu 
x. Symboly A, £ a 7? se vztahují к analytu, vedoucímu 
iontu aprotiiontu. Zóny jsou od sebe rozděleny ostrými 
rozhraními, na kterých dochází к tzv. samozaostřu- 
jícímu efektu. Na rozhraní mezi zónami dochází ke 
skokovým změnám koncentrací, což vede к difuzním 
tokům iontů ze své zóny do zóny sousední: Např. ion A 
(viz obr. 2) se ve své zóně pohybuje rychlostí v = 
EAuA. Vnikne-li tento ion difúzí do zóny vedoucího 
elektrolytu (L), sníží se jeho rychlost na v = Е^йд (EL 
< Ea") a ion se okamžitě vrátí do své zóny. Vnikne-li 
naopak ion A do následující zóny B, zvýší se jeho ry­
chlost na v = Ebua (EA < EB) a ion se opět vrátí do své 
zóny. Od zóny к zóně se také mění skokem řada fyz­
ikálně chemických vlastností (specifická vodivost, poten­
ciálový spád, teplota, pH, efektivní pohyblivost iontu, 
součin celkové koncentrace iontu a jeho efektivního 
náboje, koncentrace protiiontu).

Kapilární gelová elektroforéza je vlastně kapilární 
zónovou elektroforézou ve vhodné gelové matrici. Se- 
paračním principem této techniky kapilární elektroforé- 
zy je tedy migrace nabitých částic v prostředí moleku­
lárního síta vlivem vloženého potenciálového spádu. 
Princip metody je zřejmý z obr. 3. První práce publi­
kované o kapilární gelové elektroforéze byly inspirová­
ny klasickou gelovou elektroforézou, ve které probíhá 
separace ve struktuře v přírodě se vyskytujícího nebo 
uměle vyrobeného polymeru, který tvoří trojrozměrnou 
síť. Tyto systémy aplikované v kapilárním měřítku 
(Hjertén, 1983; Cohen, Karger, 1987) vykazovaly pro 
separace DNA enormně vysokou účinnost, přesahující 
v mnohých případech milion teoretických pater. Apli­
kace takovýchto 3D gelů (nejčastěji zesítěný PAA) má

В Ab)

3. Schéma průběhu separace částic lišících se velikostí v CGE. 
(a) stav na počátku separace, (b) stav během separace. Převzato z li­
teratury (Heiger, 1992) - Diagram of separation of particles of dif­
ferent size by CGE. (a) state at the beginning of separation, (b) state 
during separation. Taken over from literary sources (Heiger. 1992)

však několik závažných nevýhod. Především je to malá 
reprodukovatelnost přípravy gelem plněných kapilár 
a jejich poměrně krátká životnost. Použitá gelová mat­
rice však nemusí mít strukturu rigidního gelu, nýbrž 
může mít i povahu roztoku lineárního polymeru. Pokud 
totiž koncentrace lineárních polymerů překročí určitou 
hranici (tzv. overlap thrashold), dochází к vzájemné 
interakci řetězců lineárních polymerů a výsledná struk­
tura umožňuje separovat molekuly podle velikosti, po­
dobně jako zesítěná rigidní struktura gelu (Kenndler, 
Poppe, 1994). Výhodou těchto tzv. „entangled polyme­
rů“ je především fakt, že s roztoky lineárních polymerů 
se manipuluje podobně jako s běžnými elektrolyty po­
užívanými v CZE, od kterých se liší pouze viskozitou. 
Jako lineární polymery se v CGE používají především 
lineární PAA a modifikované celulózy. Tento mód ka­
pilární elektroforézy slouží к separaci makromolekul 
(proteinů, fragmentů nukleových kyselin). Makromole­
kuly od určité velikosti nelze totiž separovat pomocí 
volné zónové elektroforézy vzhledem ke konstantnosti 
poměru náboje a hmotnosti makromolekuly. Pro sepa­
race proteinů se většinou nepoužívají nativní proteiny, 
nýbrž jejich komplexy s SDS. Tyto komplexy eliminují 
rozdíly v efektivních nábojích závislých na pH a udílí 
proteinům konstantní poměr náboje ku hmotnosti. Se­
parace takových komplexů je pak založena pouze na 
rozdílech ve velikosti molekul.

Principem kapilární izoelektrické fokusace (CIEF) 
(Ridghetti, Gelfi, 1994) je separace amfolytů v pH gra­
dientu na základě rozdílných hodnot jejich izoelektric- 
kých bodů (pí). Princip je schematicky vysvětlen na 
obr. 4. Vzorek (většinou protein) se aplikuje ve směsi 
se základním amfolytem, který obsahuje směs pokrýva­
jící spojitě kyselé, neutrální až zásadité amfolyty, jiný­
mi slovy pí hodnoty těchto amfolytů definují vytvořený

4. Schéma separace při izoelektrické fokusaci. Molekula proteinu (P) 
migruje v lineárním gradientu pH, až dosáhne polohy s nulovým 
celkovým nábojem, kde se zastaví. Převzato z literatury (Heiger, 
1992)- Diagram of separation by isoelectric focusing. Protein mole­
cule (P) migrates in linear gradient pH until it reaches the position 
with zero total charge where it stops. Taken over from literary 
sources (Heiger, 1992)
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gradient pH v kapiláře. Touto směsí se naplní celá se- 
parační kapilára. V některých případech se vzorkem pl­
ni pouze část kapiláry. V elektrodových nádobkách je 
na anodické straně kyselý roztok (nejčastěji kyselina 
fosforečná), zatímco na straně katodické roztok bazický 
(nejčastěji hydroxid sodný). Po aplikaci potenciálového 
spádu na kapiláru začnou kapilárou putující oxoniové 
a hydroxidové ionty reagovat s molekulami amfolytů 
a způsobí jejich migraci. Během migrace se snižuje efek­
tivní pohyblivost (a tím i rychlost) amfolytů, protože 
neustále klesá celkový náboj amfolytů vlivem utvářejí­
cího se gradientu pH, až amfolyt dosáhne v kapiláře 
místa, kde je jeho celkový náboj nulový, a dále se už 
nepohybuje. Po určité době dojde к ustavení ustáleného 
stavu, ve kterém všechny amfolyty dosáhnou polohy 
v kapiláře odpovídající jejich izoelektrickému bodu 
(pH = pí). Ustálený stav se projeví poklesem proudu 
procházejícího kapilárou к nulové hodnotě. V tomto 
stavu není ovšem možné provést detekci - ta se provádí 
až po tzv. mobilizaci. Cílem mobilizace je průchod fo­
kusovaných amfolytů detektorem. Lze toho dosáhnout 
např. aplikací tlaku, který vytlačí amfolyty ven z kapi­
láry přes detektor. Pokud to použité instrumentace do­
volují, provádí se tato mobilizace za současné aplikace 
napětí na kapiláru, což zaručuje, že amfolyty zůstanou 
fokusovány a nedojde к případnému difusnímu rozmy- 
tí fokusovaných zón. Jiným způsobem je tzv. chemická 
mobilizace, která se může provádět dvěma způsoby. 
Záměnou báze v elektrodové nádobce katody za kyse­
linu nebo záměnou kyseliny v elektrolytové nádobce 
anody za bázi. Druhým způsobem chemické mobilizace 
je pak záměna jedné z elektrolytových nádobek za roz­
tok soli (např. NaCl). Pokud se roztokem soli nahradí 
anolyt, probíhá mobilizace směrem к anodě a naopak. 
Celá metoda kapilární izoelektrické fokusace má tedy 
dvě fáze, a sice fázi vlastní fokusace a fázi detekce, 
která je v tomto případě vlastně synonymem mobiliza­
ce. Existují i postupy, kdy se celý proces provádí v jed­
nom kroku. Jedná se o současné vložení napětí a tlaku 
na kapiláru, případně se využívá elektroosmotické mo­
bilizace. Vzájemná separovatelnost dvou látek je dána 
minimálním rozdílem pí hodnot dvou amfolytů vedoucí 
к rozlišení R = 1. Platí, že

,1/2

ApZ = 4 1 dx
du, 

d(pH)

Z rovnice vyplývá, že vysoké rozlišovací schopnosti 
CIEF je dosaženo minimalizací směrnice pH gradientu 
v kapiláře, aplikací vysokých potenciálových spádů na 
kapiláru, fokusací látek s nízkým difuzním koeficien­
tem a velkou změnou pohyblivostí v okolí izoelektrické- 
ho bodu (du/d(přf)'). Ve špičkových případech je možné 
rozlišit proteiny lišící se o 0,005 pí jednotek.

Micelární elektrokinetická kapilární Chromatogra­
fie (МЕКС) je technika kombinující princip kapilární

5. Schéma separace neutrálních látek v micelární elektrokinetické 
kapilární chromatografti. N = neutrální látka neinteragující s micelou, 
P = neutrální látka distribuující se mezi micelární pseudostacionární 
fázi a základní elektrolyt, F = neutrální látka vyskytující se pouze 
v micelární fázi. Převzato z literatury (Heiger, 1992) - Diagram of 
separation of neutral substances by micellar electrokinetic capillary 
chromatography. N = neutral substance not interacting with micelle, 
P = neutral substance distributed between micellar pseudostationary 
phase and basic electrolyte, F = neutral substance occurring in micel­
lar phase only. Taken over from literary sources (Heiger, 1992)

zónové elektroforézy a micelární kapalinové Chromato­
grafie. Ve své podstatě je to Chromatografie s pohybu­
jící se pseudostacionární micelární fází a s elektro- 
osmoticky pumpovanou mobilní fází. Schematicky je 
princip separace vysvětlen na obr. 5. MEKC používá 
základní elektrolyt s vhodnou povrchově aktivní látkou 
v koncentraci vyšší, než je tzv. kritická micelotvorná 
koncentrace (CMC). Povrchově aktivní látka se v kon­
centracích nižších než CMC chová jako normální elek­
trolyt. Po překročení určité mezní koncentrace (CMC) 
dojde však к prudké změně několika fyzikálních vlast­
ností, jako jsou osmotický tlak, elektrická vodivost a po­
vrchové napětí. Tyto změny jsou způsobeny tvorbou 
agregátů - micel. V hydrofilním (vodném) prostředí 
základního elektrolytu se orientují hydrofobní řetězce 
povrchově aktivních látek dovnitř micely, zatímco hydro- 
filní skupiny jsou orientovány vně do vodného prostředí. 
Micela určité povrchově aktivní látky je charak­
teristická počtem asociovaných molekul, kterému se ří­
ká agregační číslo.V takto vytvořené hydrofobní kavitě 
micely se mohou rozpouštět hydrofobní částice z ana- 
lytu. Povrchově aktivní látka může být kationaktivní, 
anionaktivní nebo neionogenní. Aplikací potenciálové­
ho spádu na kapiláru dojde к migračnímu toku micel 
а к elektroosmotickému toku prostředí, který má zpra­
vidla opačný směr a větší velikost. Výsledný separační 
princip je tedy složen z migrace částice ve volném roz­
toku a z distribuce částice mezi volným roztokem a mi­
celární pseudofází. Tento mód kapilární elektroforézy 
tedy umožňuje separovat i částice, které nenesou náboj, 
a zároveň je to mód kapilární elektroforézy, pro který 
je relevantní pojem retenční čas. Tak jako v chromato- 
grafii i v MEKC je definován pro analyzovanou složku 
její kapacitní faktor k’ jako

k' = — 
naq

kde indexy látkových množství odpovídají micelární 
pseudofázi a vodné fázi základního elektrolytu. Kapa­
citní faktor tedy může nabývat hodnot od nuly do ne-
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konečná. Nulová hodnota přísluší neutrálnímu analytu, 
který s micelární pseudofází neinteraguje, zatímco hod­
nota kapacitního faktoru nekonečno vyjadřuje 
skutečnost, že neutrální analyt je přítomen prakticky 
pouze v micelární pseudofázi. Retenční čas t0 látek 
s nulovým kapacitním faktorem je potom

, _ L
'o - 'eo u v

“eo ь

zatímco retenční čas látky s kapacitním faktorem ne­
konečno je

L
<u«o*um^E

přičemž v obou případech je L efektivní délkou ka­
piláry (délka od dávkovacího konce к detektoru), ue0 
je elektroosmotická pohyblivost a umc je pohyblivost 
micel.

Retenční čas neutrální látky, která se distribuuje me­
zi obě fáze, je potom dán jako

1+Г
,R” \*WWk'tQ

Nadávkováním hydrofilního EOF markéru, který ne­
bude interagovat s micelou spolu s markérem, který 
bude totálně retardován, je tedy možné experimentálně 
zjistit časové okno (viz obr. 6), ve kterém se eluují 
neutrální látky.

Rozlišení v MEKC je definováno vztahem

kde symbol a je tzv. separační faktor daný poměrem 
kapacitních faktorů obou separandů. MEKC byla vy­
vinuta pro stanovení neutrálních látek kapilární elektro- 
forézou. Pro iontové částice přináší MEKC další sepa­
rační rozměr. Částice, které se pohybují samy

časové okno pro separaci 
neutrálních látek

I----------------------------------------- 1

EOF solut micely

*R *mc

6. Schéma časového okna na elektroforegramu pro migraci neutrál­
ních látek v MEKC. Převzato z literatury (Heiger, 1992) - Diagram 
of time blank in electrophoregram for migration of neutral sub­
stances in MEKC. Taken over from literary sources (Heiger, 1992)

v elektrickém poli, se mohou navíc ještě distribuovat 
mezi roztok základního elektrolytu a micely, čímž 
může být v řadě případů řešena separace látek, které se 
pouhou zónovou elektroforézou neseparují. Pokud tedy 
např. v MEKC s elektroosmotickým tokem ke katodě 
migrují i ionogenní látky, pak kationty mají migrační 
časy menší než t0 jako v klasické CZE, zatímco anionty 
s efektivní pohyblivostí menší než je pohyblivost micel 
migrují v separačním okně pro neutrální látky (r0 < tQn 
< tmc\ Anionty s efektivní pohyblivostí větší mají mi­
grační časy větší než tmc.

Kapilární elektrochromatografie (Knox, Grant, 
1987, 1991) (CEC) je módem kapilární elektroforézy, 
který je svým principem nejblíže kapalinové chromato- 
grafii. Separační princip CEC je názorně vysvětlen na 
obr. 7. Jediný rozdíl ve srovnání s kapalinovou chro- 
matografií spočívá ve způsobu, jakým se přes kolonu 
nechává protékat mobilní fáze. Zatímco v kapalinové 
chromatografii způsobuje tok mobilní fáze tlakový rozdíl 
(vyvolaný většinou chromatografickou pumpou), u ka­
pilární elektrochromatografie je tok mobilní fáze vyvolán 
aplikací vysokého napětí na kapiláru a je tedy totožný 
s elektroosmotickým tokem. Separace látek je dána je­
jich rozdílnou distribucí mezi stacionární fází, kterou je 
naplněna kapilára, a fází mobilní. Elektrochromatografie 
má proti klasické kapalinové chromatografii tu výhodu, 
že elektroosmotický tok mobilní fáze má lineární rych­
lostní profil, což umožňuje dosahovat při separacích 
několikanásobně vyšších účinností. Použitím rozdílných 
náplní kapiláry je možné měnit selektivitu analyzova­
ných látek.

APLIKACE METOD СЕ V ANALÝZE KRMIV

Aplikace CE nacházejí uplatnění především v bioche­
mii, farmacii, v analýze životního prostředí a částečně 
i v analýze potravin. Analýza krmiv ještě donedávna 
nebyla typickou aplikační oblastí CE, nicméně v poslední 
době lze i v této oblasti sledovat nárůst publikací.
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7. Schéma principu separace v kapilární elektrochromatografii. Látky 
se distribuují mezi stacionární fázi (s), kterou je naplněna kapilára, 
a fázi mobilní (m). Převzato z literatury (Blatný, 1996) - Diagram 
of the principle of separation by capillary electrochromatography. 
The substances are distributed between the stationary phase (s) the 
capillary is filled with and the mobile phase (m). Taken over from 
literary sources (Blatný, 1996)
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Krmivém se nazývají látky rostlinného, živočišného 
nebo minerálního původu nebo jejich směsi, které v ob­
vyklých dávkách nepůsobí škodlivě na zdraví hospo­
dářských zvířat ani na kvalitu jejich produktů (maso, 
mléko, vejce apod.). Jsou to např. suroviny, kompletní 
a doplňkové krmné směsi, minerální nebo minerálně- 
-vitaminové směsi, premixy anorganických a organic­
kých látek nebo látek se specifickými biologickými účin­
ky. Z analytického hlediska představuje krmivo komplex­
ní a značně heterogenní matrici, což výrazně komplikuje 
analytické stanovení látek v něm obsažených. Pro pře­
hlednost budou látky stanovené metodami kapilární 
elektroforézy rozděleny do třech hlavních skupin: 
- přirozené látky v krmivech 
- krmivářská aditiva 
- cizorodé látky.

Na tomto místě je nutné připomenout, že citovány 
jsou výhradně práce, které popisují stanovení látek v reál­
né matrici. Separace modelových směsí nejsou v této 
práci zmiňovány.

Stanovení přirozených látek v krmivech

Za přirozenou látku v krmivech lze označit takovou 
látku, která je přirozenou součástí krmivá nebo jeho 
složky a jejíž přítomnost nezpůsobil nahodilý kontakt 
s prostředím, případně záměrné přidání do krmné směsi.

Nutriční látky

Jako látky nutriční lze označit takové látky, jejichž 
obsah v krmivu je žádoucí z hlediska nutriční hodnoty 
krmivá. Kapilární izotachoforéza a kapilární zónová 
elektroforéza jsou metody založené na migraci nabi­
tých částic vlivem vloženého stejnosměrného elektric­
kého pole na kapiláru. Tento separační princip přímo 
předurčuje využití těchto metod pro stanovení kationic- 
kých (K, Na, Ca, Mg) i anionických (chlorid, síran, 
fosforečnan) minerálních látek v extraktech či minera- 
lizátech krmiv. Kapilární izotachoforéza byla použita 
ke stanovení alkálií (K, Na, Ca, Mg) v extraktech rostlin­
ných materiálů. Zelenský et al. (1989) vyřešili separaci 
těchto kationtů použitím polyetylenglykolové pseudo- 
fáze. Obdobný systém byl aplikován i pro stanovení 
těchto kationtů v mineralizátech krmných směsí (Ze- 
lenská et al., 1991). Kapilární izotachoforézou byl vedle 
zmíněných kationtů stanoven i amonný ion v silážích 
(Blatný et al, 1997) a senážích. Kapilární zónovou elek­
troforézou s nepřímou UV detekcí byly stanoveny mine­
rální látky v různých extraktech rostlin a potravin (Yang 
et al., 1995; Harms, Schwedt, 1994).

Stanovení organických kyselin je považováno za hlav­
ní aplikační oblast kapilární izotachoforézy. V analýze 
krmiv je tato metoda spjata zejména s analýzami kyse­
lin v silážích. První publikovanou prací zabývající se tou­
to problematikou byla práce autorů Boček et al. (1978). 
Jimi aplikovaný vedoucí elektrolyt s urotropinem jako

protiiontem se ovšem neukázal jako příliš vhodný pro 
tento účel. Pravděpodobně nejužívanějším elektrolyto- 
vým systémem pro tento účel je systém autorů Stránský 
a Dostál (1986), který umožňuje stanovovat s minimál­
ní předúpravou vzorku siláže jak těkavé mastné kyse­
liny, tak i některé další organické a anorganické kyse­
liny. Lutonská (1990) srovnáním s klasickou destilační 
metodou zjistila výrazně vyšší přesnost kapilární izota­
choforézy pro stanovení kyseliny mléčné, octové a má- 
selné v silážích. Kapilární zónovou elektroforézou byly 
stanoveny kyselina hippurová a orotová v syrovátce 
(Tienstra et al., 1992).

Metodu stanovení dansylderivátů aminokyselin mice- 
lární elektrokinetickou kapilární chromatografií v hyd- 
rolyzátech krmiv a kůží publikovali Michaelsen et al. 
(1994). Některé aminokyseliny se přidávají do krmiv 
za účelem zvýšení jejich nutriční hodnoty. Tyto metody 
budou zmíněny v části věnované stanovení krmivář- 
ských aditiv.

Poměrně významný počet prací je věnován separa­
cím bílkovin kapilární elektroforézou. Bílkoviny syro­
vátky byly separovány ve fosfátovém pufru za nízkého 
pH (2,5) pomocí CZE (Otte et al., 1994), případně jako 
SDS (dodecyl sulfát sodný) komplexy pomocí CGE 
v lineárním polymeru polyetylenglykolu (Cifuentes et 
al., 1993). Byly publikovány i metody separace bílko­
vin syrovátky i kazeinu. Separace byly provedeny ve 
fosfátových (pH 6,0-9,0) (Chen Fu-Tai, Zang Ji-Hong, 
1992) a borátových (pH 10,0) (Chen Fu-Tai, Tusak, 
1994) pufrech. Za nízkého pH v kapilárách s hydrofilně 
upravenou stěnou kapiláry a aditivem (modifikované 
celulózy, PVA - polyvinylalkohol) v základním elektro­
lytu byly separovány mléčné (Jong et al., 1993) i sójo­
vé bílkoviny (Kanning et al, 1993). Ve třech posledně 
citovaných metodách obsahoval základní elektrolyt mo­
čovinu, která zabraňovala tvorbě micel u bílkovin ka­
zeinu a umožňovala tím vzájemnou separaci bílkovin 
kazeinu. Metodu charakterizace sójových bílkovin a je­
jich enzymových hydrolyzátů vyvinuli Wong et al. 
(1994). Metoda byla navržena i pro monitorování prů­
běhu enzymových hydrolýz sójových bílkovin. Kapilární 
elektroforéza byla také použita jako metoda к identifi­
kaci a klasifikaci významných plodin. Byly publikovány 
metody, kdy srovnáním elektroforetických spekter bíl­
kovin gliadinů lze určit odrůdy pšenice. Nierle (1988) 
publikoval izotachoforetickou metodu pro určování od­
růd pšenice. Vzhledem ke špatné reprodukovatelnosti 
dané adsorpcí proteinů na stěnu teflonových kapilár však 
metoda nenašla přílišnou odezvu. Werner et al. (1994) 
použili pro separaci gliadinů jejich SDS komplexy, kte­
ré separovali v laktátovém pufru (pH 2,3) v matrici li­
neárního polymeru. Lookhart a Bean (1995) použili pro 
identifikaci odrůd pšenice separaci gliadinů ve fosfáto­
vém pufru s blíže nespecifikovaným aditivem. Metodu 
pro identifikaci odrůd Phaseolus vulgaris publikovali 
Dinelli a Bonetti (1992).

Kapilární elektroforéze sacharidů byla věnována po­
měrně velká pozornost. Drtivá většina publikovaných 
prací (Oefner et al., 1994) se ovšem věnuje spíše sepa-

282 CZECH J. ANIM. SCI.. 44, 1999: 277-288



račím modelových směsí, derivatizacím za účelem vne­
sení náboje, chromoforu nebo fluoroforu do molekuly 
sacharidů, případně aplikací amperometrické detekce 
(Colon et al, 1993). Stanovení sacharidů kapilární elek- 
troforézou totiž naráží na několik závažných problémů, 
z nichž asi nejzásadnější je velmi nízká koncentrační 
citlivost ve srovnání s kapalinovou chromatografií. Nic­
méně v případě komerční dostupnosti aparatur s ampe- 
rometrickou detekcí lze očekávat i nárůst praktických 
aplikací. Metodu stanovení oligosacharidů v extraktech 
luštěnin vyvinula Soerensenova skupina (Arentoft et 
al., 1993). Brewster a Fishman (1995) publikovali ka­
pilárně elektroforetickou metodu stanovení škrobů jako 
komplexů s jodem a navrhli tuto metodu к charakterizaci 
rostlinných škrobů.

Stanovení lipidů není právě typickou oblastí aplika­
ce kapilární elektroforézy. V práci autorů Ingvardsen et 
al. (1994) jsou stanoveny fosfolipidy v sójových bo­
bech a semenech řepky.

Stejně jako v předešlém případě, i u separací vita­
minů kapilární elektroforézou se Nishi et al. (1989) 
a Jegle (1993) zabývali spíše modelovými separacemi 
než jejich stanovením v reálných vzorcích. Celková L-as- 
korbová kyselina v zelenině (Thompson, Trenerry, 1995) 
byla stanovena micelární elektrokinetickou kapilární 
chromatografií. Estery cholinu s aromatickými kyseli­
nami byly stanoveny v semenech (Bjergegaard et al., 
1993) rostlin Hesperis matronalis a Sinapis alba mice­
lární elektrokinetickou kapilární chromatografií.

Antinutriční látky

Antinutričními látkami rozumíme složky krmivá, které 
jsou z hlediska výživy nežádoucí. Tyto látky mohou 
být samy o sobě toxické, případně svojí přítomností 
snižují využití nutričních látek v krmivech obsažených. 
Byly publikovány izotachoforetické metody stanovení 
šťavelové kyseliny v zelenině (Kikunaga, Takahashi, 
1985) a fytové kyseliny v cereáliích (Kikunaga et al., 
1985) a krmivech (Blatný et al, 1995). Posledně jmeno­
vaná práce umožňuje na rozdíl od předchozí separovat 
fytovou (myo-inositol hexafosforečnou) kyselinu od ky­
seliny myo-inositol pentafosforečné.

Stanovení glukosinolátů tvoří poměrně rozsáhlou sku­
pinu aplikací kapilární elektroforézy. První práci publiko­
val Klein (1981), který kapilární izotachoforézou stanovil 
glukosinoláty sinalbin a sinigrin v semenech Sinapis 
alba, Brassica juncea a Brassica nigra. Studiem glukosi­
nolátů se systematicky zabývala skupina prof. Soerense- 
na. Výsledkem tohoto výzkumu byly publikace týkající 
se optimalizací separačních podmínek micelární elektro- 
kinetické kapilární Chromatografie pro stanovení glukosi­
nolátů v reálných vzorcích (Michaelsen et al., 1992; 
Feldl et al., 1994) i práce popisující absorpci a degra­
daci glukosinolátů v zažívacím traktu hlodavců, zjišťo­
vanou pomocí HPLC a HPCE (Michaelsen et al., 1994).

Micelární elektrokinetickou kapilární chromatografií 
byly stanoveny Kunitzův inhibitor trypsinu a Bowma- 
nův-Birkův inhibitor trypsinu a chymotrypsinu v sóji.

Metoda autorů Arentoft et al. (1993) umožňuje i stu­
dium komplexů proteáz s inhibitory.

V literatuře je možné nalézt poměrně významné množ­
ství kapilárně elektroforetických metod stanovení fla- 
vonoidních látek. Tyto látky jsou zde zařazeny mezi 
antinutričními látkami v důsledku své schopnosti inhi- 
bovat některé enzymy, případně vazbou na bílkoviny 
střevní stěny zhoršovat podmínky pro vstřebávání živin 
(Kalač, Mika, 1988). Nicméně u této skupiny látek ne­
lze provést jejich jednoznačné zařazení mezi antinutrič­
ní látky, neboť existují i jejich prokazatelně pozitivní 
funkce. Jsou přirozenými antioxidanty a jejich vliv na 
pružnost a permeabilitu krevních kapilár opodstatňuje 
i jejich zařazení mezi vitaminy (Davídek et al., 1983). 
Kapilární izotachoforéza (Seitz et al., 1991) a kapilární 
zónová elektroforéza (Seitz et al., 1992) byly použity 
pro stanovení některých flavonoidů a fenolických kar- 
boxylových kyselin v metanolických extraktech rostli­
ny Sambuciflos. Záměrem těchto metod bylo stanovit 
tyto fenolické látky spíše s ohledem na využití ve far­
maceutickém průmyslu. McGhie (1993) vypracoval me­
todu stanovení flavonoidů v cukrové třtině kapilární 
zónovou elektroforézou. Bjergegaard et al. (1993) publi­
kovali metodu (MEKC) souběžného stanovení volných 
i glykosidicky vázaných derivátů flavonolu v extrak­
tech vegetativních částí rostlin. Tito autoři publikovali 
i stanovení fenolických karboxylových kyselin micelár­
ní elektrokinetickou kapilární chromatografií v různých 
rostlinných materiálech (Bjergegaard et al., 1992). Pi- 
etta et al. (1993) srovnávali HPLC a MEKC metodu 
stanovení glykosidů flavonolů v listech a květech lípy.

V rostlinách se vyskytují látky, které po přijetí do 
těla zvířete mohou vykazovat účinky podobné někte­
rým pohlavním hormonům (Kalač, Mika, 1988). Pomocí 
kapilární zónové elektroforézy byly stanoveny některé 
izoflavony a kumestrol (Shihabi et al., 1994) v rostlin­
ných extraktech. Izotachoforetickou metodu stanovení 
glykoalkaloidů brambor vypracovali Kvasnička et al. 
(1994). Metoda byla srovnána s HPLC.

Stanovení nebílkovinné aminokyseliny 3-(N-oxalyl)- 
-L-2,3diaminopropionové v semenech hrachoru (Lat­
hy rus sativus) kapilární zónovou elektroforézou publi­
kovali Arentoft a Greirson (1995). Metoda umožňuje roz­
lišit neurotoxický a-izomer od netoxického ß-izomeru.

Kapilární izotachoforézou byly stanoveny některé bio­
genní aminy v siláži a v rybí a masokostní moučce 
(Kaňovská, 1991). Kapilární izotachoforéza byla po­
užita i pro stanovení histaminu (Rubach et al., 1981; 
Voldřich et al., 1988) v rybách a v některých výrob­
cích z ryb.

Stanovení krmivářských aditiv

Krmivá jsou obohacována celou řadou specificky 
účinných látek, které ovlivňují užitkovost zvířat, využití 
krmiv, kvalitu živočišných produktů a celkovou odol­
nost zvířat. Mezi účinné látky řadíme stopové prvky, 
esenciální aminokyseliny, vitaminy a antivitaminy, an-
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tioxidanty, emulgátory, enzymové přípravky, zchutňu- 
jící látky, syntetické stimulatory růstu, hormonální pří­
pravky, žloutková barviva, antibiotika, antikokcidika, 
trankvilizační látky a probiotika.

Izotachoforetickou metodu stanovení metioninu v do­
plňcích biofaktorů, minerálních a vitaminových kon­
centrátech a krmných směsích vyvinuli Kvasnička et al. 
(1990). Tito autoři publikovali i metodu stanoveni volné­
ho a vázaného lyzinu v krmných směsích (Kvasnička et 
al., 1986). Metodiku pro stanovení lyzinu v koncentrátu 
vypracovali Madajová et al. (1985). Izotachoforetickou 
metodu stanovení 2-hydroxy-4-(methylthio)-butanové 
kyseliny v krmivech pro drůbež vyvinuli Vinjamoori 
a Schisla (1986). Křivánková a Boček (1985) publiko­
vali metodu stanovení antikokcidika amprolia v krm­
ných směsích pomocí kapilární izotachoforézy a Kři­
vánková et al. (1991) metodu stanovení antikokcidika 
halofuginonu kombinací kapilární izotachoforézy a ka­
pilární zónové elektroforézy. Stránský (1988) vyvinul 
izotachoforetickou metodu stanovení esenciálních slo­
žek cholinu, lyzinu, antioxidantu kurasanu v doplňcích 
biofaktorů. Metodou lze semikvantitativě stanovit i vi­
taminy В [ a B6.

Dvojdimenzionální izotachoforézou byly stanoveny 
některé kyseliny, používané jako ochucovadla v krmivářs- 
kých aditivech (Blatný et al., 1996). Metoda umožňuje 
souběžné stanovení kyselin jablečné, fosforečné, mra­
venčí, citrónové, mléčné, vinné, fumarové a benzoové.

Stanovení cizorodých látek

Pod pojmem cizorodé látky se rozumí nežádoucí slož­
ky krmivá, které se do něho dostaly během jeho výro­
by, např. kontaktem krmivá nebo krmivářské suroviny 
se znečištěným prostředím.

Pomocí CITP byl stanoven fluorid v krmných smě­
sích (Blatný, Kvasnička, 1994). Dále byla publikována 
metoda stanovení dusičnanů (Karovičová et al., 1990), 
případně dusičnanů i dusitanů v zelenině kapilární izo­
tachoforézou (Kiralyová et al., 1992) a kapilární zóno­
vou elektroforézou s nepřímou UV detekcí (Jimidar et 
al., 1995).

Kapilárně izotachoforetickou metodu stanovení ka- 
tionických herbicidů ve vodě publikoval Stránský (1985). 
Kapilární zónovou elektroforézou byly stanoveny rezi­
dua herbicidů paraquat a diquat v bramborách (Wig­
field et al., 1993). Zatímco v posledně jmenované práci 
bylo nutné vzorek zakoncentrovat a přečistit extrakcí 
tuhou fází, pro stanovení těchto herbicidů ve vodě (Ka- 
niansky et al, 1994) byla použita kapilární zónová elektro- 
foréza, kde jako předkoncentrační techniky byla použi­
to kapilární izotachoforézy. Izotachoforetickou metodu 
stanovení některých triazinových herbicidů v mléku 
publikovali Křivánková et al. (1989). Kapilární zónová 
elektroforéza byla aplikována pro stanovení herbicidů 
metsulfuronu a chlorsulfuronu v pitné vodě (Dinelli et 
al., 1993). Kapilární izotachoforéza umožňuje pouze 
separace ionogenních látek. Pro stanovení neionogen-

ních pyrethroidních insekticidů byly vyvinuty metody 
založené na izotachoforetických analýzách jejich iono­
genních hydrolytických produktů (Dombek, 1991; 
Dombek, Stránský, 1991).

Maragos (1995) vyvinul metodu stanovení mykoto- 
xinu fumonizinu B| kapilární zónovou elektroforézou. 
Pro detekci ultrastopových množství mykotoxinu deri- 
vatizovaného fluoresceinisothiokyanátem byla použita 
instrumentace s laserem indukovaným fluorescenčním 
detektorem. Jako krmivo se používá i odpadní produkt 
při výrobě cukru - melasa. Izotachoforetickou metodu 
stanovení organických kyselin, které jsou produktem 
mikrobiální činnosti v melase a cukerných šťávách, vy­
pracovali Kvasnička et al. (1993). Pro stanovení reziduí 
chloramfenikolu v mléce byla vyvinuta metoda imu- 
nofluorescenční kapilární elektroforézy s laserem indu­
kovanou fluorescenční detekcí (Biais et al., 1994).

Stanovení iontů ve vodách je poměrně širokou apli­
kační oblastí metod kapilární elektroforézy. Na tomto 
místě budou citovány nejen práce zabývající se stanove­
ním prokazatelně škodlivých kationtů a aniontů v pit­
ných vodách, ale i metody stanovení aniontů a kationtů, 
které jsou obecně v potravinách a krmivech považová­
ny za nutriční. Jejich zařazení mezi cizorodé látky je 
zvoleno spíše z toho důvodu, že obsah těchto iontů v pit­
ných vodách je limitován normami a navíc řada metod 
je vypracována pro souběžná stanovení několika iontů, 
které z hlediska výživy mají rozdílné zařazení. Pro sta­
novení těžkých kovů ve vodách byla publikována izota- 
choforetická metoda (Everaerts et al., 1985), umožňu­
jící stanovit vedle sebe několik těžkých kovů. Vzorek 
je před analýzou zakoncentrován extrakcí na tuhou fá­
zi. Stopová množství železa ve vodě byla stanovena 
kombinací CITP-CZE (Blatný etal., 1997) s UV detek­
cí při 254 nm. V práci bylo využito kineticky stabilního 
komplexu železa (III) s EDTA. Pro stanovení stopo­
vých koncentrací chromanu ve vodách byla vyvinuta 
izotachoforetická metoda (Zelenský et al., 1987). Pro 
detekci izotachoforeticky zakoncentrovaného chroma­
nu bylo použito poměrně selektivní spektrofotometric- 
ké detekce při 405 nm. Obdobný přístup byl zvolen 
i pro stanovení nitrofenolů v pitné vodě kapilární izo­
tachoforézou (Kaniansky et al, 1987).

Pro stanovení nižších mastných kyselin (C4 až Cjq) 
v pitné vodě (Hutta et al., 1989) byla vypracována me­
toda kapilární izotachoforézy. Mastné kyseliny z pitné 
vody byly zakoncentrovány na tuhou fázi a analyzová­
ny v prostředí voda-metanol. Pro stanovení aniontů ve 
vodách byla vyvinuta metoda kapilární izotachoforézy 
(Zelenský et al., 1984), využívající analyzátor v konfi­
guraci spojených kolon a umožňující stanovit v předse- 
parační kapiláře makrosložky (chlorid, síran, dusičnan) 
a v analytické kapiláře mikrosložky (dusitan, fluorid, 
fosforečnan). Kapilární izotachoforéza je na Slovensku 
normovanou metodou pro stanovení aniontů a kationtů 
v pitných a povrchových vodách. Metody kapilární izo­
tachoforézy pro stanovení aniontů jsou většinou zalo­
ženy na chloridu jako vedoucím aniontů. To ovšem 
znamená, že pro stanovení koncentrace chloridu ve vo-
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dě není tento systém příliš vhodný. Boček et al. (1977) 
publikovali metodu, ve které je jako vedoucí elektrolyt 
navržen dusičnan kademnatý. Při použití tohoto vedou­
cího elektrolytu je efektivní pohyblivost chloridu nižší 
než efektivní pohyblivost dusičnanu, a systém je tedy 
vhodný pro stanovení chloridu, síranu i fluoridu ve vo­
dě. Pro souběžné stanovení chloridu, dusičnanu a síra­
nu ve vodě navrhli Vacík a Muselasová (1985) vedoucí 
elektrolyt na bázi hydroxidu vápenatého. V práci je na­
vržen i elektrolytový systém pro stanovení kationtů ve 
vodách. Anorganické anionty ve vodě byly stanoveny 
i kapilární zónovou elektroforézou (Gebauer et al., 1983) 
v přístroji pro kapilární izotachoforézu s potenciálově 
gradientovou detekcí. Kaniansky et al. (1994) publikovali 
metodu stanovení aniontů ve vodách pomocí kombinace 
kapilární izotachoforézy a kapilární zónové elektrofo- 
rézy. V izotachoforetickém kroku jsou stanoveny makro- 
komponenty (chlorid, dusičnan, síran), zatímco ve dru­
hém stupni - kapilární zónové elektroforéze - jsou 
stanoveny mikrosložky vzorku (dusitan, fluorid, fosfo­
rečnan). Práce sama o sobě nemá jen praktický aplikač­
ní význam, ale ukazuje i možnost použití vodivostní 
detekce pro stanovení složek s relativně velkou efektivní 
pohyblivostí v prostředí základního elektrolytu s velmi 
nízkou efektivní pohyblivostí. Právě spojením СГГР-CZE 
lze dosáhnout v těchto případech detekčních limitů mik- 
rosložek řádu desetin p.g.1-1 i za přítomnosti makroslo- 
žek v koncentracích o pět až šest řádů vyšších. Byla 
publikována i metoda stanovení aniontů ve vodách ka­
pilární zónovou elektroforézou s nepřímou UV detekcí 
(Li, Li, 1994). Pro stanovení alkalických kovů a kovů 
alkalických zemin ve vodách byly publikovány jak izota- 
choforetické metody (Valáškové et al., 1988; Kaniansky 
et al., 1990), tak i metody kapilární zónové elektrofo- 
rézy (Morin et al., 1994; Šimuničová et al., 1994). Je­
likož alkalické kovy a kovy alkalických zemin nemají 
chromofor, je nutné v metodách založených na kapilár­
ní zónové elektroforéze použít nepřímou UV detekci.

Studium homogenity krmných směsí

Kapilární elektroforéza byla aplikována i pro studium 
homogenity krmných směsí. V tomto případě se prová­
dí studium distribuce složky (většinou látky, která se 
do krmivá přidává) v celém souboru krmné směsi. Ho­
mogenita krmné směsi tak byla studována pomocí izo- 
tachoforetických stanovení specificky účinných látek 
(Lohninský, Prášil, 1990) lyzinu, metioninu a cholinu.
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