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UTJECAJ IMUNOSTIMULANSA NATRAMUNE™ NA PERFORMANSE RASTA
KLENA (Squalius cephalus L.)

LUKA MRVICIC
SAZETAK

Cilj rada bio je utvrditi utjecaj imunostimulansa na performanse rasta klena (Squalius
cephalus Linnaeus, 1758). Riba je hranjena granuliranom hranidbenom smjesom (28,7% SP)
kojoj je prethodno suplementiran imunostimulans Natramune u koncentracijama od 1% (D1),
3% (D3) 1 5% (DS5). Hranidbeni pokus je izvrSen u recirkulacijskom sustavu kretanja vode u
trajanju od 43 dana Najvisi prirast mase (WG) i specificnog prirasta mase (SGR) utvrden je
kod skupine riba hranjene smjesom D5. Takoder, hranidba D5 rezultirala je najboljom
konverzijom hrane te najviSim faktorom kondicije (CF) kod riba. Unato¢ niskim
vrijednostima proizvodnih parametara indicirane su razlike izmedu koncentracija
imunostimulansa tretiranih riba.
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PERFORMANSE IN CHUB (Squalius cephalus L.)
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ABSTRACT

The aim the present study was to determine of the effect of immunostimulans on chub
(Squalius cephalus Linnaeus, 1758) growth performance. Fish was fed with a mixture of the
granulated food that was supplemented with Natramune immunostimulans at concentrations
of 1% (D1), 3% (D3) and 5% (D5). Feeding experiment was conducted in a recirculation
system for a period of 43 days. The results of the research indicated the highest weight gain
(WG) and the specific weight gain (SGR) in the feeding group D5. Also, feeding group D5
resulted in the best feed conversion and highest condition factor (CF) in fish. Despite the low
values of production parameters difference between the concentrations of immune stimulant-
treated fish are indicated.
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1. Uvod

Kako uzgojiti ribu, simulirajuci prirodne uvjete okolisa te odrzati njeno zdravstveno stanje i
povecati kvalitetu mesa bez Stetnih utjecaja na okolinu i samog konzumenta jedno je od
istrazivackih prioriteta u akvakulturi.

Uvijeti u komercijalnoj akvakulturi ¢esto ukljucuju stanja visokoga stresa, primjerice
visoke gusto¢e nasada, manipulativne radnje (sortiranje), poremecaje u Zzivotnoj sredini
(akumulacija otpada, proliferacija flore i faune, razine kisika, temperatura), izloZenost suncu
oblik prevencije 1 zaStite u komercijalnoj akvakulturi je uporaba antibiotika. Medutim,
antibiotici mogu izazvati bioakumulaciju u ribljem tkivu, opadanje imunosnog sustava,
stvaranje otpornijih sojeva bakterija i unistavanje ambijentalne mikroflore (Ozliier-Hunt i sur.,
2011). Iz tog razloga istrazivanja se usmjeravaju prema pronalasku alternativnih nacina
obrane imunoloskog sustava uzgajanih organizama (poput probiotika), koji u konaénici imaju
utjecaj na pravilan rast.

Biologija riba svake pojedine vrste specificno utje¢e na konacni rezultat istrazivanja

uvjetovan kvalitetnom i uravnotezenom prehranom/hranidbom.

1.1. Biologija i ekologija klena

Naziv roda Squalius dolazi od latinske rije¢i squaleo, squalidus, $to bi u prijevodu znagilo ,,
grubom kozom®. Klen, Squalius cephalus (Linnaeus, 1758), koStunjava je riba smjestena u
razred zrakoperki (Actinopterygii), red Saranki (Cypriniformes), pvarijaborodicu Saranki
(Cyprinidae), te rod Squalius. Sistematika rodova Squalius i Leuciscus nije u potpunosti
rijeSena (Slika 1).

Zbog vrlo slicne morfologije kod nekoliko vrsta klena juzne Europe autori su ih
proteklih godina identificirali svojstvom Siroke rasprostranjenosti (Kottelat i Freyhof, 2007).
Mnoge vrste koje su prvotno bile uvrStene u rod Leuciscus, sada taksonomski pripadaju
rodovima Squalius, Telestes i Petroleuciscus (Kottelat i Freyhof, 2007). Naseljava slivove
Sjevernog, Baltickog, sjevernog Crnog, Bijelog, Barentsovog i Kaspijskog mora, atlantski
slijev do rijeke Adour (Francuska), Veliku Britaniju do 56 °N, juznu Finsku, Svedsku do
Stockholma, mediteranski slijev izmedu rijeka Var 1 Herauld (Kottelat i Freyhof, 2007).



Slika 1. Klen (Squalius cephalus) (Foto: Mrvici¢ 2015)

Za razliku od ostalih pripadnika roda Squalius kao $to su; ilirski klen (sg. lllyricus),
makal (sg. Microlepis), svali¢ (sq. Svallize), sitnoljuskavi klen (sq. Tenellus) i zrmanjski klen
(sg. Zrmanjae) koji pripadaju vrstama jadranskog slijeva, klen Squalius cephalus, prirodno je
odsutan iz Italije i rijeka jadranskog slijeva. ZabiljeZen je 1 u Irskoj, gdje se smatra alohtonom
vrstom (Caffrey i sur., 2008). Najc¢esce ga se moze pronaci u rije¢icama te velikim potocima u
zoni mrene gdje se voda odlikuje s brzacima i sporo teku¢im dubljim bazenima. Naseljava i
umjereno brzo tekuée do sporo tekuce dijelove velikih nizinskih rijeka gdje ¢esto doseze svoj
maksimum u pogledu veli¢ine. ZabiljeZen je i1 u planinskim potocima i velikim jezerima iz
kojih za vrijeme mrijesta migrira u obliznje pritoke (Kottelat i Freyhof, 2007), te u bocatoj
vodi (Muus i Dahlstrom, 1999).

Tijelo je prekriveno krupnim ljuskama na kojima, osim reda tamnih rubova, nema ili
ima vrlo malo pigmenta (Kottelat i Freyhof, 2007). Zbog vretenastog oblika tijela izuzetno je
dobar pliva¢. Ovisno o boji dna i tipu vode u kojoj se nalazi, boja na ledima se proteze od
tamno smede do tamnozelene sa srebrnastim bokovima i bijelim trbuhom. Prsne peraje su
svijetlo do tamno narancaste boje, a trbusne 1 podrepna peraja crvenkasti. Moze posti¢i duzinu
preko 60 cm (Kottelat i Freyhof, 2007), dok je maksimalna zabiljeZena masa 8 kg (Spillman,
1961).



Spolna zrelost kod muzjaka nastupa ranije, za razliku od Zenki, tako da se muzjaci prvi
puta mrijeste s 2-4 godine, dok zenke kasnije s 4-6 godina. Ikra je ljepljiva posto zenke odlazu
ikru na kamenje u brzo tekucoj vodi. Ovisno o temperaturi vode, koja kod klena mora biti
nesto malo iznad 14 °C (Kottelat i Freyhof, 2007), mrijesti se u nekoliko serija (do 3 puta), od
svibnja do kolovoza (Nunn i sur., 2002).

Ishrana klena vrlo je raznolika te ovisno o dobnoj kategoriji, godiSnjem dobu, te
biotopu koji naseljava, moze se sastojati od razliitih razvojnih stadija akvati¢nih i terestri¢nih
kukaca, rakova, mekusaca, riba, biljnog materijala i detritusa (Kottelat i Freyhof, 2007). Klen
je, zbog svojih oportunistickih hranidbenih navika, velike adaptivne mo¢i u pogledu promjene
zivotne sredine te borbenosti, vrlo popularna riblja vrsta medu sportskim ribolovcima, no

zasada nema osobitu ekonomsku vrijednost u akvakulturi.

1.2. Recirkulacijski akvakulturni sustav (RAS)

Evolucijom moderne akvakulture intenzivnog uzgoja riba potaknuta su razmisSljanja kako
optimizirati potrosnju vode ili, jo§ vaznije, kako je oplemeniti te iskoristiti. Navedena pitanja
povlace i1 nova, primjerice: kako smanjiti uzgojnu povrsinu, a da se ne smanjuje koli¢ina
proizvoda. Zbog ograni¢enja u kvantiteti i kvaliteti vode, ogranicenih povrSina za uzgoj te
pitanja oneciséenja okolisa, pocetkom 80-ih godina 20. stoljeca razvija se ideja recirkulacijske
tehnologije za uzgoj akvati¢nih organizama. Svrha recirkulacijskih akvakulturnih sustava je
uspostava kontrole nad svim vaznim ekoloskim ¢imbenicima uzgajanih vrsta, primarno uz
smanjenje potrosnje vode, uzgojne povrsine te stresa (Ozliier-Hunt, 2011). Stres je jedan od
vaznijih kategorija u komercijalnom uzgoju, pa tako i recirkulacijskom sustavu uzgoja ribe.
Njegov utjecaj na organizam se ne moze izbjeci, ve¢ samo smanyjiti, tj. kontrolirati (Martins i
sur., 2010).

Suvremena tehnologija zahtijeva standardizaciju i nezaobilazna je u uzgoju li¢inackih
stadija i mladih kategorija morskih riba u mrijestilistima. Danas se recirkulacijskom
tehnologijom uzgaja nekoliko vrsta slatkovodnih i morskih riba, primjerice africki som,
jegulja, pastrva, losos, romb, lubin, list (Martins i sur., 2010). RAS tehnologija podrazumijeva
sustav protoka u kojem se voda iznova koristi nakon niza predtretmana i filtracijskih
postupaka, sterilizacije, zagrijavanja, te oksigenacije. Tipi¢an scenarij postupaka obrade vode

U RAS-u ukljucuje: dekantaciju, tj. taloZenje i odstranjivanje krutog otpada (Cestice >200
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um); mehanicka filtracija, kojom se odstranjuju fine frakcije suspendirajucih Cestica (<100
um); bioloska filtracija, kojom se pomocéu bakterijskih sojeva (Nitrosomonas, Nitrobacter)
toksi¢éni spojevi (amonijak NHj3) nastali oksidacijom produkata metabolizma i nepojedene
hrane prevode u manje toksicne (nitriti) do potpuno neskodljive spojeve (nitrati); sterilizacija
uz pomo¢ UV syjetla ili ozona; termoregulacija; nadomjesStanje izgubljenog kisika aeracijom

(Timmons i Ebeling, 2010).

1.3. Imunostimulansi

Danas se u akvakulturi koriste antibiotici u svrhu lijeCenja raznih bolesti riba. Sluze za jacanje
imunoloskog sustava i povecanje prirasta. No, upotreba antibiotika je ogranicena u mnogim
zemljama zbog otpornosti koje stvaraju kod bakterija i rezidua koji mogu biti
koncentrirani/prisutni u vodenim organizmima te na taj nacin njima oneciS¢uju vodenu
sredinu (Citarasu, 2010). Iz tog razloga istraziva¢i pokusavaju pronaci alternativma rjeSenja,
kao zamjenu upotrebe antibiotika u akvakulturi kako bi se njihovi negativni utjecaji na

cjelokupni organizam smanyjili ili po moguénosti potpuno uklonili.

Bricknell i Dalmo (2005) definirali su imunostimulans kao: “... prirodan spoj koji
modulira imunosni sustav domacina tako §to mu povecava otpornost protiv bolesti koje su u
vedini slucajeva uzrokovani patogenima”. Neki od ucinkovitih imunostimulansa testiranih na
ribama ukljucuju: sinteticke kemijske agense, bakterijske komponente, polisaharidne
ekstrakte iz bakterija, gljiva (ili kvasaca), biljaka i Zivotinja, vitamine, laktoferin, citokine,
prebiotike i probiotike (Chen i Ainsworth, 1992; Sakai i sur., 1993; Siwicki i sur., 1994; Sakai
1999: Wu i sur., 2007; Zhou i sur., 2010; Ozliler-Hunt i sur., 2011; Cui i sur., 2012; Zahran i
sur., 2014). Navedene komponente pokazale su se ucinkovite u poboljSanju zdravlja,
performansama rasta i imunoloSkom stanju riba. Pozitivni imunomodulirajuéi efekti
zabiljezeni su na molekularnoj i stani¢noj razini, ukljucujuci aktivaciju makrofaga, poveéanu
fagocitozu od strane neutrofila 1 monocita, stimulaciju citotoksi¢nith T limfocita, lizosoma 1
protutijela (Sakai, 1999). Uporaba imunostimulansa u hranidbi riba moze poboljsati njenu
otpornost prema patogenima tijekom perioda visokog stresa, kao na primjer Klasiranje

(sortiranje), prebacivanje u more i vakcinacije (Bricknell i Dalmo, 2005).
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2. Hipoteza, op¢i i specifi¢ni ciljevi rada

Hipoteza istrazivanja je da ¢e se dodavanjem visih koncentracija imunostimulansa
putem hrane dobiti bolji rezultati kod performansa rasta klena. Dobiveni podaci istrazivanja
imali bi znacaj u daljnjem napretku akvakulture primjenom imunomoduliraju¢ih komponenti
u hranidbi riba istrazivanjem sli¢nih prirodnih izvora. Cilj rada je utvrditi utjecaj razli¢itih

koncentracija imunostimulansa na performanse rasta klena.

3. Materijali i metode

3.1. Riba i pokusni uvjeti

Tijekom sijecnja 2014. obavljeno je uzorkovanje klena na potoku KustoSak kod
ZagrebaCke avenije u Zagrebu. Kako bi se utvrdila lokacija ribe na poziciji, koristen je
ribolovni Stap (direkta§ 3 m, najlon 0,12 mm, plovak — ,kruSka*“ 3 g, udica Gamakatsu
Specialist Al vel. 4, olovna sama 1 mamac crv - ,Skot“), a izlov je obavljen
kruzakom/podiza¢em (Cetverokutna mreza 1x1 m), radi smanjenja stresa i ozljede riba nastale
udicom. Nakon izlova, 120 riba je prebacena u plastiénu bac¢vu (150 L) koja je sluzila za
transport do laboratorija. Opskrbu riba s kisikom u bacvi osiguravao je Tetra APS aerator i
tablete “Oxitab®. (Slika 2.)

Slika 2. Materijali za provedbu pokusnog izlova (Foto: Mrvici¢ 2014)
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Zbog uvjeta pokusne sredine koji nisu omoguc¢avali dovoljno dnevne svjetlosti, koristena je
umjetna rasvjeta u omjeru 11:13 (svjetlo:mrak). Vodovodna voda se kondicionirala s
preparatom Tetra Pond AquaSafe.

Adaptacija ribe u laboratorijskim uvjetima trajala je 32 dana, pri ¢emu je provedena
prilagodba na granuliranu hranidbenu smjesu koja se u pokusu koristila kao kontrola (K) i
temperaturu (prosjek 21.6 °C) vode. Sto dvadeset klenova, inicijalne prosjecne tezine od 7.4
g, izmjereni su prema kategoriji veli¢ine i nasumi¢no rasporedeni u dvanaest odvojenih 115 L
kvadrati¢nih staklenih akvarija (Slika 4) (deset riba po akvariju) priklju¢enih u djelomiéni

recirkulacijski sustav (10% dnevne zamjene vode)

Slika 3. Akvarij koriSten u istrazivanju (Autor ilustracije: Marin Kraljev) (AutoDesk, Inc.,
2009)

Razinu otopljenog kisika odrzavali su aeratori (zratne pumpe) Tetra APS 400 (230 V)
i Eheim Typ 3704 010. Zatim, stalni protok vode (2.5 L min -1) u akvarijima osiguravale su
pumpe za vodu New-Jet 400 (220-240 V-50 Hz 7W). Bioloska filtracija unutar sustava vrsila
se u posebnoj pregradi unutar akvarija veli¢ine 10 x 18 cm koja je imitirala unutarnji biofilter.

Na vrhu pregade nalazila su se sinteticka vlakna i pamucna vata koje su sluzile za mehanicku
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filtraciju i odstranjivanje krupnijih Cestica. Za biolosku filtraciju sluzila su tri sloja akvarijskih
biospuzvi, izmedu kojih se nalazio sloj poroznih keramickih cilindara velike dodirne povrSine.
(Slika 3). Nadalje, za aktivaciju biofiltera, odnosno nastanak dusi¢nih bakterija upotrebljena
je hrana u fazi pipreme pokusa. Kvaliteta vode (O, pH, oksidoredukcijski potencijal,
provodljivost, temperatura) se provjeravala svakih tri dana pomocu uredaja Hanna
Instruments EDGE. Jednom tjedno izvrSena je analiticka kemija vode uz pomoc¢
spektrofotometra HI 83200 kako bi se dobio uvid u alkalinitet, koli¢inu amonijaka, nitrita,

nitrata, uglji¢nog dioksida i fosfata.

Slika 4. Dio eksperimentalnog recirkulacijskog sustava koristenog u istrazivanju (Autor
ilustracije: Marin Kraljev) (AutoDesk, Inc., 2009)
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3.2. Hranidbeni pokus

Za hranidbeni pokuskori§ten je imunostimulans Natramune™™; pradkasta mjeavina
hemiceluloze (kompleks polisaharida arabinoksilana i arabinogalaktana) i masnih kiselina
dobivenih od biljaka iz porodica Poaceae i Dioscoreaceae, te nekih gljiva. Takoder sadrzi
aminokiseline, oligosaharide, glikoproteine i polifenole (Natramune™ ).

Hranidbena smjesa (K) koriStena u istrazivanju prilagodena je uzgoju somovskih vrsta
s kemijskim sastavom (g/kg): (SP 282,5; SM 45,0; SV 36; Pepeo 77; Vlaga 157; NET 402,5;
BE 19,0 MJ kg-1). Veli¢ina granule pokusne hrane iznosio je 2,5 mm.

U usporedbi sa nekim standardiziranim veli¢inama za odredenu dobnu kategoriju, tj.
duljinu ribe, pelete su odgovarale najveé¢im skupinama riba. Pokusaj prilagodbe peleta ribama
mladih kategorija i manjih duljina obavljen je mrvljenjem i specificnim na¢inom hranidbe.

Zatim, fiksacija praSka imunostimulansa na hranu obavljena je Spricanjem
suncokretovog ulja te posipavanjem praha u koncentracijama od 1% (D1), 3% (D3) i 5%
(D5) i susenju na sobnoj temperaturi jedan dan (Slika 5). Kontrolna grupa (K) nije tretirana
imunostimulansom.

Hranidba je vrSena u 12 akvarija s tri replikacije kroz 43 dana. Obavljala se ru¢no, a
riba je hranjena jednom dnevno (oko 14:00 h) u koli¢ini od 2.5% ukupne tjelesne mase. Svaki
drugi dan pipetirala se nakupljena nepojedena hrana, dok se vaganje ribe vrsilo na vagi Kern
440 bez uporabe anestetika.

Slika 5. Pokusne hranidbene smjese (Foto: Pofuk & Mrvici¢, 2014)

15



3.2.1. Pokazatelji performansi rasta

Pojedinacnoj ribi je izmjerena masa na pocetku, sredini, te na kraju istrazivanja kako bi se
izraCunali proizvodni pokazatelji WG, SGR, FCR -i CF. Izracuni su provedeni sljede¢im
formulama:

. Pojedinacni prirast mase (WG) = ZavrSna masa (g) — pocetna masa (g);

Specifi¢na stopa rasta (SGR) - proizvodna mjera postotnog prirasta mase riba po danu.

. SGRw (%) = [In W1 - In W2 x t1 —t0 -1] x 100

Gdje su:

In W1 — prirodni logaritam mase u vremenskom razdoblju t1,

In W2 — prirodni logaritam pocetne mase u vremenu t0

FCR ili indeks konverzije hrane je mjera zivotinjske uéinkovitosti pri konverziji hrane u
povecanju tjelesne mase. Konkretno, FCR je mjera koja proizlazi iz koli¢ine pojedene hrane,
podijeljena s dobivenom masom u odredenoj jedinici vremena.

. FCR = Ukupni unos suhe hrane (g) x prirast u masi zive ribe (g) -1

FCR je nedimenzijska mjera tj. uz nju se ne povezuju mjerne jedinice.

Fultonov kondicijski faktor ribe (CF) izrazava masu ribe u kubiku njezine duzine,
. CF=WxL-3x100
W — prosjecna masa ribe

L — prosjecna totalna duZina ribe

3.3. Statisti¢ka analiza podataka

Pri statistickoj obradi morfometrijskih pokazatelja koriStena je dvosmjerna analiza
varijance (ANOVA) ponavljaju¢ih mjerenja. Za otkrivanje znacajnih razlika izmedu grupa

koriSten je Fisher's LSD post-hoc test. Rezultati su testirani na razinu znacajnosti od 5%.

16



4. Rezultati

4.1. Fizikalno-kemijski parametri vode i mortalitet

Prosjecni parametri kvalitete vode bili su: temperatura 21.134+0.23 °C, otopljeni O, 9.41+£0.97
mg/L, pH 8.17+£0.19, NO3- 23.13+10.32 mg/L, NO,- 0.043+£0.02 mg/L, NHg4+ 0.267+0.13
mg/L. U inicijalnoj fazi istrazivanja uocena je pojava ektoparazita Ichthyophthirius multifiliis
s tipicnim simptomima (trljanje ribe po akvariju, te jedna o drugu, bijele nakupine u obliku
zrna soli na tijelu i perajama). Nakon neuspjesnog pokusaja lijeCenja poviSenjem temperature
vode, riba je tretirana sredstvom protiv parazitarnih (white spot) i gljivi¢nih infekcija riba

(JBL MedoPond). Tijekom istraZivanja uginulo je 53 ribe.

4.2. Proizvodni pokazatelji

Rezultati prosjecnih vrijednosti proizvodnih pokazatelja prikazani su u Tablici 1. Rezultati
dvosmjerne analize varijance ponavljaju¢ih mjerenja prikazani su u Tablicama 2, 3,41 5.
Vizualni prikaz rezultata prosjecnih vrijednosti proizvodnih pokazatelja prikazani su
na Slikama 6, 7, 81 9.
Post hoc analiza znacajnosti razlike srednjih vrijednosti proizvodnih pokazatelja
izmedu hranidbenih skupina kroz cjelokupno istraZivanje prikazano je u prilogu na tablicama

8,9, 10,1112,

Tablica 1. Prosjecne vrijednosti proizvodnih pokazatelja riba hranidbenih skupina

Hranidbena skupina

Proizvodni
pokazatelji K D1 D3
WG (%) 7,875+ 1,392 10,636 + 3,723 10,040 + 0,838
SGR (%) 0,303 + 0,048 0,410+ 0,140 0,391 + 0,033
FCR 11,571 £ 1,081 11,538+ 1,774 10,502 + 1,268
CF 0,831 +0,031 0,838 £ 0,040 0,848 + 0,008

17



Prosjecne vrijednosti pojedina¢nog prirasta mase riba (WG) za cjelokupno razdoblje
kretale su se od najviSe vrijednosti (17,318 + 5,813) skupine D5 do najnize (7,875 + 1,392)
skupine K. ANOVA dvosmjernim ponavljaju¢im mjerenjima ustanovilo se da srednje
vrijednosti ukupne pojedina¢nog prirasta mase riba na razini znac¢ajnosti od 5% statisti¢ki nisu
znacajno odstupale izmedu hranidbenih skupina F(3,6)= 1,032, p=0,433. Unutar hranidbenih
(vremenskih) razdoblja vrijednost WG je imala (oc¢ekivano) znacajan rast (F(3,6)= 32,552,
p=0.029). Statisticki znacajna interakcija hranidbenih skupina i vremenskih razdoblja za

vrijednosti pojedina¢nog prirasta mase riba nije dokazana (F(3,6)= 0,888 p=0,499).

Tablica 2. Dvosmjerna analiza varijance po principu ponavljaju¢ih mjerenja za varijablu:
Prirast mase — WG (%) F(3,6)= 1,032, p=0,433

Suma
- . kvadrata Stupnjevi  Srednji kvadrat .
Izvor varijabilnosti odstupanja slobode odstupanja F Sig.
(tip 1)
HranidbenaSkupina 299,199 3 99,739 1,032 0,433
Pogreska (HranidbenaSkupina) 579,769 6 96,628
Vrijeme 454,473 1 454,473 32,552 0,029*
Pogreska (Vrijeme) 27,923 2 13,961
HranidbenaSkupina * Vrijeme 31,650 3 10,550 0,888 0,499
Pogreska 71,299 6 11,883
(HranidbenaSkupina*Vrijeme)
0<0,05
hranidbena_skupina
25,00 o
D3
(vl
— K
20,00
15,00
£
[C]
=

10,00

5,00

00—

T T
1 2

Vremensko_razdoblje
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Slika 6. Graficki prikaz rezultata dvosmjerne analize varijance po principu ponavljajucih
mjerenja za varijablu pojedinacnog prirasta mase (WG) svih hranidbenih skupina kroz

cjelokupno istrazivanje izrazeno prema vremenskim razdobljima.

Prosje¢ne vrijednosti specifi¢ne stope rasta mase (SGRw) za cjelokupno razdoblje
kretale su se od najvise vrijednosti (0,641 + 0,207) skupine D5) do najnize (0,303 £ 0,048)
skupine K. Navedenom statistickom obradom ustanovilo se da ukupne prosjecne vrijednosti
specifi¢ne stope rasta mase po jedinici vremena na razini znacajnosti od 5% nisu statisti¢ki
znacajno odstupale izmedu hranidbenih skupina F(3,6)= 0,984, p=0,461. Unutar hranidbenih
(vremenskih) razdoblja vrijednost SGRw je imala (o¢ekivano) signifikantan rast (F(3,6)=
29,767, p=0.032). Statisticki znacajna interakcija hranidbenih skupina i vremenskih razdoblja
za vrijednosti specifi¢ne stope rasta mase riba nije dokazana (F(3,6)= 0,682 p=0,595).

Tablica 3. Dvosmjerna analiza varijance po principu ponavljaju¢ih mjerenja za varijablu:

Prirast mase — SGRw (%)

Suma kvadrata Stupnjevi  Srednji kvadrat

Izvor varijabilnosti odstupl?lr;ja (tip slobode odstupanja Sig.

HranidbenaSkupina 0,376 3 0,125 0,984 0,461
Pogreska (HranidbenaSkupina) 0,764 6 0,127

Vrijeme 0,49 1 0,49 29,767 0,032
Pogreska (Vrijeme) 0,033 2 0,016

HranidbenaSkupina * Vrijeme 0,031 3 0,01 0,682 0,595
Pogreska 0,09 6 0,015

(HranidbenaSkupina*Vrijeme)
0<0,05
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Slika 7. Graficki prikaz rezultata dvosmjerne analize varijance po principu ponavljajuéih
mjerenja za varijablu specifi¢cna stopa rasta (SGRw) svih hranidbenih skupina kroz

cjelokupno istrazivanje izrazeno prema vremenskim razdobljima.

Prosjec¢ne vrijednosti indeksa konverzije hrane (FCR) za cjelokupno razdoblje kretale
su se od najniZze (najbolja konverzija (11,571 £ 1,081) skupine D5 do najviSe vrijednosti
(najlosija konverzija) (7,691 + 3,131) skupine K. ANOVA dvosmjernim ponavljajuéim
mjerenjima ustanovilo se da ukupne prosjecne vrijednosti indeksa konverzije hrane na razini
znacajnosti od 5% nisu statisticki znacajno odstupale izmedu hranidbenih skupina
(F(3,6)=0,677, p=0,597). Takoder, unutar hranidbenih (vremenskih) razdoblja vrijednost FCR
nije znacajno odstupala (F(3,6)= 0,07, p=0,816). Treba naglasiti da se konverzija hrane
poboljSala kod skupina D1, D3 i D5 izmedu dva razdoblja dok je kod kontrolne skupine (K)
indeks konverzije hrane narastao, tj. konverzija je bila loSija. Statisticki znacajna interakcija
hranidbenih skupina i vremenskih razdoblja za vrijednosti indeksa konverzije hrane riba nije
dokazana (F(3,6)= 0,280 p=0,838).
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Tablica 4. Dvosmjerna analiza varijance po principu ponavljajué¢ih mjerenja za varijablu:
konverzija hrane — FCR

Suma kvadrata Stupnjevi  Srednji kvadrat

Izvor varijabilnosti odsFupanja slobode odstupanja Sig.
(tip 11D

HranidbenaSkupina 59,956 3 19,985 0,677 0,597
Pogreska (HranidbenaSkupina) 177,196 6 29,533

Vrijeme 5,867 1 5,867 0,07 0,816
Pogreska (Vrijeme) 168,211 2 84,105

HranidbenaSkupina * Vrijeme 17,217 3 5,739 0,280 0,838
Pogreska 123,106 6 20,518

(HranidbenaSkupina*Vrijeme)
a<0,05

Hranidbena_skupina

—D5
D3
D1

12,00 —K

10,00 T

FCR

8,00

6,001

T T
1 2

Vremensko_razdoblje
Slika 8. Grafi¢ki prikaz rezultata dvosmjerne analize varijance po principu pon. mjer. za
varijablu konverzija hrane (FCR) svih hranidbenih skupina kroz istraZivanje izrazeno prema

vremenskim razdobljima.

Prosje¢ne vrijednosti faktora kondicije (CF) za cjelokupno razdoblje kretale su se od
najviSe (0,901 + 0,032) skupine K do najnize vrijednosti (0,831 + 0,031) skupine DS5.

ANOVA dvosmjernim ponavljajuéim mjerenjima ustanovilo se da ukupne prosjecne
21



vrijednosti faktora kondicije na razini znacajnosti od 5% nisu statisticki znacajno odstupale
izmedu hranidbenih skupina F(3,6)= 0,858, p=0,512. Takoder, unutar hranidbenih
(vremenskih) razdoblja vrijednost CF nije znacajno odstupala (F(3,6)= 3,610, p=0,198).
Statisticki znacajna interakcija hranidbenih skupina i vremenskih razdoblja za vrijednosti
indeksa konverzije hrane riba nije dokazana (F(3,6)= 0,189 p=0,900).
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Tablica 5. Dvosmjerna analiza varijance po principu ponavljaju¢ih mjerenja za varijablu:

Kondicijski faktor — CF

Suma kvadrata Stupnievi Srednji
Izvor varijabilnosti odstupanja bhy kvadrat F Sig.
. slobode -
(tip 111) odstupanja
HranidbenaSkupina 0,018 3 0,006 0,858 0,512
Pogreska (HranidbenaSkupina) 0,043 6 0,007
Vrijeme 0,018 1 0,018 3,610 0,198
Pogreska (Vrijeme) 0,01 2 0,005
HranidbenaSkupina * Vrijeme 0,002 3 0,001 0,189 0,900
Pogreska 0,021 6 0,004
(HranidbenaSkupina*Vrijeme)
0<0,05
o5 Hranidbena_skupina
—D5
D3
D1
—K
90
& a5

80

Vremensko_razdoblje
Slika 9. Graficki prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA po principu pon. mjer. za varijablu CF

svih hranidbenih skupina kroz cjelokupno istrazivanje izrazeno prema vremenskim

razdobljima
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5. Rasprava

Proizvod Natramune™ koristi se kao dodatak ribljoj prehrani, a u nekoliko pilot studija
(Chavoustie i sur., 2003; Weeks i Perez, 2009) dokazani su pozitivni u¢inci na imunosni
sustav ljudi. UoCena je povecana sinteza proteinskih hormona citokina i veca aktivnost
citotoksicnih T limfocita u uniStavanju tumorskih stanica, povecanu aktivnost fagocitoze i
cirkulaciju limfocita u krvi (Chavoustie i sur., 2003; Weeks i Perez, 2009). Na temelju tih
rezultata, provedena su inicijalna istrazivanja na nekoliko vrsta morskih sisavaca (Rodriguez i
sur., 2007; Doescher i sur., 2011) s ograni¢enim informacijama o rezultatima uspjeha. Stoga
su potrebna detaljnija i dugotrajnija istrazivanja na drugim vrstama Zzivotinja kako bi se
kvalitetnije i u¢inkovitije primjenjivala u akvakulturi.

Rezultati provedenog istrazivanja ukazuju da je uklju¢enje imunostimulansa (1%, 3%,
5%) u hranidbu pozitivno utjecalo na prirast mase, specifiénu stopu rasta, stopu konverzije
hrane i kondicijski faktor riba, iako ta razlika nije bila statisticki znacajna u odnosu na
kontrolnu skupinu (P>0.05). Dobiveni rezultati se djelomi¢no slazu s istrazivanjima raznih
autora o utjecaju prirodnih imonumoduliraju¢ih komponenata na ribama.

U osmotjednom istraZzivanju, Zhou 1 suradnici (2010) hranili su juvenile sjenke
(Sciaenidae, Sciaenops ocellatus) (Linnaeus, 1766) pocetne mase 7 g, razli¢itim prebioticima
(FOS, GOS, Bio-MOS®, Previda™) u razini od 1% suhe tvari hrane kao zamjenu za
celulozu. Sve hranidbene grupe osim kontrolne i Bio-MOS imale su statisticki znacajno visu
zavrSnu masu (P<0.05). Medutim, hranidbena ucinkovitost (FE) nije se statisticki znacajno
razlikovala (P>0.05) medu grupama, iako je kontrolna imala najmanje numericke vrijednosti.
Kondicijski faktor se takoder nije statisticki znacajno razlikovao medu grupama (P>0.05).
Dodavanje prebiotika u hranu znacajno (P<0.05) je utjecalo na aktivnost serumskih lizosoma
u krvi u odnosu na kontrolnu skupinu (Zhou i sur., 2010). Dakle, rezultati se djelomi¢no
podudaraju s rezultatima provedenog istraZivanja.

S druge strane, Ozliier-Hunt i suradnici (2011) istraZivali su utjecaj MOS* (2.5, 3.5,
45 g MOS/kg hrane) na rast i aktivnost antioksidans enzima kod nilskih tilapija
(Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) (12 g) kroz 60 dana. Utvrdili su statisticki zna¢ajnu
razliku za parametre SGR i zavr$nu masu kod grupe hranjene s 2.5 g MOS/kg u odnosu na

kontrolnu, dok je konverzija hrane bila viSa u svim tretiranim skupinama u odnosu na

! MOS: mannanoligosaccharides
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kontrolnu. Grupa riba hranjenih s koncentracijom od 4.5 g imala je manji rast od kontrolne
skupine. Navedeni rezultati djelomi¢no se podudaraju s provedenim istrazivanjem.
Dodavanjem COS-REE? hranidbenim grupama u koncentracijama od 300-1200 mg kg-1
hrane znaCajno povecava SGR (P<0.05) kod juvenila romba (Scophthalmus maximus,
Linnaeus, 1758) (12.1 = 0.1 g) u odnosu na hrane ispod 300 mg kg-1 (Cui i sur., 2012).
Medutim, statisticki znacajna razlika nije pronadena kod riba hranjenih s koncentracijama
iznad 600 mg kg-1. Autori zaklju¢uju da je koncentracija od 300 i 600 mg kg-1 optimalna za
rast romba. Povecavajuci razine COS-REE u hrani, FCR je znacajno pala (P<0.05). Rezultati
navedenog istrazivanja djelomic¢no se preklapaju s provedenim istrazivanjem.

U Sest tjedana dugom istrazivanju utjecaja APS (1500 mg/kg hrane), primarne
komponente korijena Astragalus membranaceus, na rast i imunoloski sustav tilapije
(42.31+3.14 g), Zahran i suradnici (2014) uocili su statisticki znacajno viSe vrijednosti za
parametre WG, SGR 1 FCR nego kod kontrolne grupe. Rezultati navedenog istraZivanja
djelomicno se slazu s provedenim istrazivanjem. Prirodni izvori imunomodulacije poveéavaju
apsorpcijsku povrsinu, te gustocu i duzinu mikrovila u probavilu §to dovodi do poveéane
iskoristivnosti hrane, ali i preventivnog djelovanja na infekcije oportunistickih bakterija (Zhou
i sur., 2010; Ozliier-Hunt i sur., 2011; Zahran i sur., 2014).

Zatim, u istrazivanju u trajanju od 90 dana, autor Giiltepe i sur. (2014) testirali su
utjecaj limunovog etericnog ulja na prirast, hematoloske 1 imunoloSke rezultate kod
mozambicke tilapijeg. Za istrazivanje su koristeni primjerci riba prosecne mase 0.91+0.03 g
rasporedenih u 12 akvarija kapaciteta 40L te u svakom akvariju po 25 riba. Tijekom pokusa
dobiveno je eteri¢no ulje hidro destilacijom iz svjeze kore limuna koje je kasnije dodano hrani
zaribe sa 0, 1, 3 15 g/kg. Rezultati istrazivanja upucuju kako dodatak limunovog etericnog
ulja ima pozitivan efekt te ukazuje na poboljSani prirast i odredene biokemijske parametre u
krvi subjekta istrazivanja. Sli¢ni rezultati dobiveni su koristenjem eteri¢nog ulja origana i
nekih biljnih imunostimulansa (Gtiltepe i sur. 2014). Rezultati istrazivanja kojeg su proveli
Giiltepe 1 sur. (2014) djelomicno se podudaraju s rezultatima provedenog istraZzivanja na

klenu.

2 COS-REE: chitosan oligosaccharide complex with rare earth elements

3
Lat. Oreochromis mossambicus

25



6. Zakljutak

Provedbom hranidbenog pokusa u recirkulacijskom sustavu omogucéena je kontrola
nad svim vaznijim ekolo$kim parametrima sredine, a $to je olakSalo tumacenje i prosudbu
dobivenih rezultata. Utvrdeno je da je koncentracija imunostimulansa u hrani od 5% (D5) u
odnosu na koncentraciju od 1% (D1) i 3% (D3) rezultirala najviS§im prirastom mase (WG) i
najvisim specifichim prirastom mase (SGR). Takoder, hranidba D5 rezultirala je najboljom
konverzijom hrane te najvisim faktorom kondicije (CF). Unato¢ niskim vrijednostima,
potvrdena je ocekivana hipoteza da povecana koncentracija imunostimulansa pozitivno

djeluje na proizvodne parametre klena.
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8.Prilozi

Tablica 6. Fisher's LSD: Post hoc analiza znacajnosti razlike srednjih vrijednosti rezultata

pojedinacnog prirasta mase riba izmedu hranidbenih skupina na kraju istrazivanja

95% Confidence Interval for

| J Mean . a
hranfd)bena hranid)bena Difference Std. Difference
skupina skupina (1-J) Error Sig.® Lower Bound

1 2 7,278 6,547 ,382 -20,890

3 6,682 9,105 ,539 -32,493

4 9,443 5,254 ,214 -13,165
2 1 -7,278 6,547 ,382 -35,447

3 -,596 3,471 879 -15,530

4 2,165 1,616 ,312 -4,789
3 1 -6,682 9,105 ,539 -45,858

2 ,596 3,471 ,879 -14,338

4 2,761 5,023 ,638 -18,851
4 1 -9,443 5,254 214 -32,051

2 -2,165 1,616 ,312 -9,118

3 -2,761 5,023 ,638 -24,372

Tablica 7. Fisher's LSD: Post hoc analiza zna¢ajnosti razlike srednjih vrijednosti rezultata
specifine stope rasta mase riba izmedu hranidbenih skupina na kraju istrazivanja

95% Confidence Interval for
(1 Q) Mean Difference®
Hranidbena Hranidbena Difference Std.
| skupina skupina (1-J) Error Sig.* Lower Bound

1 2 ,250 ,235 ,398 -,761

3 ,231 ,332 ,558 -1,196

4 ,339 ,187 ,212 -,468
2 1 -,250 ,235 ,398 -1,262

3 -,019 ,132 ,897 -,586

4 ,088 ,056 ,256 -,153
3 1 -,231 ,332 ,558 -1,658

2 ,019 ,132 ,897 -,547

4 ,108 ,184 ,618 -,684
4 1 -,339 ,187 212 -1,145

2 -,088 ,056 ,256 -,330

3 -,108 ,184 ,618 -,899
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Tablica 8. Fisher's LSD: Post hoc analiza znacajnosti razlike srednjih vrijednosti rezultata
indeksa konverzije hrane izmedu hranidbenih skupina na kraju istrazivanja

95% Confidence Interval for

(1 ©) Mean Difference®
Hranidbena Hranidbena | Difference (I-| Std.
skupina skupina J) Error Sig.? Lower Bound
1 2 -2,811 4,344 ,584 -21,503
3 -3,847 4,363 471 -22,617
4 -3,880 2,600 274 -15,067
2 1 2,811 4,344 ,584 -15,882
3 -1,036 1,071 435 -5,645
4 -1,069 2,262 ,683 -10,803
3 1 3,847 4,363 471 -14,924
2 1,036 1,071 ,435 -3,573
4 -,033 2,852 ,992 -12,304
4 1 3,880 2,600 274 -7,307
2 1,069 2,262 ,683 -8,665
3 ,033 2,852 ,992 -12,237

Tablica 9. Fisher's LSD: Post hoc analiza znacajnosti razlike srednjih vrijednosti rezultata
faktora kondicije izmedu hranidbenih skupina na kraju istrazivanja

) ) Mean 95% Confidence Interval for
Hranidbena Hranidbena Difference Std. Difference®
skupina skupina (1-J) Error Sig.® Lower Bound | Upper Bound
1 2 ,053 ,034 ,260 -,094 ,200
3 ,063 ,046 ,305 -,135 ,261
4 ,070 ,056 ,334 -,169 ,310
2 1 -,053 ,034 ,260 -,200 ,094
3 ,010 ,049 ,860 -,199 ,219
4 ,017 ,024 ,543 -,085 ,120
3 1 -,063 ,046 ,305 -,261 ,135
2 -,010 ,049 ,860 -,219 ,199
4 ,008 ,070 ,924 -,293 ,308
4 1 -,070 ,056 ,334 -,310 ,169
2 -,017 ,024 ,543 -,120 ,085
3 -,008 ,070 ,924 -,308 ,293
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