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1. Wstep

Proces intensyfikacji akwakultury, obserwowany na przestrzenni ostatnich kilkunastu lat,
wplynat w znaczacy sposéb na wzrost zapotrzebowania na pasz¢, a takze na nowo zdefiniowat
kryteria jakosciowe dotyczace optymalnego i racjonalnego zywienia ryb, stanowigcego podstawe
efektywnosci hodowli. Dostepnos$¢ i maksymalne wykorzystanie sktadnikéw w podawanym pokarmie,
zwlaszcza biatka ma ogromne znaczenie. Odpowiednio zbilansowana pasza wptywa na tempo wzrostu
i stan kondycyjny, a dodatek naturalnych czy syntetycznych immunostymulatoréw pozwala na
poprawe wydolnosci ukladu odpornosciowego ryb podchowywanych w duzych zaggszczeniach,
szczegblnie w hodowlach prowadzonych w systemie zamknigtych obiegéw recyrkulacyjnych (RAS).
Enzymy egzogenne maja istotne znaczenie dla prawidiowego rozwoju i funkcjonowania uktadu
pokarmowego ryb, zaréwno stadiéw larwalnych jak i juwenilnych. O ile w srodowisku naturalnym
dostep do enzyméw zapewniony jest w ré6znorodnym pokarmie naturalnym, tak podczas hodowli w
obiegach zamknigtych wskazana jest ich suplementacja. Dodanie egzogennych enzyméw do paszy ryb
moze poprawi¢ wykorzystanie zawartych w niej skladnikéw pokarmowych, zmniejszajac w ten
sposéb ich straty. Udowodniono, ze egzogenne enzymy poprawiaja wartos¢ odzywcza paszy
i zmniejszaja zanieczyszczenie S$rodowiska. Dodatek enzyméw egzogennych do paszy otwiera
mozliwosci stosowania alternatywnych zrédet biatka w zywieniu ryb, z wykorzystaniem
réznorodnych (w tym nowych, nie stosowanych wczesniej) surowcéw. Przy komponowaniu paszy
z wysoka zawartoscia sktadnikéw roslinnych, dodanie enzymu moze znaczaco wplyna¢ na poprawe
wykorzystanie biatka roslinnego przez ryby.

W trakcie intensywnego chowu w systemach recyrkulacyjnych (RAS), organizm ryb jest
bardziej podatny na choroby wirusowe, bakteryjne i grzybicze oraz inwazje pasozytnicze. Stosowanie
antybiotykoterapii powoduje selekcje¢ w kierunku rozwoju opornych bakterii, zaréwno w organizmie
ryb jak i w calym $rodowisku wodnym. Moze to prowadzi¢ do zmniejszenia skutecznosci kuracji.
W takiej sytuacji profilaktyka choréb infekcyjnych powinna by¢ oparta na ograniczeniu mozliwosci
kontaktu z patogenemi oraz na modulacji/stymulacji nieswoistej, zaréwno humoralnej jak
i komérkowej odpornosci ryb.

W zywieniu zwierzat coraz powszechniej stosuje si¢ immunomodulatory zawierajace roslinne
substancje aktywne, szczegdlnie te, ktére wspomagaja nieswoiste mechanizmy obronne i odpornos¢
przeciwzakazng u zwierzat i czlowieka. Suplementacja pokarmu substancjami aktywnymi to
skuteczna metoda wspierania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej ryb. Wiaze si¢ ona
z wykorzystaniem funkcjonalnych skladnikéw, ktére zastgpujac konwencjonalne $rodki lecznicze,
stosowane w akwakulturze, mogg tagodzi¢ szkodliwe skutki ich oddzialywania na ekosystem, a
szczeg6lnie na wzrost lekoopornosci patogenéw czy ich patogennosci. Substancje te, ograniczaja lub
wrecz niwelujg zjawisko immunosupresji pojawiajace si¢ w momencie oddziatywania niekorzystnych
warunkéw srodowiskowych, ksenobiotykéw czy czynnikéw stresogennych na organizm ryb. Jest to

element nowatorskiej i proekologicznej metody hodowli ryb. Wraz z pojawieniem si¢ probiotykéw,



prebiotykéw, synbiotykéw i roslinnych substancji aktywnych, obserwuje si¢ wzrost zainteresowania
tego typu preparatami, szczegblnie pochodzenia naturalnego. Suplementacja pasz wyzej
wymienionymi dodatkami stala si¢ powszechnie stosowanym elementem immunoprofilaktyki
w zywieniu ryb. Wsréd wielu substancji naturalnych, na szczegélng uwage zasluguja preparaty
ro$linne, zwlaszcza enzymy owocowe, ktére posiadaja szerokie spektrum mozliwosci. Wykazuja one
dziatanie  stymulujace na uklad odpornosciowy, zwigkszaja potencjal obronny organizmu,
a jednoczes$nie poprawiaja funkcjonowanie uktadu pokarmowego.

Niniejsza dysertacja doktorska zostala przeprowadzona w cyklu trzech doswiadczef,
w ktérych wykorzystano enzymy owocowe, nalezace do grupy proteaz cysteinowych: bromelaing
(Eksperyment 1), papaing (Eksperyment 2) i aktynidyng¢ (Eksperyment 3). Sa to substancje
pochodzace odpowiednio z ananasa, papai i kiwi. Ich wlasciwosci sa od dziesigcioleci przedmiotem
badan w wielu dziedzinach, zwlaszcza w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej oraz przemysle
Spozywczym.

Wplyw ww. enzyméw na procesy fizjologiczne organizméw wodnych nie byt do tej pory
dostatecznie zbadany. Jednakze wieloletnie badania nad ich wilasciwosciami pozwalaja sadzié, iz
mogg to by¢ skuteczne $rodki, wspierajace organizm ryb. Dlatego celem niniejszej dysertacji byla
ocena wptywu dodatku 1% i 2% bromelainy, papainy oraz aktynidyny w paszy na tempo wzrostu,
histologie watroby i przewodu pokarmowego, aktywno$¢ wybranych enzyméw trawiennych oraz

wybrane parametry nieswoistej odpornosci humoralnej 1 komérkowej sterleta (Acipenser ruthenus).
2. Material i metody

2.1. Warunki podchowu

Eksperymentalny podchéw jesiotréw prowadzono w Zakladzie Ichtiologii Hydrobiologii
i Ekologii Wéd Instytutu Rybactwa Srédladowego — Panstwowego Instytutu Badawczego (IRS - PIB)
w Olsztynie. Uklad doswiadczalny stanowily trzy oddzielne obiegi recyrkulacyjne (RAS), skladajace
si¢ z trzech basenéw o pojemnosci 280 dm®. Do badan wybrano sterlety, ktére po umieszczeniu w
basenach byly poddane 7-dniowej aklimatyzacji. Doswiadczenie skladalo si¢ z trzech wariantéw
zywieniowych (2 grupy doswiadczalne i grupa kontrolna) w trzech powtérzeniach (n=3). W celu
zapewnienia optymalnych warunkéw podchowu, w trakcie doswiadczenia monitorowano wiasciwosci
fizykochemiczne wody tj. temperaturg, zawartos¢ tlenu, azotu amonowego i pH. Czas trwania kazdego

eksperymentu wynosit 56 dni.

2.2. Przygotowanie paszy doswiadczalnej

Komercyjng pasz¢ Nutra T-2.0 (Skretting, France) o skladzie podstawowym biatko 54%,
ttuszcz 18% i granulacji 1,9 mm suplementowano bromelaing (Sigma-Aldrich, USA) (Eksperyment
1), papaing (Sigma-Aldrich, USA) (Eksperyment 2) i aktynidyna (KiwiEnzyme.com Ltd., New

Zeland) (Eksperyment 3). We wszystkich doswiadczeniach dawka enzymu owocowego wynosita
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odpowiednio 1g i 2g 100 g paszy'. Kontrole (grupa C) stanowily ryby zywione wylacznie pasza
bazowa, bez dodatku enzymu. Pasze eksperymentalne przechowywano w lodéwce w temperaturze 4
°C. Dzienng dawke pokarmowa ustalano raz w tygodniu na podstawie biomasy ryb i tabel
zywieniowych producenta paszy. Ryby zywiono za pomoca karmnikéw automatycznych (SDK

AFF04, SDK Polska) 12 razy na dobe.

2.3. Wskazniki hodowlane

Pomiary masy (W; + 0.01 g) i dlugosci catkowitej ryb (TL; + 0.1 cm) wykonano na poczatku
i na koncu eksperymentu. Co siedem dni wykonywano pomiary biomasy ryb w celu okreslenia dawki
paszy. Po wykonaniu pomiaréw okreslano podstawowe wskazniki wzrostu oraz wykorzystania paszy:
dobowy przyrost masy ciata (DGR, g d!), wzgledny przyrost masy ciata (SGR, % d'), wspétczynnik
kondycji ryb (CF), wspéiczynnik pokarmowy pasz (FCR), wspétczynnik wydajnosci wzrostowe;j
biatka (PER). Na zakonczenie eksperymentu pobierano trzewia oraz watrob¢ w celu okreslenia

wspéiczynnika watrobowosomatycznego (HSI, %) i trzewiowosomatycznego (VSI, %).

2.4. Analiza aktywnosci enzymoéw trawiennych

W celu wykazania wplywu badanego suplementu na aktywnos$¢ enzymatyczna,
z kazdej grupy badawczej, pobierano wycinki jelita przedniego i tylnego. Proby umieszczano w
cieklym azocie, a nast¢pnie przechowywano w temperaturze -80°C. Material przeznaczony do analiz
aktywnosci  enzyméw  homogenizowano ~w  buforach, a nastgpnie = odwirowywano
w temperaturze 4°C przez 15 min przy 15000xg. Analizowano nast¢pujace enzymy endogenne:
fosfataze alkaliczng (ALP), fosfataze kwasng (ACP), aminopeptydazg leucynowa (LAP), amylazg,

lipaze i trypsyng. Wszystkie analizy enzyméw przeprowadzono w trzech powtérzeniach (n=3).

2.5. Analiza histologiczna wybranych tkanek

W dniu zakonczenia eksperymentu do analiz pobrano watrob¢ oraz $rodkowy odcinek
przewodu pokarmowego. Tkanki utrwalano w ptynie Bouina, odwadniano w etanolu, przeswietlano w
ksylenie i zatapiano w bloczki parafinowe, ktére nastgpnie krojono mikrotomem rotacyjnym na
skrawki o grubosci 5 pm. Preparaty zostaly wybarwione hematoksyling i eozyna (HiE). Obserwacje
mikroskopowe przekrojéw watroby i jelita oraz pomiary histomorfometryczne byly wykonywane przy
pomocy mikroskopu $wietlnego (Olympus Cx31, Japan lub Nikon ECLIPSE 90i, Japan). Do
obserwacji i pomiaréw strukturalnych uzyto programu komputerowego MultiScanBase (Computer
Scanning System Ltd., Warsaw, Poland) lub NIS-Elements AR (Nikon Corporation, Japan).
U kazdego osobnika przeprowadzono nast¢pujace pomiary: w watrobie - wielko$¢ hepatocytéw i ich
jader, w jelicie - grubo$¢ migsnidwki, wysokos¢ faldéw jelitowych, wysokos¢ enterocytéw, wysokos¢
przestrzeni nadjadrowej, wielko$¢ jader enterocytéw (um). Pomiary histologiczne obejmowaty 50

komorek i jader analizowanych tkanek, pobranych od kazdego osobnika.



2.6. Wskazniki immunologiczne

2.6.1. Nieswoista odpowiedz humoralna

Na zakonczenie eksperymentu od 10 osobnikéw z kazdego wariantu doswiadczalnego
pobrano krew z zyly ogonowej. Po jej odwirowaniu (5000 g, 10 min) okreslano wybrane parametry
odpornosci humoralnej w plazmie krwi. Analizowano poziom biatka catkowitego, poziom

catkowitych immunoglobulin (Ig), aktywnos¢ lizozymu i zawartos$¢ ceruloplazminy Cp (IU).

2.6.2. Nieswoista odpowiedz komérkowa

Na zakonczenie eksperymentu w celu wyizolowania komérek immunokompetentnych, od ryb
z kazdego wariantu pobierano do analizy $ledziong¢. Badania immunologicznie wykonano w Zakladzie
Ichtiopatologii i Ochrony Zdrowia Ryb IRS-PIB. Okreslano aktywnos¢ metaboliczng makrofagéw
metoda spektrofotometryczng po stymulacji komérek PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate Sigma).
Makrofagi izolowano ze $ledziony po odwirowaniu komérek w gradiencie Gradisol G (Polfa).
Aktywnos¢ fagocytarna makrofagéw PKA (Potential Killing Activity) okreslono metoda
spektrofotometryczng po stymulacji komérek przez Aeromonas hydrophila. Aktywnos$¢ proliferacyjna
limfocytéw okreslono na podstawie odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw T stymulowanych
konkanawaling a (ConA, Sigma) i limfocytéw B stymulowanych lipopolisacharydem (LPS) przy
pomocy testu MTT.

3. Wyniki i dyskusja

W trakcie przeprowadzonych doswiadczen, ryby zywione pasza z dodatkiem enzyméw
owocowych osiagnely istotnie wyzsze przyrosty masy ciala w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Suplementacja paszy enzymami w dawkach 10 lub 20 g kg paszy™' korzystnie wptyneta na wartosci
wskaznikéw FCR, PER oraz SGR w poréwnaniu z grupa kontrolna C. Poprawa wartosci
wspoétczynnika pokarmowego 1 wydajnosci wzrostowej bialka, odnotowane na zakonczenie
do$wiadczen moga wskazywaé na proteolityczne wlasciwosci zastosowanych enzyméw. Proteazy
cysteinowe zawarte w bromelainie i papainie majg istotny wplyw na hydroliz¢ bialek do peptydéw
krétkotancuchowych, co zwigksza strawnos¢ pokarmu. Z kolei aktynidyna zostala zidentyfikowana
jako enzym, wspierajacy proces hydrolizy wielu rodzajéw biatek, w tym glutenu. W swietle
uzyskanych wynikéw badan do niniejszej dysertacji oraz dostgpnej literatury mozna stwierdzi€, iz
suplementacja paszy komercyjnej zaproponowanymi enzymami owocowymi istotnie przetozyla si¢ na
tempo wzrostu sterleta.

Przeprowadzone eksperymenty z dodatkiem bromelainy i papainy w paszy wykazaly, iz
enzymy te istotnie wplywaja na aktywnos$¢ lipazy w jelicie sterleta. Podobnych rezultatéw
spodziewano si¢ takze w odniesieniu do trzeciego, analizowanego enzymu roslinnego — aktynidyny.

Jednak badania aktywnosci lipazy po ekspozycji na aktynidyne¢ wykazaly, iz lipaza przedniego



i tylnego odcinka jelita jest mato wrazliwa lub catkowicie odporna na jej dzialanie. W doswiadczeniu
z zastosowaniem bromelainy odnotowano wyrazny spadek aktywnosci trypsyny w przednim odcinku
jelita sterleta. Zaobserwowano tutaj takze wyrazng zalezno$¢ pomigdzy spadkiem aktywnosci
trypsyny a wzrostem poziomu lipazy. Takiej zaleznosci nie stwierdzono po zastosowaniu papainy
i aktynidyny. W obu tych przypadkach odnotowano spadek aktywnosci enzyméw trawiennych
w przednim odcinku jelita sterleta, oraz wzrost aktywnosci trypsyny i lipazy w tylnym odcinku jelita.
W literaturze brakuje szczegélowych doniesien na temat oddzialywania enzyméw owocowych na
enzymy trawienne ryb. Jednakze analiza uzyskanych wynikéw do niniejszej dysertacji pozwala
stwierdzi¢, iz zastosowane owocowe enzymy egzogenne maja wplyw na proces przyswajania
sktadnikéw pokarmowych. Moga w sposéb bezposredni wspomagaé trawienie bialek lub posrednio
wptywaé na poziom wydzielanych enzyméw endogennych.

W doswiadczeniach z suplementacjg paszy bromelaing i papaing odnotowano wzrost
powierzchni absorpcyjnej enterocytéw w grupach doswiadczalnych. Wyzsza powierzchnia
absorpcyjna enterocytow, przeklada si¢ na poprawe wchlaniania i wykorzystania skladnikéw
pokarmowych, co takze moglo wplyna¢ na wyzsze przyrosty masy ciala ryb w analizowanych
grupach. Pomimo, iz aktynidyna nalezy do tej samej grupy proteaz cysteinowych co bromelaina
i papaina, posiada prawdopodobnie inny mechanizm oddzialywania na komérki nablonkowe jelit.
W przypadku tego enzymu, przeprowadzone analizy histologiczne nie wykazaly istotnych réznic
w pomiarach morfometrycznych przewodu pokarmowego. Suplementacja bromelainy, papainy
i aktynidyny nie wplynela istotnie na wielkos¢ powierzchni hepatocytéow. Takze w obrazie
makroskopowym i mikroskopowym, komérki watrobowe nie odbiegaly od normy.

Przeprowadzone doswiadczenia do dysertacji doktorskiej wykazaly, iz bromelaina, papaina
i aktynidyna stymuluja uktad odpornosciowy sterletéw. Enzymy te podawane per os istotnie wptynely
na nieswoiste komérkowe i humoralne mechanizmy obronne sterleta. Dodatek bromelainy w dawce
2% w paszy aktywowal niespecyficzne parametry odpornosci humoralnej sterleta. Ta sama dawka
bromelainy indukowata odpowiedz proliferacyjng limfocytéw T. Podwyzszony poziom frakcji
biatkowej, posrednio wskazuje na indukowany przez bromelaing, wzrost st¢zenia immunoglobulin we
krwi sterleta. Zaobserwowano réwniez wzrost aktywnosci lizozymu po stymulacji bromelaing, co
$wiadczy o wzmocnieniu mechanizméw obronnych sterleta. W niniejszych badaniach, w przypadku
papainy (w dawce 2%) odnotowano istotny statystycznie wzrost poziomu ceruloplazminy
i aktywnosci proliferacyjnej limfocytéw T i B, a dawka 1% enzymu w paszy ryb wplynela na wzrost
poziomu immunoglobulin. Obie dawki papainy wplynely takze na wzrost aktywnosci makrofagéw
Sledziony stymulowanych PMA i aktywnosci bdjczej fagocytéw sledziony (PKA). Po stymulacji
papaing obserwowano wzrost aktywnosci fagocytarnej granulocytéw i makrofagéw. Wyzsza
aktywno$¢ metaboliczna makrofagéw stymulowanych PMA $wiadczy o tym, iz komérki fagocytujace
sg sprawniejsze i bardziej zdolne do efektywnego wybuchu tlenowego. Ta wlasciwos¢ przeklada si¢

na wyzsza efektywnos¢ eliminacji czynnika patogennego. Stymulujace dzialanie enzymu ujawnito si¢
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takze w zakresie zdolnosci fagocytéw do wewnatrzkomérkowego zabijania bakterii. Po podawaniu
sterletom aktynidyny w paszy w dawkach 1% i 2% istotnie wzrést poziom lizozymu i immunoglobulin
(Ig). Immunoglobuliny sa najwazniejszymi bialkkami swoistej odpowiedzi odpornosciowej,
a ich zadaniem jest ochrona organizmu przed m. in. bakteriami i wirusami. Aktywno$¢ komérek
immunokompetentnych stanowi pierwsza lini¢ obrony, dlatego ocena ich funkcji pozwala ocenié
potencjalng sprawnos$¢ calego ukiadu immunologicznego. Metaboliczna aktywno$¢ makrofagéw
stymulowanych PMA, izolowanych ze sledziony ryb, byla znaczaco wyzsza w grupach, ktérym
podawano aktynidyng w paszy. Jak wspomniano, wyzsze wartosci aktywnosci makrofagéw
stymulowanych PMA $wiadcza o tym, iz komérki fagocytarne sa bardziej zdolne do efektywnego
wybuchu tlenowego, co oznacza sprawniejsza eliminacj¢ patogenéw. W niniejszych badaniach
z wykorzystaniem enzymu z kiwi wzrosta takze aktywnos¢ béjcza fagocytéw, pozyskanych ze
$ledziony. W przeciwienstwie do bromelainy i papainy, aktynidyna nie stymulowala proliferacyjne;j

odpowiedzi limfocytéw T i B.

4. Whnioski

e Suplementacja paszy enzymami owocowymi pozyskanymi z owocéw ananasa (bromelaing),
papai (papaing) oraz kiwi (aktynidyna) wplyne¢la na poprawe tempa wzrostu sterleta,

e Wszystkie trzy badane substancje aktywowaly parametry nieswoistej odpornosci humoralnej i
komérkowej,

» Dodatek bromelainy istotnie podnidést poziom lizozymu, biatka catkowitego
i immunoglobulin oraz aktywnos$¢ proliferacyjna limfocytéw T i B,

» Suplementacja papainy istotnie wplyngla na wzrost poziomu ceruloplazminy
i immunoglobulin oraz aktywno$¢ metaboliczng makrofagéw oraz aktywnos¢ béjcza
komorek fagocytarnych i proliferacyjna limfocytéw T,

» Aktynidyna stymulowala aktywnos¢ metaboliczna makrofagéw i aktywnos$¢ béjcza
fagocytéw oraz wplyneta na wyzsze wartosci lizozymu i immunoglobulin.

e Analizowane substancje stymulowaly wydzielanie wybranych enzyméw trawiennych w jelicie
cienkim sterleta, przez co wspomagaly trawienie pokarmu.

e Bromelaina i papaina stymulowaty powierzchni¢ absorpcyjna enterocytéw, co mogto wplynaé
na poprawe¢ wchlaniania sktadnikéw odzywczych i przyspieszenie tempa wzrostu ryb.

e Zastosowane enzymy owocowe nie powoduja zmian patologicznych w analizowanych
narzadach organizmu ryb i nie wplywajg negatywnie na wybrane parametry fizyko-chemiczne
wody.

e Potwierdzono wysoki potencjal bromelainy, papainy i aktynidyny jako dodatkéw
funkcjonalnych w Zzywieniu ryb, a analizowane enzymy moga by¢ z powodzeniem
suplementowane w paszy i stanowi¢ istotny element immunoprofilaktyki nieswoistej w

akwakulturze.
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