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UTICAJ NACINA ISHRANE NA SADRZAJ LIPIDA I SASTAV MASNIH
KISELINA U MESU SARANA (Cyprinus carpio L., 1758) U
POLUINTENZIVNOM SISTEMU GAJENJA

Rezime: Istrazivanja koja su realizovana u okviru ove doktorske disertacije imala su za
cilj da daju doprinos proucavanju promena hemijskog i masnokiselinskog sastava Sarana
(Cyprinus carpio) gajenog u dva ribnjaka sa poluintenzivnim uzgojem, u zavisnosti od
vrste dodatne hrane (ekstrudirana hrana i kukuruz), u zavr$noj fazi uzgoja dvogodisnje

ribe za konzum.

Rast i povecanje mase ribe povezano je sa povec¢anjem sadrzaja proteina, lipida, vlage,
mineralnih materija, itd. Koli¢ine hranljivih materija koje su se deponovale u mesu
Sarana U toku uzgoja i prihranjivanja sa dve vrste dodatne hrane analizirane su
alometrijskom i izometrijskom linearnom regresijom. Uticaj dodatne hrane procenjen je
poredenjem izometrijskih koeficijenata b pomocu t testa. Rezultati su pokazali da se
prihranjivanjem Sarana ekstrudiranom hranom tokom uzgoja deponovala vecéa koli¢ina
proteina u mesu ribe, dok se prihranjivanjem Sarana kukuruzom deponovala veca
koli¢ina lipida. Visestrukom linearnom regresijom (MLR) utvrden je odnos izmedu
imali u povecanju mase Sarana. Dobijeni rezultati su znacajni za bolje razumevanje

biohemijskih procesa koji se odigravaju u toku rasta Sarana.

U cilju definisanja razlika u hemijskom sastavu i sastavu masnih kiselina izmedu,
ukupno, 62 uzorka Sarana, prema vrsti dodatne hrane, koris¢ene su analiza varijansi i

multivarijantna analiza glavnih komponenti (PCA).

Rezultati su pokazali da je sadrzaj proteina (P < 0,01) i vlage (P < 0,001) bio znacajno
veci kod Sarana prihranjivanih ekstrudiranom hranom, dok je sadrzaj lipida bio znacajno
veéi (P < 0,001) kod Zarana prihranjivanih kukuruzom. Sarani se nisu znadajno

razlikovali u sadrzaju pepela.

Prema vrsti prihrane, sarani se nisu razlikovali u sadrzaju zasi¢enih masnih kiselina.
Mononezasi¢ene masne kiseline su bile znacajno vece kod Sarana prihranjivanih
kukuruzom (P < 0,0001), u svim mesecima izlova, u odnosu na Sarane prihranjivanih
ekstrudiranom hranom. Polinezasi¢ene masne kiseline, n-3 1 n-6, su bile znacajno vece

kod sarana prihranjivanih ekstrudiranom hranom (P < 0,0001) u odnosu na Sarane



prihranjivanih zitaricama. Manji odnos n-6/n-3 masnih kiselina u mesu Sarana koji su
prihranjivani ekstrudiranom hranom ukazuje na njegove bolje nutritivne karakteristike,

u odnosu na sarane koji su prihranjivani kukuruzom.

Analiza glavnih komponenti pokazala je da je na osnovu hemijskog sastava i sastava
masnih kiselina moguce razlikovati Sarane prema vrsti dodatne hrane koja je na ribnjaku
koris¢ena. Naime, sa prve dve glavne komponente utvrdeno je 91% varijacija u
hemijskom sastavu Sarana prema vrsti dodatne hrane. U sastavu grupa masnih kiselina,
sa prve dve glavne komponente, utvrdeno je 84% varijacija, uzimajuci u obzir sadrzaj
lipida i mase riba kao promenjive veli¢ine. Na osnovu projekcija svojstvenih vektora
ustanovljeno je da su najuticajniji faktori koji su imali dominantni udeo kod sarana koji
su prihranjivani kukuruzom bile masne kiseline 18:1n-9, 16:1 i 20:3n-6, dok su n-3 i n-
6 masne kiseline 18:3n-3, 22:6n-3, 18:2n-6, 20:3n-3, 20:2, 20:5n-3 i 22:5n-3 bile vise

zastupljene u Saranima koji su prihranjivani ekstrudiranom hranom.

Vrsta kori§¢ene hrane znacajno je uticala na sadrzaj lipida deponovanih u tkivu ribe.
Korelacija lipida sa sastavom masnih kiselina pokazala je da se sa pove¢anjem sadrzaja
lipida masnokiselinski sastav mesa Sarana znaCajno menjao: povecavale su se
mononezasi¢ene masne kiseline, sa dominantnom oleinskom kiselinom (18:1n-9), a
istovremeno smanjivale n-3 i n-6 polinezasi¢ene masne kiseline. Ustanovljeno je da
veli¢ina ribe uti¢e na promenu sastava masnih kiselina i time ne treba zanemariti uticaj
rasta i povecanja telesnih masa Sarana na sastav masnih kiselina ribe. Istrazivanja koja
su prikazana u ovoj doktorskoj disertaciji su ukazala na opravdanost prihranjivanja

Sarana ekstrudiranom hranom u cilju poboljSanja kvaliteta mesa.

Kljuéne reci: saran, dodatna hrana, hemijski sastav, regresione analize, sastav masnih

kiselina, analiza glavnih komponenti (PCA)
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THE INFLUENCE OF DIET ON LIPID CONTENT AND FATTY ACID
COMPOSITION OF CARP MEAT (Cyprinus carpio L., 1758) IN THE SEMI-
INTENSIVE REARING SYSTEM

Abstract: The studies that have been carried out in the framework of the present
doctoral thesis were aimed to contribute to the study of changes in the chemical and
fatty acid composition of common carp (Cyprinus carpio) farmed in two fish farms with
semi-intensive farming, depending on the type of supplementary feed (extruded feed
and corn), in the final stage of farming of two-year fish for consumption.

The growth and increase in body weight of the fish are associated with the increase in
the content of proteins, lipids, moisture, mineral substances, etc. The amount of
nutrients that had been deposited in the flesh of common carp during the farming and
additional nutrition with two supplemental types of feed was analysed using the
allometric and isometric linear regression. The effect of the supplemental feed was
evaluated by comparing isometric coefficients b by the use of t test. The results showed
that the use of extruded feed in carp farming resulted in deposition of greater amounts
of proteins in the fish meat, while the use of corn in nutrition of carp influenced
deposition of greater amounts of lipids. Multiple linear regression (MLR) was used to
determine the relationship between the contents of proteins, lipids and moisture in the
meat, as well as the contribution of proteins and lipids in the increase of the body mass
of carp. The results obtained are important for a better understanding of the biochemical

processes that take place during the growth of carp.

In order to establish differences in the chemical composition and the fatty acid profiles
among a total of 62 samples of carp, according to the type of supplementary feed,

analysis of variance and multivariate principal components analysis (PCA) were used.

The results showed that the protein (P < 0.01) and moisture content (P < 0.001) were
significantly higher in carp supplementary fed extruded feed, while the content of lipids
was significantly higher (P < 0.001) in carp supplementary fed corn. Carp were not
significantly different in ash content.

According to the type of supplementary feed, carp did not differ in the content of
saturated fatty acids. Monounsaturated fatty acids were significantly higher in carp
supplementary fed corn (P < 0.0001), in all months of fish harvest, compared to carp



supplementary fed extruded feed. Polyunsaturated fatty acids, n-3 and n-6, were
significantly higher in carp supplementary fed extruded feed (P < 0.0001) compared to
carp supplementary fed grains. A lower n-6/n-3 fatty acids ratio in the meat of carp
supplementary fed extruded feed points to its better nutritional characteristics compared

to carp supplementary fed corn.

Principal components analysis showed that, based on the chemical composition and
fatty acid profile, it is possible to distinguish carp according to the type of
supplementary feed that was used on the fish farms. Namely, according to the type of
supplementary feed, with the first two principal components 91% of the variation in
chemical composition was established. Within the group of fatty acids, with the first
two principal components, 84% of the variations were described, taking into account the
lipid content and the fish body weight as variables. Based on the projection of the
eigenvalues, it was established that fatty acids 18:1n-9, 16:1 and 20:3n-6 were the most
influential factors, which had a predominant share in the carp supplementary fed corn,
while the n-3 and n-6 fatty acids 18:3n-3, 22:6n-3, 18:2n-6, 20:3n-3, 20:2, 20:5n-3 and
22:5n-3 were more predominant in carp which were fed extruded feed.

The type of feed which was used on the farm significantly influenced the content of
lipids which were deposited in the tissues of fish. The correlation of lipids to fatty acid
composition showed that by the increase in the content of lipids, the fatty acid
composition of carp meat significantly changed: the monounsaturated fatty acids
increased, with the predominant oleic acid (18:1n-9), and, at the same time, the n-3 and
n-6 polyunsaturated fatty acids decreased. It was established that the size of fish
influenced the change in the composition of fatty acids, and that the impact of growth
and increase in body weight of carp on the fatty acid composition of fish should not be
ignored. The research that is presented in this doctoral thesis have indicated the
justification for supplementary feeding of carp with extruded feed in order to improve

the quality of meat.

Key words: common carp, supplementary feed, chemical composition, regression

analysis, fatty acid composition, principal component analysis (PCA)
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1. UVOD

Saran (Cyprinus carpio) je jedna od najvise gajenih vrsta riba u svetu i dominantna
gajena vrsta u nekim evropskim zemljama. Akvakultura, kao privredna grana u Srbiji,
nije dovoljno razvijena i obuhvata samo gajenje riba u Saranskim i pastrmskim
ribnjacima. Saran je dominantna gajena vrsta u Srbiji i ¢ini preko 80% ukupno
proizvedene ribe. Proizvodnja Sarana je, uglavnom, poluintenzivna i zasniva se na
kombinaciji prirodne i dodatne hrane, zitarica i kompletne ekstrudirane ili peletirane

hrane.

Sve veca potraznja i potroS$nja ribe iz akvakulture u svetu, ali i u Srbiji, namece i
odredene zahteve u pogledu njenog kvaliteta i nutritivnih svojstava. Poslednjih nekoliko
decenija, istraZivanja ishrane riba 1 unapredenje kvaliteta hrane doprinela su
intenzivnom razvoju akvakulture i povec¢anju hranljive vrednosti gajene ribe. Koris¢enje
pouzdanih metoda i modela rasta neophodno je u razumevanju uticaja ishrane i unosa
hranljivih materija kod gajene ribe koja je znacajna za ishranu ljudi. Alometrijske i
izometrijske regresione analize preovladuju u proceni sastava mesa gajene ribe. Najveci
broj studija rasta i prou¢avanje promena hranljivih materija sa rastom riba se odnosi na
morske vrste riba, a od slatkovodnih vrsta najviSe je proucavana kalifornijska pastrmka.
Vecina istrazivanja korelacione zavisnosti masnokiselinskog sastava mesa riba od
masnokiselinskog sastava koris¢ene hrane odnose se, takode, na morske vrste riba, a od

slatkovodnih vrsta na kalifornijsku pastrmku.

Rezultati koji su, do sada, objavljeni, a koji se odnose na promene hranljivih materija u
toku rasta sarana (Cyprinus carpio) su veoma oskudni u literaturi. Iz tih razloga je, u
ovoj doktorskoj disertaciji, postavljeno za cilj da se alometrijskom i izometrijskom
analizom prouce promene hranljivih materija u toku uzgoja $arana, na dva ribnjaka, u
zavisnosti od vrste dodatne hrane (ekstrudirana hrana i kukuruz). Planirano je da se

prouci odnos izmedu proteina, lipida i vlage u mesu $arana u toku uzgoja.



Uvod

S obzirom da hrana ima najveci uticaj na sastav masnih kiselina riba, predvideno je i
proucavanje hemijskog i masnokiselinskog sastava ekstrudirane hrane i kukuruza i
njihov uticaj na nutritivni kvalitet mesa Sarana. S obzirom da je metabolizam
pojedina¢nih masnih kiselina, osim od vrste i koli¢ine hrane, pod uticajem starosti ribe,
razmatrane su promene u sastavu masnih kiselina u mesu Sarana U zavr$noj fazi uzgojne
sezone. Da bi se stekao bolji uvid u strukturu parametara kvaliteta Sarana koji su
prihranjivani sa dve vrste hrane, koris¢ena je analiza glavnih komponenti za
diferencijaciju Sarana prema nacinu gajenja, vrsti hrane i uticaju sezone. Prednost ove
metode, u odnosu na druge statistiCke metode, je u €injenici §to daje korelacione odnose
izmedu promenjivih veli¢ina, kao §to su proteini, lipidi i vlaga, zatim korelacije

pojedina¢nih masnih kiselina sa masom riba i sadrzajem lipida.

Ocekuje se da ¢e se ovim istrazivanjima dati znacajan doprinos razumevanju promena
koje se deSavaju u toku uzgoja konzumnog Sarana. Rezultati bi trebalo da omoguce
unapredenje uslova uzgoja i poveéanje nutritivne vrednosti mesa Sarana, kao
najzastupljenije vrste ribe u nacionalnoj akvakulturi. S obzirom na vaznost ishrane kod
gajenih riba, koris¢enjem kvalitetnijih dodatnih hrana omogudila bi se intenzivnija
proizvodnja Sarana i, na taj nacin, bi se pospesio dalji razvoj akvakulture u nasoj zemlji.
Osim ekonomskog efekta, ova istrazivanja bi dala znacajan doprinos naucnim
saznanjima koja se odnose na istraZivanje Sarana kao vrste ribe koja je malo

proucavana.



2. PREGLED LITERATURE

Akvakultura je najbrze rastuc¢i sektor proizvodnje visoko proteinske hrane za ljudsku
ishranu. Svetska proizvodnja ribe iz akvakulture, ukljucujuci ljuskare, mekusce 1 ostale
vodene Zzivotinje za ljudsku ishranu, dostigla je 52,5 miliona tona u 2008. godini (FAO,
2010). Za razliku od ulova iz otvorenih voda, koji je skoro prestao da raste od sredine
osamdesetih godina dvadesetog veka, u periodu od 1970. do 2008. akvakultura odrzava
prose¢nu godi$nju stopu rasta od 8,3%, Sto predstavlja tri puta brzi rast od rasta
proizvodnje mesa toplokrvnih Zivotinja u istom periodu (FAO, 2010).

U proizvodnji slatkovodne ribe, koja c¢ini 54,7% svetske proizvodnje, dominiraju
Saranske vrste (Cyprinidae), sa 20,4 miliona tona, ili 71,1% (FAO, 2010). Glavni
kontinent u proizvodnji Sarana je Azija, gde je Kina zastupljena sa 70,7% ukupne
svetske proizvodnje. Saran (Cyprinus carpio) je jedna od najvise gajenih vrsta riba i ¢ini

18% ukupne proizvodnje ciprinida u svetu (Takeuchi i dr., 2002).

U evropskoj akvakulturi proizvodnja $arana je zastupljena sa 6% (Véaradi i dr., 2011).
Ciprinide su najznacajnija gajena vrsta ribe u centralnoj i isto¢noj Evropi i doprinose sa
75% proizvodnji slatkovodne ribe. Proizvodnja Sarana se u evropskim zemljama
znacajno smanjila u odnosu na maksimalnu proizvodnju u 1990. godini od preko 402
000 tona (Varadi i dr., 2011). Proizvodnja Sarana u 2008. godini je iznosila 152 076
tona. Razlog za ovakva smanjenja su bile socijalne i ekonomske promene u centralnoj i
isto¢noj Evropi (Varadi i dr., 2011). Najveci proizvodaci Sarana u 2008. godini bile su
Ruska Federacija, Ceska, Poljska, Ukrajina, Nemacka, Madarska, Izrael, Srbija i
Francuska, koje su proizvodile oko 90% Sarana u Evropi (Huntington, 2009).

PotroSnja ribe u vec€ini evropskih zemalja zavisi od tradicije konzumiranja, klime,
socijalne strukture i ekonomske moci stanovnistva, organizacije i snabdevenosti trzista.
Potrosnja ribe i ribljih proizvoda u Evropi, prosecno, iznosi 22,2 kg po glavi stanovnika
godisnje (FAO, 2010).

Medutim, evropsko trziSte nije homogeno. Juznoevropske i zemlje severne Evrope
imaju najvecu potrosnju ribe, dok u zemljama centralne i isto¢ne Evrope potrosnja ribe

varira izmedu 3 i 16 kg po glavi stanovnika godi$nje (Huntington, 2009; Véradi i dr.,
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2011). Uzimaju¢i u obzir koli¢inu uvezene ribe, koja je u stalnom porastu, koli¢inu
proizvedene i izlovljene ribe iz ribolovnih voda, kao i ribu koja se izvozi, procenjuje se
da je realna potrosnja u Srbiji oko 7 kg ribe po glavi stanovnika (Markovi¢ i Poleksic,
2011; Markovi¢ i Poleksi¢, 2013). Potro$nja ribe nije kontinualna u toku godine.
Najvecéa je u periodu od oktobra do decembra i u vezi je sa verskom tradicijom —
slavama, kada promet ribe ¢ini i do 60% godisnje trgovine. Razlog male potro$nje ribe u
nasoj zemlji nije samo u niskoj proizvodnji, slabom ulovu, neodgovarajucoj preradi i

ponudi, nego i u nepoznavanju nutritivne vrednosti ribljeg mesa.

2.1 Saran (Cyprinus carpio)

Saran je omnivorna vrsta ribe. Njegovu glavnu prirodnu hranu ¢&ine organizmi
makrozoobentosa, kao Sto su: larve insekata (pre svega iz familije Chironomidae), gliste
(sa dominacijom Oligochaeta), mekusci i zooplanktonski organizmi. Prirodna hrana je
veoma bitna za rast Sarana, zbog bogatog sadrzaja proteina, povoljnog aminokiselinskog
sastava, vitamina, minerala i nezasi¢enih masnih kiselina, naro¢ito n-3 polinezasi¢enih
masnih kiselina (Domaizon i dr., 2000; Bogut i dr., 2007; Bogut i dr., 2010). Pored
hrane animalnog porekla, koju Saran nalazi u vodi u kojoj zivi, hrani se i mladim
izdancima i semenkama vodenih i kopnenih biljaka. Do faune dna, makrozoobentosa,
saran dolazi riju¢i mekano, muljevito dno vodenog ekosistema, ¢ime povecava
zamucenost vode, a do zooplanktona filtriraju¢i vodu branhiospinama u osnovi Skrga.
Semenke biljaka drobi sa Zzdrelnim zubima, koji mu sluze i za usitnjavanje prirodne
hrane, mekusaca, i dodatne zrnaste hrane. U cilju poveéanja prisustva prirodne hrane u
Saranskim ribnjacima proizvoda¢i primenjuju agrotehnicke mere (isusivanje, plitko
oranje, tanjiranje...) i dubrenje zemljista. Time se povecava razvoj fitoplanktonskih
organizama, a kroz lance ishrane i zooplanktonskih organizama i faune dna — prirodne
hrane Sarana. Konzumiranjem ovih organizama Saran zadovoljava najveéi deo potreba
za proteinima u poluintenzivnom sistemu gajenja baziranim na zitaricama kao dodatnoj
hrani (Markovi¢, 2010).

Proizvodnja konzumnog Sarana (od 1,5 do preko 2,5 kg) u evropskim temperaturnim

uslovima traje 2-3 godine. Najbolji rast se postize u temperaturnom opsegu vode od 20
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do 26 °C i pH vrednostima od 6,5 do 8,5 (Woynarovich, i dr., 2010; Markovi¢, 2010).
Medutim, Saran tolerie i znatno nize temperature, ¢ak i led na povrsini vode, ali i
temperature preko 28 °C (Markovi¢, 2010). Temperatura vode na kojoj $aran prestaje da
jede nalazi se u opsegu od 4 do 12 °C. Na niskim temperaturama vode, Saran viSe voli
da zivi blizu dna ribnjaka, gde je temperatura ve¢a. Medutim, iako je aktivnost Sarana i
trazenje hrane ograni¢eno u zimskom periodu, postoje istrazivanja koja ukazuju da
Saran U toku prezimljavanja uzima hranu sa dna ribnjaka: hironomide i oligohete (Bauer
i Schlott, 2004; Huet, 1986). Tolerise salinitet vode do oko 5 %o. Zenke, uglavnom,
sazrevaju u tre¢oj godini zivota, a muZzjaci u drugoj, ili tre¢oj godini. Mreste se u

prolece, kada temperatura vode prede 17 °C.

Period uzgoja (proizvodna sezona) Sarana pocinje U prolece, a zavrSava se U jesen.
Duzina sezone zavisi od broja toplih dana i varira u zavisnosti od geografskog regiona i
nadmorske visine, odnosno klimatskih uslova, ali zavisi i od konzumne veli¢ine ribe, sto
se razlikuje od zemlje do zemlje. U klimatskim uslovima centralne i isto¢ne Evrope i u
zemljama centralne Azije, proizvodnja konzumne ribe moze biti zavrSena u roku od
dve, ili tri godine (Woynarovich, i dr., 2010). U zemljama gde je sezona duza,
proizvodnja konzumne ribe (preko 1 kg telesne mase) traje dve godine, dok u zemljama
gde je sezona kraca, ili gde su konzumne mase $arana vece (poput Srbije) proizvodnja
se zavriava tokom ciklusa od tri godine. Saran se izlovljava u toku uobi¢ajene jesenje

sezone i krajem proleca ili leta, da bi se trziste u kontinuitetu snabdevalo ribom.

2.1.1 Sistemi gajenja Sarana

Saran se u ribnjacima gaji sam, u monokulturi, ili u polikulturi, zajedno sa prate¢im
vrstama kao $to su beli tolstolobik (Hypophthalmichthys molitrix), sivi tolstolobik
(Arystichthys nobilis) i beli amur (Ctenopharyngodon idella), (Horvath i dr., 1984;
Markovi¢, 2010). Prate¢e vrste riba su, Sezdesetih godina dvadesetog veka, uspesno
uvedene u evropsku akvakulturu iz Azije. S obzirom na selektivnu ishranu pratecih
vrsta, Cesto se gaje u polikulturi i time povecavaju produktivnost ribnjaka i poboljsavaju
kvalitet vode. Amur se hrani vis§im vodenim biljkama (trska, rogoz, drezga i sl.) i time

reguliSe obraslost ribnjaka. Beli tolstolobik se gaji u ribnjacima sa dosta fitoplanktona, a
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sivi tolstolobik tamo gde je dobro razvijen zooplankton. Ove vrste riba nemaju potrebe
za dodatnom ishranom. Saran je zastupljen u polikuturi najées¢e oko 50-60% (u Srbiji i
preko 80%), dok procenat pratecih vrsta riba zavisi od karakteristika samog ribnjaka,

odnosno od proizvodnih planova odgajivaca.

Saran se uzgaja i u integrisanim sistemima sa drugim poljoprivrednim aktivnostima, kao
§to su stocarstvo i biljna proizvodnja. Postoji veliko interesovanje i za organsku
proizvodnju Sarana ali, s obzirom da je prati povecanje troskova proizvodnje organske
hrane, gubici u prinosima, nedostatak zakonodavstva i kontrole, to stvara nepoverenje
izmedu proizvodaca i potrosaca, koji nisu spremni da plate vecu cenu takvog proizvoda.
U organskoj proizvodnji sarana dozvoljeno je da se koriste samo Zitarice iz organske
proizvodnje. Zbog znatno vece cene organskih Zitarica (2-3 puta) u odnosu na
konvencionalno proizvedene, organska proizvodnja Sarana teSko moze da konkurise

konvencionalnoj proizvodniji.

2.1.2 Dodatna ishrana $arana u poluintenzivnom sistemu gajenja

U zavisnosti od nacina ishrane, Saran se gaji u ekstenzivnom, poluintenzivnom i
intenzivnom sistemu. Gajenje Sarana u ekstenzivnom sistemu se bazira isklju¢ivo na
prirodnoj hrani iz ribnjaka, zbog ¢ega ima prednost u kvalitetu mesa. Medutim, zbog
malih prinosa treba analizirati ekonomsku opravdanost ekstenzivne proizvodnje $arana i
moraju da se pronalaze nova resenja da bi se povecala njegova proizvodna vrednost
(Markovi¢ i Poleksié¢, 2011; Cirkovié i dr., 2010; Varadi i dr., 2011). Poluintenzivan
sistem je dominantan oblik proizvodnje Sarana u svetu (97-98%) i bazira se na
kombinaciji prirodne i dodatne hrane. Konzumiranjem prirodne hrane iz samog ribnjaka
saran zadovoljava vec¢i deo svojih potreba za proteinima, dok energetske potrebe
zadovoljava dodatim, zrnastim ugljeno-hidratnim hranivima. Za dodatnu ishranu Sarana,
uglavnom, se koriste zitarice, ili jednostavne meSavine Zitarica, pirinCane i pSeni¢ne
mekinje, Cesto pomesane sa pogacama razlic¢itih semena uljarica (repica, soja). Sastav
ovih smesa varira. U Kini se, naj¢esce, koristi sojina sacma, susamova pogaca, repicino
brasno kao i riblje brasno, mesno, mesno- kostano i krvno brasno (Takeuchi i dr., 2002;

De Silva, 2012).
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Znacaj zitarica u ishrani zivotinja, s obzirom na nutritivhu vrednost proteina (sadrzaj,
svarljivost i sastav aminokiselina) je najcesc¢e prihvacena prema redosledu: pSenica —
tritikale — kukuruz — jeGam - raz (Viola i Arieli, 1983; Degani i dr., 1997). Medutim,
postupkom ekstrudiranja ove zitarice postaju podjednako vredne komponente hrane za
Sarana. Ispitivanja pokazuju da vrsta koriséenih Zitarica koje ulaze u sastav kompletne
hrane ne utic¢e znacajno na rast i hemijski sastav ribe (Przybyl i Mazurkiewicz, 2004).
Dodatna ishrana Zitaricama znacajno smanjuje sadrZzaj n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina u odnosu na Sarana koji se hrani isklju¢ivo prirodnom hranom iz ribnjaka
(Vachai dr., 2007; Steffens i Wirth, 2007).

Postupkom ekstrudiranja povecava se svarljivost i kvalitet proteina zitarica, svarljivost
skroba (zbog njegove Zelatinizacije), povecava se stabilnost i odrzivost pelete u vodi,
§to uti¢e na bolju iskoristljivost hrane (Takeuchi i dr., 1990). Zitarice su, kao
komponente u kompletnim smesama, veoma vazne u ishrani Sarana koji zadovoljava
znacajan deo svojih energetskih potreba iz skroba. Berlow je 2000. godine predvideo da
¢e se u 2010. godini u gajenju Sarana koristiti 50% koncentrovane hrane (De Silva,
2012). Kompletna hrana (peletirana i ekstrudirana) je sve vise zastupljena u

poluintenzivnom sistemu gajenja Sarana u Srbiji (Markovi¢, 2010).

2.1.3 Gajenje Sarana u Srbiji i perspektive razvoja

Saran se u Srbiji podeo gajiti pre vise od sto godina. Prva $aranska mlad nabavljena je
sa teritorije danaSnje Madarske. U Saranskim toplovodnim ribnjacima dominantna
gajena vrsta je Saran (Cyprinus carpio), koji ¢ini preko 80% ukupno proizvedene ribe.
Pored pratecih vrsta (beli tolstolobik, sivi tolstolobik i amur) gaje se, u manjoj meri, i
grabljivice: som (Silurus glanis) i smud (Stizostedion lucioperka), zbog regulisanja
brojnosti korovske ribe. Saranski ribnjaci su najve¢im delom locirani u ravni¢arskim
krajevima zemlje. S obzirom na potencijale neiskoris¢enih povrSina, snabdevanje
vodom i dostupnost stocne hrane, ukupna povrsina Saranskih ribnjaka u Srbiji je veoma
mala. Proizvodnja $arana u ribnjacima je, uglavnom, poluintenzivna (85% proizvedene
ribe). Najcesc¢a dodatna hraniva su zitarice: pSenica, kukuruz i jeCam. Od 2005. godine

sve prisutnije je gajenje Sarana Sa kompletnom hranom, ¢ime se znaajno povecala
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proizvodnja, od 1500 do preko 3000 kg/ha. U 2009. i 2010. godini vise od 50%
konzumnog Sarana je prihranjivano kompletnom, pre svega ekstrudiranom hranom
(Markovi¢ i Poleksi¢, 2011). Intenziviranje proizvodnje, koriS¢enjem kvalitetnijih
dodatnih hrana, omogucava razvoj akvakulture u nasoj zemlji. Povecanje proizvodnje se
moze posti¢éi smanjenjem povrSina postoje¢ih objekata na Saranskim ribnjacima, sa
sada$njih vise stotina hektara na 20 do 50 hektara, unapredenjem tehnologije i boljom
preventivhom i zdravstvenom zaStitom gajene ribe, kao i savremenim programima

selekcije Sarana, ¢ime ¢e se dobiti mlad boljih proizvodnih osobina.

2.2 Uticaj ishrane na hemijski sastav gajene ribe

Na hemijski sastav ribe uticu brojni faktori, koji se mogu klasifikovati u endogene i
egzogene. Endogeni faktori, kao $to su veliina ribe, polna zrelost, faza zivotnog
ciklusa, i egzogeni, kao §to su temperatura, salinitet vode, vrsta i koli¢ina hrane, vreme i
ucestalost hranjenja i dr. istovremeno uti¢u na sastav ribe (Shearer, 1994; Huss, 1995),

kao Sto je prikazano na slici 2.1.

Ishrana:

. -sastav hrane
E”doge”' -uCestalost
faktori hranjenja

-koli¢ina hrane
Genetski:
-velitina Hemijski sastav ribe ]
-pol < > Eg zogeni
-faza Zivotnog faktori
ciklusa
Okolina:
-temperatura
-salinitet i dr.

Slika 2.1. Faktori koji uti¢u na hemijski sastav ribe (Shearer, 1994)
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2.2.1 Uticaj endogenih faktora na hemijski sastav ribe

Endogeni faktori su povezani sa zivotnim ciklusom ribe 1 genetski su kontrolisani.
Tokom razvoja, rasta i sazrevanja riblje mladi menja se sastav tela ribe i njen hemijski
sastav. Mlad povecava svoju veli¢inu unosom hrane i ne skladisti energiju (Shearer,
1994). Sa povecanjem mase ribe, povecava se sadrzaj lipida i smanjuje sadrzaj vlage
(Fauconneau i dr., 1995; Huss, 1995). Procenat proteina u telu ribe nastavlja da raste,
kao posledica povecanja misiéne mase, dok ne dostigne stalnu vrednost od 16 do 18%
telesne mase (Shearer, 1994; Fauconneau i dr., 1995). Sa povecanjem tela ribe,
unutrasnji organi ¢ine njen manji deo. U periodu polne zrelosti, proteini i lipidi se
mobiliSu iz miSi¢a u gonade polno zrelih jedinki i stoga se povecava sadrzaj vlage u
misSi¢nom tkivu (Huss, 1995). Riba ulazi u period gladovanja zbog prirodnih, ili
fizioloskih razloga (mrest, migracija), ili zbog spoljnih faktora, kao S§to je nedostatak

hrane.
Sadrzaj proteina 1 mineralnih materija

Proteini i mineralne materije su endogeno regulisani i odredeni vrstom, genetskim
karakteristikama i veli¢inom ribe. Zbog toga njihov sadrzaj ne varira mnogo i nije ih
lako manipulisati kod gajene ribe, kao $to je slucaj sa sadrzajem lipida (Haard, 1992;
Shearer, 1994; Kaushik, 1995; Morris, 2001). Pored toga, sastav aminokiselina miSi¢a
ribe je veoma slican kod riba iz istog roda, kao i kod riba iz razli¢itih rodova (Wilson,

2002). Sadrzaj pepela u telu ribe moze biti smanjen u nedostatku esencijalnih minerala u
hrani (Schwarz, 1995).

Sadrzaj ugljenih hidrata

Sadrzaj ugljenih hidrata u ribi je veoma nizak i ¢ini manje od 0,5% telesne mase (Huss,
1995). Ugljeni hidrati su u ribi prisutni kao monosaharidi, glikogen, ili metabolicki
intermedijeri. Promene u sadrZaju lipida ili proteina u ishrani ne uti€u direktno na

sadrzaj ugljenih hidrata u mesu gajene ribe (Wilson, 1994).
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Sadrzaj lipida

U sadrzaju lipida postoje velike razlike izmedu razli¢itih vrsta riba. Masne ribe imaju
>8% lipida (npr. losos, skuSa), polumasne 4-8%, (npr. barakuda, cipal i ajkula),
niskomasne 2-4% (brancin) i suve <2% lipida (npr. bakalar, osli¢, smud). Nemasne
vrste riba deponuju lipide u jetri, dok masnije vrste riba ¢uvaju lipide u masnim
¢elijama koje su rasporedene u drugim delovima tkiva (Ackman, 1990; Huss, 1995).
Kod vecine ribljih vrsta, kao i kod veéine kiémenjaka, deponovani lipidi se sastoje od
triglicerida. Kod nemasnih vrsta riba, npr. kod bakalara, fosfolipidi ¢ine 90% od
ukupnih lipida (Huss, 1995).

Glavni sterol u misi¢ima riba je holesterol, koji Se nalazi u koli¢inama manjim od 100

mg/100 g, koje nisu mnogo vece od koli¢ina koje se nalaze u misSi¢nom tkivu sisara

(Huss, 1995).
Sadrzaj vlage

Varijacije u procentu masti kod riba se odrazavaju na procenat vlage, jer mast i vlaga,
obi¢no, ¢ine oko 80% fileta ribe. Sadrzaj vlage u ribi se lako modifikuje promenom u

ishrani i, generalno, opada sa pove¢anjem masti u telu ribe.

2.2.2 Uticaj egzogenih faktora na hemijski sastav ribe

Sadrzaj lipida u mesu ribe u direktnoj je vezi sa nac¢inom ishrane. Veéi sadrzaj lipida
ima gajena riba, jer je sadrzaj lipida kod riba iz otvorenih voda pod uticajem vrste i
dostupnosti hrane iz vodene sredine (Grigorakis i dr., 2002; Orban i dr., 2003). S
obzirom da je ishrana, odnosno sastav hrane, najvazniji faktor koji utice na hemijski
sastav ribe, izborom uslova gajenja uzgajiva¢i ribe mogu uticati na kvalitet mesa
(Haard, 1992; Huss, 1995; Rasmussen, 2001). Vrsta i koli¢ina hrane, kao i vreme i
ucCestalost hranjenja, uti¢u na povecanje brzine rasta ribe. Ostali faktori, kao §to su
temperatura, kretanje ribe, davanje steroida, indirektno stimuliSu ishranu i stoga i
sadrzaj masti (Viola i dr., 1992). Povecanjem koli¢ina lipida u hrani, kod nekih vrsta
riba poboljsava se rast i povecava se skladistenje lipida (Shearer, 1994). Saran, za

razliku od pastrmke, ne moze da koristi velike koli¢ine lipida iz hrane. Zbog toga, sa

10



Pregled literature

povecanjem koli¢ine hrane, koja ima visok sadrzaj lipida, i ucestalosti hranjenja

smanjuje se svarljivost hrane kod sarana (YYamamoto i dr., 2007).

Lipidi se mogu akumulirati u ribi, ne samo kao posledica unosa lipida ishranom, nego i
zbog lipogeneze koja nastaje iz proteina i ugljenih hidrata hrane. Zbog toga je veoma
teSko izolovali pojedinac¢ne efekte proteina, masti, ili ugljenih hidrata iz hrane na
hemijski sastav mesa ribe. Uobicajeno je da se razmotri uticaj energije, ili odnos
proteina i energije, u hrani na sastav mesa ribe. Davanje visoko energetske hrane u cilju
stimulacije rasta i skra¢ivanja vremena uzgoja uti¢e na povecanje sadrzaja masti, dok

sadrzaj proteina u mesu ostaje nepromenjen (Kaushik, 1995; Fauconneau i dr., 1995).

Promene u hemijskom sastavu, koje su u vezi sa veli¢inom i staro$¢u ribe i1 uslovima
gajenja, su veoma vazne u proceni kvaliteta ribe (Fauconneau i dr., 1995). Koli¢ina
proteina i pepela zavise od veli¢ine ribe i zivotnog ciklusa ribe. Sadrzaj lipida se
povecava sa veli¢inom ribe, a Koli¢ina vlage i lipida su inverzno povezane (Shearer,
1994).

2.3 Struktura i nomenklatura masnih kiselina

Struktura masnih kiselina je odredena na osnovu duzine lanca (broja C atoma), stepena

nezasicenja (broja dvostrukih veza) i polozaja dvostruke veze.

U skladu sa nomenklaturom Medunarodne unije za Cistu i primenjenu hemiju (IUPAC -
International Union of Pure and Applied Chemistry), masne kiseline su sistematske
nazive dobile prema zasi¢enom ugljovodoniku, kao najduzem nizu koji sadrzi
karboksilnu grupu, sa nastavkom -ska kiselina (IUPAC, 1978). Brojanje lanca pocinje
od ugljenikovog atoma karboksilne grupe, a geometrijski polozaj dvostruke veze se
oznacava sa cis ili trans. Na slici 2.2 prikazana je struktura cis-9,cis-12,cis-15-
oktadekatrienske kiseline (linolenska kiselina). Sistematsko ime oktadeka - oznacava
broj C atoma (18), sufiks trien oznacava tri dvostruke veze koje se nalaze u cis polozaju
na 9, 12 i 15 ugljenikovom atomu od karboksilne grupe. Mada IUPAC nomenklatura
nesumnjivo opisuje hemijsku strukturu, imena masnih kiselina su dugacka, pa je

uobicajeno da se u naucnoj literaturi koriste trivijalna imena, ili skracene oznake, kao
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Sto je 16:0, gde 16 oznacava broj C atoma. 14:0 i 16:0 su zasi¢ene masne kiseline sa 14,
odnosno 16 C atoma bez dvostrukih veza (:0).

Nomenklatura koja se koristi u oznacavanju polozaja dvostruke veze od metil (-CHz)
kraja lanca (n), definise razli¢ite metabolicke serije, kao §to su n-9, n-6 i n-3 (dvostruke
veze se nalaze na devetom, Sestom i trecem C atomu). Na slici 2.2, na kojoj je prikazana
struktura linolenske kiseline, 18:3n-3 oznacava masnu kiselinu sa 18 C atoma i tri
dvostruke veze (:3). Prva dvostruka veza nalazi se na trecem C atomu (n-3) od metil
grupe sa kraja lanca, a polozaj ostalih dvostrukih veza definisan je u celoj strukturi jer

su dvostruke veze razdvojene metilenskom (-CH»-) grupom.

n 3 6 9
— — — COOH
18 15 12 9 1

Slika 2.2. Struktura linolenske kiseline (18:3n-3)
cis-9, cis-12, cis-15 - oktadekatrienska kiselina

Trivijalna imena nekih masnih Kkiselina, kao §to su palmitinska (16:0), oleinska (18:1n-
9) i linolenska kiselina (18:3n-3), ukazuju na njihovo poreklo (palmino, maslinovo i
laneno ulje). Formalnija, grcko-latinska, imena kao sto su eikozapentaenska (20:5n-3) i
dokozaheksaenska (22:6n-3), ukazuju na broj C atoma (20, 22) i broj dvostrukih veza (5
i 6).

2.3.1 Zasic¢ene masne kiseline

Najvise zastupljene zasicene masne kiseline u tkivu zivotinja su 14:0, 16:0 i 18:0.
Fosfolipidi, od masnih kiselina, sadrze znacajne koli¢ine 16:0,18:0 i, u manjoj meri,
20:0. U tabeli 2.1 date su najcesce zastupljene zasi¢ene masne kiseline u mastima i
uljima koje sadrze namirnice. Struktura zasi¢enih masnih kiselina je prikazana na slici

2.3.
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Tabela 2.1. Nomenklatura zasi¢enih masnih kiselina

Trivijalno ime Sistematsko ime Skrac¢eno ime
buterna butanska 4:0
kapronska heksanska 6:0
kaprilna oktanska 8:0
kaprinska dekanska 10:0
laurinska dodekanska 12:0
miristinska tetradekanska 14:0
palmitinska heksadekanska 16:0
stearinska oktadekanska 18:0
arahidska eikozanska 20:0
lignocerinska tetrakozanska 24:0

C Ha(CHz)1sCOOH

e e S e e o COON

Palmitinska kiselina

Slika 2.3. Struktura zasi¢enih masnih kiselina

2.3.2 Mononezasi¢ene masne Kiseline

U fosfolipidima, od mononezasi¢enih masnih kiselina, najvise su zastupljene 16:1, 18:1,
I, u manjoj meri, 20:1. U mnogim trigliceridima su zastupljene gadoleinska (20:1n-9) i
ketoleinska (22:1n-11) kiselina, koje potic¢u iz zooplanktona (Sargent i dr., 1989). U
mnogim vrstama bakterija cis - 11 - oktadecenska (18:1n-7) je glavna mononezasi¢ena
masna Kiselina. Kod prezivara, kao sporedni proizvod biohidrogenacije, je prisutna
18:1trans-11 masna kiselina. U tabeli 2.2 date su najc¢esce zastupljene mononezasi¢ene

masne kiseline. Njihova struktura je prikazana na slici 2.4.
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Tabela 2.2. Nomenklatura mononezasi¢enih masnih kiselina

Trivijalno ime Sistematsko ime Skrac¢eno ime
palmitoleinska cis-9 - heksadecenska 16:1n-7
oleinska cis-9 - oktadecenska 18:1n-9

cis - vascenska cis-11 - oktadecenska 18:1n-7
gadoleinska cis-9 - eikozenska 20:1n-11
gondoinska cis-11 - eikozenska 20:1n-9
erucna (eruka) cis-13 - dokozenska 22:1n-9
nervonska cis-15 - tetrakozenska 24:1n-9

CHa(CHz)-CH=CH(CH2);COOH
c

Oleinska kiselina

Slika 2.4. Struktura mononezasi¢enih masnih kiselina

2.3.3 Polinezasi¢ene masne kiseline

Kod polinezasi¢cenih masnih kiselina dvostruke veze imaju cis diensku strukturu i
razdvojene su metilenskom grupom -CH,- (slike 2.5 i 2.6). n-sistem oznac¢avanja je od
velike vaznosti jer biljni i zivotinjski lipidi sadrze familije masnih kiselina sa slicnom
terminalnom strukturom, ali razli¢itom duzinom lanca jer su nastale elongacijom ili beta
oksidacijom od svojih prekursora. U popularnoj literaturi n-6 i n-3 masne kiseline se
cesto oznacavaju sa omega, ali takvo oznacavanje IUPAC ne preporucuje (IUPAC-
IUB, 1978). U tabeli 2.3 date su najvaznije n-6, a u tabeli 2.4 najvaznije n-3

polinezasi¢ene masne kiseline u mastima i uljima koje sadrze namirnice.
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Tabela 2.3. Nomenklatura n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina

Trivijalno ime Sistematsko ime Skrac¢eno ime
linolna cis-9, cis-12 - oktadekadienska 18:2n-6 (LA)

vy - linolenska cis-6, cis-9, cis-12 - oktadekatrienska  18:3n-6 (GLA)
dihomo - y linolenska  cis-8, cis-11, cis-14 - eikozatrienska 20:3n-6 (DHGLA)
arahidonska cis-b, cis-8, cis-11, cis-14 20:4n-6 (AA)

- eikozatetraenska

Tabela 2.4. Nomenklatura n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina

Trivijalno ime Sistematsko ime Skra¢eno ime

a - linolenska cis-9, cis-12, cis-15 - oktadekatrienska 18:3n-3 (ALA)

stearidonska cis-6, cis-9, cis-12, cis-15 18:4n-3 (SDA)
- oktadekatetraenska

eikozapentaenska  cis-5, cis-8, cis-11, cis-14, cis-17 20:5n-3 (EPA)
- eikozapentaenska

dokozapentaenska  cis-7, cis-10, cis-13, cis-16, cis-19 22:5n-3 (DPA)
- dokozapentaenska

dokozaheksaenska  cis-4, cis-7, cis-10, cis-13, cis-16, cis-19  22:6n-3 (DHA)
- dokozaheksaenska

Morski organizmi, a narocito alge, sadrze polinezasi¢ene masne kiseline sa 16 C atoma i
2-4 dvostruke veze, 18 C atoma sa 2-5, 20 C atoma sa 2-5 i 22 C atoma sa 2-6
dvostrukih veza. Ove polinezasi¢ene masne kiseline su, uglavnom, n-3 serije, mada
mogu biti i n-6 serije. Linolna kiselina je najvise zastupljena od n-6 masnih kiselina i
njena koli¢ina u tkivu zivotinja zavisi od ishrane. Ostale n-6 masne kiseline, kao §to su
18:3n-6, 20:2n-6 i 20:3n-6, su prisutne u tkivu zivotinja u neznatnim koli¢inama od 1 do
2%. Arahidonska kiselina je najvazniji metabolit linolne kiseline. Cesto je
najzastupljenija polinezasi¢cena masna kiselina u fosfolipidima i ima vaznu ulogu u
¢elijskim membranama (Christie, 2012).

n-3 masne kiseline, kao $to su 18:3n-3 1 20:3n-3, su prisutne u fosfolipidima animalnih
tkiva i retko prelaze 1%. 20:5n-3 je jedna od najvaznijih masnih kiselina n-3 familije.
Pojavljuje se u algama i vazan je konstituent fosfolipida u misi¢nom tkivu ribe.

Masna kiselina 22:5n-3 je malo proucavana. Vazan je konstituent ribljeg ulja i

uobicajeno je prisutna u fosfolipidima, u koli¢ini 2 - 5%, a poznato je da se moze
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konvertovati u 20:5n-3 masnu kiselinu. Medutim, desaturacija u 22:6n-3 se ne desava u
ribi, koja je najvaznija masna Kiselina u fosfolipidima u tkivu riba (Christie, 2012).

Medutim, glavne polinezasiCene masne Kkiseline koje se razmatraju u ribama su
arahidonska (20:4n-6), linolna (18:2n-6), EPA (20:5n-3) i DHA (22:6n-3), sa njihovim
prekursorom linolenskom kiselinom (18:3n-3), (Slike 2.5 i 2.6). Visoko nezasi¢ene
(HUFA, highly unsaturated fatty acids) su masne kiseline sa 20 i vise C atoma, sa tri i

viSe dvostrukih veza.

o e e e T e e T L OOH

Linolna kiselina

Arahidonska kiselina

Slika 2.5. Struktura n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina

== == COOH = — =

Eikozapentaenska kiselina Dokozaheksaenska kiselina

a-Linolenska kiselina

Slika 2.6. Struktura n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina
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2.4 Uloga lipida — metabolizam i biosinteza masnih kiselina

Kada se razmatraju potrebe riba za lipidima, korisno je razmotriti potrebe riba za
masnim kiselinama koje su njihov sastavni deo. Masti i ulja se sastoje od smese estara
glicerola i masnih kiselina (triacilglicerola). Triacilgliceroli se najéesc¢e sastoje od dve
ili tri razliCite masne kiseline koje su esterifikovane u sn-1, sn-2 i/ili sn-3 polozaju L -
glicerola (Slika 2.7). U molekulu triacilglicerola jedna masna kiselina moze da se
esterifikuje u sva tri polozaja glicerola, kao $to je, na primer, triolein, sa oleinskom
kiselinom u sn-1, sn-2 i sn-3 polozaju, ili u dva polozaja, npr. dioleomonopalmitoil
glicerol. Generalno, zasi¢ene i mononezasi¢ene masne kiseline se vezuju u sn-1 i sn-3,
dok polinezasi¢ene u sn-2 polozaju (Christie, 2011). Medutim, postoje izuzeci od ovog

pravila.

H
|
H—C-0OCR' sn-1 polozaj

sn -2 poloZaj R'CODwC=H

H —[F— OOCR™ sn - 3 polozaj
H

Slika 2.7. Fiserova formula triacil-sn-glicerola

Glavna uloga lipida je snabdevanje organizma metabolickom energijom u obliku
adenozin-trifosfata (ATP), koji nastaje p - oksidacijom masnih kiselina (Sargent i dr.,
1989; Froyland i dr., 2000). Lipidi su rezervne energetske materije, prioritetni su izvor
metabolicke energije za rast, reprodukciju i kretanje, naroc¢ito morskih riba, sto dokazuje
i velika kolicina lipida kod haringe. S obzirom da je riblje ulje glavni izvor lipida u
kompletnoj hrani za morske ribe, masne kiseline koje su dominantni izvor metabolicke
energije su 16:0 i 18:1n-9, jer se konzumiraju u velikim koli¢inama tokom rasta, zatim
20:1n-9, 22:1n-11 i n-3 polinezasicene masne kiseline narocito, 20:5n-3 i 22:6n-3.
Morske ribe tzv. severnih voda karakterise visok sadrzaj mononezasi¢enih masnih
kiselina 20:1n-9 i 22:1n-9 koje poticu iz zooplanktona koji su vazni u ishrani morskih

riba. Odnos esencijalnih masnih kiselina EPA:DHA kod morskih riba je 1-1.5. Sa druge
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strane, morske ribe juzne hemisfere imaju manji sadrzaj 20:1 i 22:1 i veci sadrzaj n-3
polinezasi¢enih masnih kiselina, sa odnosom EPA:DHA do 2. lzuzetak je tuna, koja ima
ve¢i sadrzaj DHA i odnos DHA:EPA moze biti 7,4-11,3 (Medina i dr., 1995).
Dominantne zasi¢ene masne kiseline u ulju riba su 16:0 i 18:0, a prisutne su i znatne
kolicine mononezasic¢ene 18:1n-9 masne kiseline.

Masne kiseline 6:0, 8:0, 10:0, kao potencijalni izvori energije, nemaju bitnu ulogu i
ishrana ovim masnim Kiselinama nema uticaja na masnokiselinski sastav tkiva riba.
Naprotiv, one mogu i da uticu na smanjenje unosa hrane i apsorpciju dugolancanih
polinezasi¢enih masnih kiselina (Fontagne i dr., 2000a; Fontagne i dr., 2000b; Rgsja i
dr., 2000).

2.4.1 Biosinteza zasi¢enih masnih Kkiselina

Lipogeneza je proces biosinteze novih endogenih lipida i odvija se u jetri. Delovanjem
enzima (sintaza masnih kiselina), na acetil-CoA (acetil koenzim A), koji je prekursor
svih ugljenikovih atoma u masnim kiselinama, nastaju masne kiseline 16:0 i 18:0, koje
mogu da se biosintetisu de novo u svim organizmima, pa i u ribi (Sargent i dr., 1989).
Sa poveéanjem temperature, delovanjem enzima, dolazi do povecanja koli¢ina zasi¢enih
masnih kiselina. Na taj nacin, ribe su sposobne da se, procesom biosinteze masnih
kiselina, vrlo brzo prilagode temperaturnim uslovima, S§to je veoma bitno za

prezivljavanje.

Kod ishrane bogate proteinima koji imaju manji sadrzaj ugljenih hidrata pojedine
aminokiseline su prioritetan izvor ugljenika za sintezu masnih kiselina lipogenezom.
Ishrana sa ve¢im udelom lipida u odnosu na proteine smanjuje aktivnost lipogenih
enzima, odnosno lipidi koji su prisutni u hrani suzbijaju lipogenezu (Shimeno i dr.,
1995). Ishrana bogata ugljenim hidratima, a manjom koli¢inom lipida, povecava

lipogenezu iz glukoze (Brauge i dr., 1995).

2.4.2 Biosinteza mononezasi¢enih masnih kiselina

Ribe, kao i ostali ki¢menjaci, su sposobne da desaturisu 16:0 u 16:1n-7 i 18:0 u 18:1n-9,

Sto je od fizioloSke vaznosti jer nastale mononezasi¢ene masne kiseline imaju nizu tacku
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topljenja nego njihovi zasi¢eni prekursori. Na taj nacin, enzimi A9 desaturaze, regulisu
fluidnost ¢elijskih membrana u fosfolipidima. Manje prou¢avan je nacin na koji masne
kiseline 16:1n-7 i, naro¢ito, 18:1n-9 dalje produzavaju svoj lanac i prelaze u vise
homologe, 18:1n-7, 20:1n-9, 22:1n-9 i 24:1n-9.

2.4.3 Biosinteza polinezasi¢enih masnih kiselina

Svi ki¢menjaci, ukljucujuci i ribe, ne mogu da sintetiSu masne kiseline 18:2n-6 i 18:3n-
3 iz 18:1n-9 zbog nedostatka enzima A12 i Al5 desaturaza (Tocher, 2003), i stoga su
18:2n-6 i 18:3n-3 esencijalne masne kiseline u njihovoj ishrani. Ribe mogu da
desaturiSu i elongiraju 18:2n-6 i 18:3n-3 u fizioloski esencijalne masne kiseline 20:4n-6,
20:5n-3 i 22:6n-3, $to zavisi od relativne aktivnosti enzima A6 i A5 desaturaza i
elongaza (slika 2.8). Zbog obilja 20:5n-3 i 22:6n-3 masnih kiselina u njihovoj ishrani,
morske ribe imaju, za razliku od slatkovodnih riba, slabiju aktivnost ovih enzima
(Steffens, 1997; Tocher, 2003).

18:0
A9
A6 elong A5
18:10-9 —» 18:2n-0 — 20:2n-9 — 20-3n-9 22:50-6
Al2 short
A6 elong A5 elong clong A6

18:20-6 —» 18:30-6 — 20306 —P 20:4n-6~—P 22:4n-6—P 24:4n-6—P 24:50-6

AlS
A6 elong A5 clong elong A6*
18.3n-3 —9 18:40-3 — 20:40-3 —» 20:50-3 = 22:50-3 =P 24:5n-3 —P 24:60-3
short
piE

Slika 2.8. Shema biosinteze C20 i C22 polinezasi¢enih masnih kiselina iz n-3, n-6 i n-9
C18 prekursora. A5, A6, A6*, A9, Al2, A15 - desaturaze masnih kiselina; elong -
elongaze masnih kiselina; short - skrac¢enje lanca (Tocher, 2003).
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Potrebe riba za esencijalnim masnim kiselinama su, zbog toga, u odredenoj meri, u vezi
sa sposobno$¢u riba da metabolicki modifikuju ove masne Kiseline. Slatkovodne ribe
imaju potrebe za linolnom (18:2n-6) ili linolenskom kiselinom (18:3n-3), ili obe (npr.
saran, tilapija), dok morske ribe imaju potrebe za EPA i DHA. (NRC, 2011). Najveéi
pokazatelji deficitarnosti esencijalnih masnih kiselina su promene na kozi ribe,
miokarditis, sporiji rast, smanjena efikasnost hrane i smrtnost (Takeuchi i Watanabe,
1977; Takeuchi, 1996). Pokazatelj deficitarnosti esencijalnih masnih Kkiselina je
desaturacija i elongacija oleinske kiseline u 20:3n-9, koja se u povecanoj koncentraciji
moze naci u ribi (Farkas i dr., 1977; Csengeri, 1996). Esencijalne masne kiseline, kao

komponente fosfolipida, imaju vaznu ulogu u mnogim metaboli¢kim funkcijama.

2.4.4 Uloga masnih kiselina i holesterola u éelijskim membranama

Ribe nemaju konstantu telesnu temperaturu, ve¢ se prilagodavaju stalnim promenama
temperature okoline kako bi obezbedile odgovarajuce fizicko-hemijske osobine svojih
Celijskih membrana. Fosfolipidi su glavni konstituenti lipida celijskih membrana i
omogucavaju da povr§ina membrana bude hidrofobna, ili hidrofilna, u zavisnosti od
orjentacije masnih Kkiselina u intra- ili ekstracelularnim prostorima. Fosfolipidi,

uglavnom, sadrze 16:0, 18:0, DHA i EPA masne kiseline.

Sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina u ukupnim lipidima 1 fosfolipidima je ve¢i u
tkivu ribe koja se prilagodila hladnijoj sredini, odnosno u zimskom periodu, nego u
tkivu ribe u toplijoj sredini (Farkas i Csengeri, 1976; Farkas i dr., 2000). Razlog tome je
u dinjenici da sa smanjenjem temperature, enzimskim procesom elongacije i
desaturacije lanca linolne i linolenske kiseline, dolazi do nastajanja i akumulacije
dugolancanih polinezasi¢enih masnih kiselina.

Sa povecanjem temperature, delovanjem enzima sintaza masnih kiselina, dolazi do
povecanja koli¢ina zasi¢enih masnih kiselina. Visoko nezasicene masne kiseline imaju
vrlo nisku tacku topljenja, Sto povecava fluidnost Celijskih membrana, dok zasi¢ene
masne Kiseline imaju mnogo vecu tacku topljenja, §to dovodi do smanjenja njene
fluidnosti. DHA je, narocito, vazna u bioloskim sistemima, jer ima najduzi lanac C

atoma i najvise je nezasi¢ena masna kiselina (Sest dvostrukih veza). Utvrden je uticaj n-
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3 polinezasi¢enih masnih kiselina iz hrane na poboljsanje fluidnosti membrana, $to
povecava toleranciju ribe na hladnije uslove okoline (Kelly i Kohler, 1999).

Holesterol je najvazniji sterol, i ima ulogu da dovede do ¢vrs¢eg pakovanja fosfolipida
I, na taj nacin, uti¢e na fluidnost membrana, (Ohvo - Rekila i dr., 2002). Holesterol i
nezasi¢ene masne Kkiseline su vazni faktori u kontrolisanju fluidnosti membrana.
Prilagodavanje ribe na hladnije temperaturne uslove ima za posledicu smanjenje
sadrzaja holesterola (Hazel i Williams, 1990; Yeagle, 1985).

2.5 Uticaj ishrane na sastav masnih kiselina ribe

Sadrzaj lipida i sastav masnih kiselina ribe variraju unutar iste vrste i izmedu vrsta, a
mnogobrojni faktori dodatno doprinose ovim varijacijama (Vandeputte i dr., 2008;
Haliloglu i Aras, 2002). Brojna istrazivanja ukazuju da masnokiselinski sastav hrane
bitno uti¢e na sastav masnih kiselina u mesu ribe (Caballero i dr., 2002; Steffens i
Wirth, 2007; Jobling i dr., 2008; Bergstrom, 1989). Na sastav masnih kiselina mogu da
uticu i faktori zivotne sredine, kao $to je temperatura, kvalitet vode, sezona (Tocher i
Sargent, 1990; Geri i dr., 1995b; Rasoarahona i dr., 2004; Guler i dr., 2008), zatim
veli¢ina i starost zivotinje (Kiessling i dr., 2001).

2.5.1 Sastav masnih Kkiselina gajene ribe i ribe otvorenih voda

Generalno, gajena riba ima vece koli¢ine masti nego riba iz otvorenih voda. Ribu iz
otvorenih voda karakterise veci sadrzaj n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina i veéi odnos
n-3/n-6 masnih kiselina (Steffens, 1997). Lipidi morske ribe imaju manji sadrzaj linolne
i linolenske kiseline (18:3n-3), medutim, sadrze vise n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina. Morske ribe konzumiraju alge (fitoplankton) koje su bogate u EPA (20:5n-3) i
DHA (22:6n-3), ili manje ribe, mekusce i rakove, koji se hrane algama (Steffens, 1997).
Slatkovodne ribe, medutim, imaju veci sadrzaj n-6 masnih kiselina, linolne (18:2n-6) i
arahidonske (20:4n-6, AA) i, stoga, razli¢it sastav masnih kiselina, jer se hrane
slatkovodnim algama, ljuskarima i larvama vodenih insekata koji su bogati 18:2n-6,
18:3n-3 i EPA (Steffens, 1997).
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Uticaj ishrane na sastav masnih kiselina u tkivu ribe je ispitano za brojne gajene i divlje
vrste (Bergstrom, 1989; Haard, 1992; Shearer, 1994; Sérot i dr., 1998; Alasalvar i dr.,
2002; Grigorakis i dr., 2002). Riblje ulje se, najées¢e, koristi kao komponenta hrane za
ishranu gajenih riba, zbog palatabilnosti, ali, $to je najvaznije, i zbog sastava masnih
kiselina. Velike koli¢ine n-3 masnih kiselina koje su prisutne u ribljem ulju uticu na
sastav masnih kiselina miSi¢nog tkiva ribe i time povecavaju njenu nutritivnu vrednost
(Haard, 1992; Rasmussen, 2001; Steffens, 1997; Sérot i dr., 1998). Riblje ulje je vazna
komponenta hrane u ishrani lososa (25%) i pastrmke (17,5%) i oko 65% proizvedenog
ribljeg ulja koristi se u akvakulturi ove dve vrste riba (Huntington i Hasan, 2009).
Cyprinidae zahtevaju manje koli¢ine ribljeg ulja, 1-2%. Hrana bogatija n-3
polinezasi¢enim masnim kiselinama, pri istim uslovima uzgoja, znacajno uti¢e na

povecéanje n-3/n-6 odnosa u tkivu ribe.

Poredenje sastava masnih kiselina koris¢enjem multivariantne analize podataka i
linearne regresije pokazala su da se sastav masnih kiselina u miSi¢nom tkivu riba
hranjenih razli¢itim vrstama hrane jasno razlikuje i veoma je slian sa masnim
kiselinama zastupljenim u hrani (Barrado i dr., 2003). Takode, gajena riba se razlikuje
od riba iz otvorenih voda, zbog nacina ishrane, a utvrdene su i sezonske razlike

(Rosenlund i dr., 2001; Rasoarahona i dr., 2004; Jensen i dr., 2007).

2.5.2 Uticaj ishrane bazirane na uljima biljnog porekla na sastav

masnih kiselina

Sastav masnih kiselina ulja biljnog porekla razlikuje se od ribljeg ulja i, shodno tome,
uti¢e na sastav masnih kiselina u tkivu ribe, pre svega, smanjuje se koli¢ina n-3 masnih
kiselina. Gajenu ribu, u ¢ijoj su ishrani dodata ulja biljnog porekla, karakteriSe veci
sadrzaj oleinske (18:1n-9) i linolne (18:2n-6) kiseline, zbog njihove vece zastupljenosti
u biljnim uljima. Sojino, suncokretovo i repi¢ino ulje se Cesto koriste kao komponenta
hrane za ribu i posebno su bogate ovim masnim kiselinama (Turchini i dr., 2009;
Rosenlund i dr., 2001; Menoyo i dr., 2007).

22



Pregled literature

Laneno ulje je bogato linolenskom (18:3n-3) kiselinom. Ishrana ribe sa lanenim uljem,
kao izvorom lipida, dovodi do povecavanja sadrzaja n-3 masnih kiselina u mesu ribe i
povecavnja odnosa n-3/n-6 masnih kiselina (Menoyo i dr., 2007).

Ispitivanja delimi¢ne zamene ribljeg ulja u ishrani riba sa biljnim uljima pokazala su da
ishrana biljnim uljima nema uticaja na rast ribe, svarljivost lipida, konverziju hrane, ali
dolazi do histoloskih promena kao posledica uticaja lipida iz hrane na transport i
metabolizam masti u ribi (Caballero i dr., 2002). Kod morskih vrsta riba potpuna
zamena ribljeg ulja u hrani sa uljima biljnog porekla znac¢ajno smanjuje rast ribe, zbog
potreba ribe za esencijalnim masnim kiselinama EPA i DHA (Montero i dr., 2008;
Berge i dr., 2009). Takode, istrazivanja ukazuju i na negativne uticaje ishrane bazirane
na biljnim uljima na imuni sistem riba (Fracalossi i Lowell, 1994; Kiron i dr., 1995;
Montero i dr., 2008).

Brojna ispitivanja ukazuju da, u cilju poboljsanja kvaliteta ribe ¢ija se ishrana bazira na
biljnim uljima, sastav masnih kiselina moze da se menja nekoliko nedelja pre izlova
koris§¢enjem hrane koja sadrzi riblje ulje (Bell i dr., 2003; Glencross i dr., 2003;
Izquierdo i dr., 2005).

Medutim, tesko je predvideti sastav masnih kiselina ribe na osnovu sastava komponenti
hrane, zbog toga §to su masne kiseline pod razli¢itim metaboli¢kim uticajima, kao $to
su inkorporiranje (Linares i Henderson, 1991), B-oksidacija (Kiessling i Kiessling,
1993), lipogenska aktivnost, ili procesi elongacije i desaturacije masnih Kkiselina
(Henderson i Sargent, 1985).

Takode, veoma je teSko predvideti vreme koje je potrebno da se postigne relativno
stabilan masnokiselinski sastav ribe hranjene odredenom vrstom hrane. To bi moglo da
bude relativno kratak (Skonberg i dr., 1994), ili duzi vremenski period (Tidwell i
Robinette, 1990). Uticaj hrane na sastav masnih kiselina kod riblje mladi ribe je moguce
postic¢i u relativno kratkom vremenskom periodu zbog brzog rasta ribe (Jobling i dr.,
2008). U slucaju velikih riba, zbog male relativne mase prirasta, pocetni sastav masnih
kiselina ¢e i dalje imati snazan uticaj na njihov konac¢ni sastav. Stoga je bitno da se,
menjajuci masnokiselinski sastav hrane, prate promene sastava masnih kiselina ribe

imajuci u vidu unos hrane, povecanje mase ribe i trajanje ishrane.
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2.5.3 Uticaj ishrane na metabolizam masnih kiselina kod §arana

Postoji nekoliko istrazivanja o uticaju ishrane na metabolizam masnih kiselina u
lipidima $arana i o potrebi Sarana za esencijalnim masnim kiselinama. Ova ispitivanja
su najvise radena u Japanu i Madarskoj (Watanabe i dr., 1975; Takeuchi i Watanabe,
1977; Farkas i Csengeri, 1976; Farkas i dr., 1977; Farkas i dr., 1978; Farkas i dr., 1980;
Takeuchi i dr., 1987; Csengeri, 1996).

Farkas i Csengeri (1976) su ispitali metabolicke promene masnih kiselina u jetri i
misi¢nom tkivu Sarana u zavisnosti od temperature okoline. Sa radioaktivno obelezenim
14C acetatom ispitana je inkorporacija masnih kiselina u fosfolipide i trigliceride jetre
Sarana u toplijem (22 °C) i hladnijem periodu (5 °C). U ukupnim lipidima i
fosfolipidima su vise bile zastupljene 20:4n-6 i 22:6n-3 kod riba koje su se adaptirale
hladnim temperaturnim uslovima nego toplim. Sadrzaj 16:0 se smanjio za 50%, dok se,

suprotno tome, sadrzaj 18:0 povecao. Koli¢ina 18:1n-9 se nije znacajno promenila.

Farkas i dr. (1977) su ispitali uticaj ishrane sa razli¢itim udelom 18:3n-3 u hrani na
deficitarnost esencijalnih masnih kiselina u lipidima Sarana. Rezultati su pokazali da je
sadrzaj oleinske kiseline u trigliceridima misi¢nog tkiva ribe bio u inverznoj korelaciji
sa sadrzajem linolenske kiseline u hrani. Stvaranje 20:3n-9 je bilo u korelaciji sa
oleinskom kiselinom kao njenim prekursorom i u vezi sa smanjivanjem 20:3n-3 i 22:6n-
3. Utvrdeno je da sadrzaj 22:6n-3 u ribi zavisi od koncentracije linolenske kiseline u
hrani. S obzirom da je kukuruz deficitaran u 18:3n-3, DHA je bila najmanje zastupljena
u lipidima Sarana hranjenih kukuruzom. Odnos 20:3n-9 i 22:6n-3 moze da se koristi kao
pokazatelj deficitarnosti esencijalnih masnih kiselina u ribi (Watanabe i dr., 1975). U
saranima koji su hranjeni kukuruzom utvrdena je intenzivna elongacija i desaturacija
18:2n-6 i pretvaranje u 20:4n-6 i 22:5n-6. Ova istrazivanja su pokazala da linolna
kiselina ne moze da zameni linolensku kiselinu i da spreci stvaranje 20:3n-9 (Farkas i

dr., 1977).

Ispitivanja su pokazala da ishrana Sarana sa hranom bogatom ugljenim hidratima i
niskim sadrzajem masti (ishrana sa kukuruzom i psenicom) dovodi do visokog stepena

biosinteze masnih kiselina (Farkas i dr., 1978). Glavni proizvod biosinteze su masne
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kiseline 16:0 i 18:1n-9. Rezultati su pokazali da je potrebno 1% linolenske kiseline u
hrani da odrzi lipogenezu na niskom nivou i da spreci hiperprodukciju oleinske kiseline

kod Sarana.

Saran najbolji prirast i iskori§éenje hrane postize ukoliko hrana sadrzi 1% linolne i 1%
linolenske kiseline (Watanabe i dr., 1975; Takeuchi i Watanabe, 1977; Takeuchi, 1996).
Linolenska kiselina u hrani moze se zameniti sa 0,5-1% EPA i DHA. Watanabe i dr.
(1975) su ustanovili da Saran ima naglasene potrebe za esencijalnim masnim kiselinama

n-3 serije, ali da je manje osetljiv na njihov nedostatak nego ribe iz grupe salmonida.

Farkas i dr. (1980) ispitali su deponovanje masnih kiselina u Saranu Kkoji je hranjen
hranom sa razli¢itim sadrzajem lipida i1 razli¢itim udelom linolenske kiseline.
Linolenska kiselina se deponovala u trigliceridima ali ne i u fosfolipidima. Medutim,
formiranje 22:6n-3 u fosfolipidima je bilo u vezi sa koli¢inom 18:3n-3 u hrani. Ova
istrazivanja su veoma znac¢ajna za prilagodavanje ribe, zimi, na niske temperature i zbog
saznanja o doprinosu formirane 22:6n-3 fluidnosti membrana. Saran koji je deficitaran u
esencijalnim masnim kiselinama ne moZe da proizvede visoko nezasi¢ene masne

kiseline kod naglog pada temperature.

Poljski autori Bieniarz i dr. (2001) su ispitali sastav masnih kiselina i sadrzaj holesterola
u mesu razli¢itih genetskih linija Sarana gajenih pod istim uslovima i hranjenih istom
vrstom hrane. Ova ispitivanja su pokazala da je sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina
i holesterola do izvesne mere genetski uslovljen, sto omogucava selekciju Sarana u cilju
dobijanja populacije sa ve¢im udelom polinezasi¢enih masnih kiselina i manjim
sadrzajem holesterola, a time i kvalitetnije hrane za ljudsku ishranu. Slicnim
ispitivanjima Buchtove i dr. (2007) utvrdene su razlike u sadrzaju ukupnih

polinezasi¢enih masnih kiselina u mesu Sarana.

Nema mnogo podataka o uticaju dodatne hrane na masnokiselinski sastav mesa Sarana
gajenog u ribnjacima. U odnosu na brojna istrazivanja lososa i pastrmke, koje su dve
najvise gajene vrste riba u Evropi, ispitivanja o uticaju ishrane na kvalitet mesa Sarana
su sporadi¢na: u Ceskoj (Vacha i Tvrzicka, 1995; Fajmonova i dr, 2003; Vacha i dr.
2007; Mraz i Pickova, 2009), Madarskoj (Trenovszki i dr., 2011), Izraelu (Viola i
dr.,1988), Poljskoj (Bieniarz i dr., 2001), Bugarskoj (Hadjinikolova, 2004). Postoji malo
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podataka i o uticaju sezone na sadrzaj masti i na sastav masnih kiselina mesa Sarana u

jezerima (Rasoarahona i dr., 2004; Guler i dr., 2008; Guler i dr., 2011).

Ispitivanja o uticaju vrste hrane (prirodna hrana, zitarice, kompletna hrana) na hemijski
sastav i sastav masnih kiselina $arana realizovana su u nekoliko studija. Saran koji se
hrani iskljuc¢ivo prirodnom hranom, u ekstenzivnom sistemu, sadrzi manje lipida, vise n-
3 polinezasi¢enih masnih kiselina i ima bolji odnos n-3/n-6 od Sarana prihranjivanih
zitaricama i kompletnom hranom (Steffens i Wirth, 2007; Cirkovic i dr., 2010). Saran
ima sposobnost elongacije i desaturacije 18:2n-6 i 18:3n-3 u visokonezasi¢ene n-3
masne kiseline sa >20 C atoma (Henderson i Tocher, 1987; Steffens, 1997).

Rezultati koje su dobili Steffens i Wirth (2007) pokazali su da Saran sadrzi vece koli¢ine
n-3 masnih kiselina ukoliko se prihranjuje peletama koje sadrze riblje ulje. Saran u &ijoj
je ishrani pretezno zastupljeno sucokretovo i kukuruzno ulje sadrzi vece koli¢ine n-6
masnih kiselina. Ishrana Sarana sa hranom kojoj je dodato repicino ulje dovodi do veceg
sadrzaja oleinske kiseline (Steffens i dr. 1995).

Ispitivanja Mréz i dr. (2012), koja su se odnosila na prihranjivanje $arana peletama koje
su sadrzale repi¢in kola¢ (30%), su pokazala da je meso Sarana sadrzalo veci udeo n-3
polinezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na Sarana dodatno hranjenog Zitaricama, ali

ne 1 u odnosu na ekstenzivno gajenog Sarana.

Prihrana sarana Zitaricama, smeSom Kukuruza i pSenice (80:20), u toku trogodisnjeg
perioda gajenja, dovela je do postepenog smanjenja udela n-3 i n-6 masnih kiselina, a
time i odnosa n-3/n-6 (Cirkovi¢ i dr., 2011). Veéi udeo n-3 i n-6 masnih kiselina i veéi
odnos n-3/n-6 je postignut prihranom Sarana smesom jecma, kukuruza i psenice
(40:30:30), u toku tri godine gajenja. Saran dodatno hranjen peletiranom hranom imao
je povoljniji odnos n-3/n-6 masnih kiselina u odnosu na Sarana prihranjivanog
zitaricama (Cirkovi¢ i dr., 2011).

Za vreme prezimljavanja Saran, za svoje energetske potrebe, koristi, uglavnom, lipide
adipoznog tkiva i proteine iz misica, pre nego lipide iz misica (Takeuchi i dr. 1987). U
pomenutom ispitivanju nije uocena znacajna razlika u sastavu masnih kiselina lipida
misi¢nog tkiva pre i posle prezimljavanja. Kvalitet mesa ostaje skoro nepromenjen posle

128 dana gladovanja. Vacha i dr. (2007) su ispitali uticaj gladovanja Sarana u trajanju od
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osam meseci. Efekat gladovanja je zavisio od prethodne ishrane. Saran prethodno
hranjen zitaricama nije pretrpeo promene u udelu ukupnih i n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina, dok se njihov udeo neznatno smanjio u mesu Sarana koji se prethodno hranio
prirodnom hranom. Metabolicke promene masnih kiselina u lipidima Sarana u zavisnosti
od prethodne koli¢ine hrane ispitao je Csengeri (1996). Kataboli¢ki procesi su ubrzani u
periodu gladovanja i prethodnog hranjenja sa manjim obrocima hrane. Oleinsku kiselinu
iz lipida jetre i miSica, riba, uglavnom, koristi za energetske potrebe. Kod $arana koji su
pre gladovanja hranjeni ve¢om koli¢inom hrane oleinska kiselina se ¢ak povecala, a
udeo polinezasi¢enih masnih kiselina smanjio. Moguce je da je to posledica prethodnog
hranjenja ve¢om koli¢inom hrane i vece zastupljenosti polinezasi¢enih masnih kiselina
u rezervama lipida, koje su se razgradile i konvertovale u oleinsku kiselinu (Csengeri,
1996).

2.6 Komponente hrane za ribu — proteini, lipidi i ugljeni hidrati kao izvori

energije

Riba se hrani sa ve¢im koli¢inama proteina, za razliku od kopnenih zivotinja. Hrana za
ribu koja se gaji sadrzi 30 do 35% proteina, sa dobrom ravnotezom aminokiselina, dok
hrana za zivinu sadrzi 18-23%, a za svinje 14-16% proteina. Razlog tome nije u
¢injenici §to ribe imaju vecu potrebu za proteinima od kopnenih Zivotinja, ve¢ $to imaju
manje energetske zahteve jer trose relativno manje energije za kretanje u vodi nego
sisari i ptice na kopnu. Koli¢ine proteina u koncentrovanoj hrani su vece za ribu nego
zivotinje i zbog manjeg gubitka energije u katabolizmu proteina i izluéivanju
amonijaka, jer ne koriste energiju da proizvedu manje toksi¢nu ureu ili mokra¢nu

kiselinu (Lowell, 1991).

Riblje brasno je glavni izvor proteina u ishrani riba, zbog optimalnog sastava
aminokiselina, dobre svarljivosti, sastava masnih kiselina i drugih pozeljnih hranljivih
svojstava (Watanabe, 2002; Huntington i Hasan, 2009). Omnivore i herbivore, kao $to
su amur, $aran, ostale ciprinide i tilapija zahtevaju manje proteina u ishrani, < 20%, koji
mogu da poticu iz biljnih i Zivotinjskih izvora. Ove vrste riba zahtevaju oko 5% ribljeg

brasna u njihovoj ishrani (Huntington i Hasan, 2009).
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Proteini su najskuplji sastojak hrane za ribu. Pad u globalnoj proizvodnji ribljeg brasna,
visoke cene i potreba da se smanji optereéenje azotom i fosforom u Zivotnoj sredini,
dovelo je do potrebe za alternativnim izvorima proteina biljnog, ili Zivotinjskog porekla.
Izbor biljnih izvora proteina zavisi od dostupnosti na lokalnom trzistu i stabilnog
snabdevanja, cene, palatabilnosti, uticaja na prirast ribe i iskoris¢enje hrane i uticaja na
kvalitet mesa ribe (Watanabe, 2002; Chou i dr., 2004). Najces¢i biljni izvori proteina su
punomasna i odmas$c¢ena sojina sa¢ma, repi¢ino brasno, brasno semena suncokreta,
graSka, seme pamuka, brasno kukuruznog glutena, a od zivotinjskih izvora su rakovi i
mesno brasno (Kaushik, 1995; Chou i dr., 2004; De Francesco i dr., 2004, Morris i dr.,
2005).

Sojina sa¢ma se, najc¢esce, Koristi kao zamena za riblje brasno u proizvodnji hrane za
herbivorne i omnivorne vrste riba, dok koncentrat proteina soje se koristi za karnivorne

vrste riba zbog niskog sadrzaja nesvarljivih ugljenih hidrata (Tacon i dr., 2009).

Prilikom odabira alternativnih izvora proteina mora se uzeti u obzir aminokiselinski
sastav sirovine, jer su biljni izvori, ¢esto, deficitarni lizinom i metioninom. Biljno
brasno, koncentrati 1 izolati biljnog porekla deficitarni su u jednoj ili viSe esencijalnih
aminokiselina. Ova deficitarnost moze, kod nekih vrsta riba, da se nadoknadi
sintetiCkim aminokiselinama. Npr. pastrmka moze da koristi biljne proteine obogacene
sintetickim aminokiselinama, dok Saran ne moze, a razlog moze biti nedostatak zeluca
kod Sarana, odnosno, nedostatak pepsina i kisele faze varenja. Mladi Saran hranjen
jednom dnevno hranom koja sadrzi visok nivo sintetickih aminokiselina izbacivacée iz
tela i do 40% slobodnih aminokiselina kroz Skrge i bubrege (Lowell, 1991). Osim
deficitarnosti aminokiselinama, postoje ograni¢enja za koris¢enje hrane biljnog porekla
i zbog prisustva antinutritivnih faktora, odnosno jedinjenja koja smanjuju nutritivnu
vrednost i iskori$¢enje hrane, kao $to su inhibitori proteaze, fitanska kiselina, ne-

skrobni polisaharidi, oligosaharidi, glukozinolati itd. (Tacon i dr., 2009).

Ugljeni hidrati mogu da se koriste kao izvor energije za neke vrste riba. Toplovodne
vrste su sposobne da koriste ugljene hidrate kao izvore energije, za razliku od
hladnovodnih vrsta (Wilson, 1994; Morris, 2001; Hemre i dr., 2002). Medutim, ugljeni

hidrati i dalje predstavljaju najjeftiniji oblik ne-proteinske energije i obezbeduju skrob
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neophodan za Zelatinizaciju tokom procesa proizvodnje hrane. Ako se ugljeni hidrati ne
vaznih jedinjenja koja, inace, nastaju iz ugljenih hidrata. Iz tih razloga je bitno da se ribi
obezbedi odredena koli¢ina ugljenih hidrata.Vecina istrazivanja pokazuju da davanje
visoko energetske hrane i povecanje koncentracije ugljenih hidrata u hrani (dekstrin,
skrob, p$eni¢no brasno) povecava koli¢inu lipida u jetri, veli¢inu jetre i sadrzaj lipida u
filetima ribe (Rasmussen, 2001).

Koli¢ina lipida, kao glavni izvor energije koja je potrebna za pojedine vrste riba, zavisi
od koli¢ine proteina i ugljenih hidrata koji su, takode, izvori energije. S obzirom da su
proteini najskuplji sastojak hrane, cilj uzgajivaca ribe i proizvodaca hrane je da se
smanji koli¢ina proteina kao izvora energije, a koli¢ina lipida redukuje dodavanjem
ugljenih hidrata koji mogu da se koriste kod nekih vrsta riba (NRC, 2011). Skorasnja
ispitivanja i istrazivacki projekti imaju za cilj da omoguée smanjenje koriséenja ribljeg
brasna i ribljeg ulja u hrani za ribu i zamenu odrzivim alternativnim izvorima, koji ne
sadrze nepozeljne kontaminente. Pri tome se moraju razmatrati performanse rasta,
konverzija hrane, zdravlje i dobrobit gajene ribe, bezbednost i kvalitet ribljeg mesa i

prihvatljivost kona¢nog proizvoda za potrosace (Tacon i dr., 2009).

2.7 Bioloske osobine rasta ribe

Rast se definiSe kao promena u veli¢ini ribe (masa i/ili duzina). Termin rast Se,
uglavnom, koristi da oznaci povecanje mase jer je to najvazniji parametar u akvakulturi
(Bureau i dr., 2000). Sa povecanjem mase ribe povecava se nivo telesnih komponenti,
kao Sto su voda, proteini, fosfolipidi, trigliceridi, nukleinske kiseline, glikogen,
minerali, itd. Rast zahteva egzogeni unos hranljivih materija, koje se koriste kao
gradivni blokovi i izvori energije za potrebe odrzavanja Zivotnih procesa. Snabdevanje
dovoljnim koli¢inama balansirane hrane, u pravilnim intervalima, je od sustinskog

znacaja za realizaciju potencijala rasta.

Rast ribe moze da se opise jednostavnim modelima. Zbog veoma brzog rasta mladi,
dobitak mase koju riba postize u toku vremena uvek eksponencijalno raste (ima

sigmoidalni oblik) i priblizava se asimptoti, za ribe veée mase (Bureau i dr., 2000;
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Dumas i dr., 2007; Dumas i dr., 2010). U akvakulturi, model koji je Siroko prihvacen, i
pored svojih nedostataka, jeste specifi¢na brzina rasta (SGR, specific growth rate), koji
se bazira na odredivanju prirodnog logaritma povec¢anja ukupne mase riba u odredenom
vremenskom periodu. Glavni nedostatak ovog modela je $to brzina rasta varira sa
veli¢inom ribe i sa temperaturom okoline, zbog ¢ega, ¢esto, dovodi do potcenjivanja
dobitka mase (Bureau i dr., 2000; Dumas i dr., 2010).

Dnevni koeficijent rasta (DGC, daily growth coefficient), koji predstavlja kubni koren
povecanja mase ribe u odredenom vremenu, bolje opisuje rast ribe pod optimalnim
uslovima. Zbog varijacija u temperaturi okoline, ovaj model je korigovan u termalni
jedini¢éni koeficijent rasta (TGC, thermal-unit growth coefficient), (lwama i Tautz,
1981; Azevedo i dr., 1998; Bureau i dr., 2000). Istrazivanja pokazuju da model TGC
verno opisuje rast kalifornijske pastrmke, poto¢ne pastrmke i lososa, u Sirokom
temperaturnom opsegu, i da omogucéava poredenje performansi izmedu nacina gajenja,
proizvodne godine, intervala uzimanja uzoraka itd. Takode, moZe se koristiti u nau¢nim
studijama da se ispita da li je riba dostigla potencijal rasta, ili da se ispita efekat ishrane
i razli¢itih uslova gajenja. S obzirom da stopa rasta veoma zavisi od vrste ribe, genetike,
uslova okoline, ishrane, na¢ina gajenja i drugih faktora, neophodno je izraCunati stopu
rasta za date uslove akvakulture. Medutim, ovim modelima nedostaje biolosko
tumacenje, jer se zanemaruju moguce varijacije u rastu ribe kroz zivotne faze, kao $to je
npr. period polnog sazrevanja, velike varijacije temperatura i snabdevanja hranom. Cho
(1992), a zatim Cho i Bureau (1998) su koristili bioenergetski model razmatrajuéi
ekvivalentnost energetskog prinosa hranjivih i otpadnih materija, kako bi odredili
minimalnu koli¢inu hrane koja je potrebna da se postigne predvidiv rast ribe. Ovaj
model je primenjen na razne vrste riba (Kaushik, 1998; Zhou i dr., 2005) i njime se
moze predvideti dobitak energije, ali ne daje dovoljno informacija o promeni hemijskog

sastava ribe (proteini, lipidi, voda, pepeo) sa pove¢anjem biomase (Dumas i dr., 2010).
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2.8 Deponovanje hranljivih materija i procena hemijskog sastava mesa

ribe koriS¢enjem regresionih analiza

Kada je poznat obrazac rasta, deponovanje hranljivih materija moze vrlo lako da se
predvidi kori$¢enjem jednostavnih modela, koji podrazumevaju uzimanje uzoraka ribe
razli¢itih veli¢ina i utvrdivanje njihovog osnovnog hemijskog sastava (Shearer, 1994;
Bureau i dr., 2000; Dumas i dr., 2007). Povecanje mase riba je povezano sa poveéanjem
koli¢ine vlage, proteina, ugljenih hidrata, masti, minerala, itd. u mesu riba. Koli¢ina
ovih komponenti, deponovanih po jedinici prirasta, nije konstantna, ve¢ promenjiva

vrednost koja zavisi od vrste ribe i njene veli¢ine, koris¢ene hrane itd.

Najbolji nacin da se otkriju odnosi izmedu procesa koji su se deSavali u telu ribe, u
zavisnosti od promene telesne mase, jeste da se graficki prikaze jedna promenljiva
velicina (npr. prehrambeni zahtevi, ili brzina metabolizma) nasuprot telesne mase,
korii¢éenjem jednacine Y = aX®, gde je Y promenljiva koja treba da se utvrdi, X je
telesna masa, a i b su konstante koje su empirijski dobijene iz regresije. Eksponent b je
od posebnog znacaja jer daje odnos skaliranja izmedu veli¢ina kao §to su metabolizam i
telesna masa. Ova matematicka tehnika se zove alometrijska analiza i primenjuje se u
biologiji da bi se opisale brzine kojom se odvijaju promene razli¢itih anatomskih
karakteristika nekog organizma (Gayon, 2000). Alometrijske analize su, takode,

koriséene da bi se opisale brzine kojom se deponuju masti u razli¢itim tkivima zivotinja.

Alometrijske i izometrijske regresione analize i dalje preovladuju u proceni sastava tela
gajenih zivotinja i riba (Shearer, 1994; Azevedo i dr., 1998; Lupatsch i dr., 1998;
Dumas i dr., 2007; Dumas i dr., 2010). Najveci broj studija rasta i promene hranjivih
materija sa rastom riba se odnose na istrazivanja kalifornijske pastrmke (Reinitz, 1983,;
Shearer, 1994; Azevedo et al., 1998; Bureau i dr., 2000; Dumas i dr., 2007), lososa
(Jobling, 2001), bakalara (Bjornsson i dr., 2007), dok je manje podataka za slatkovodne
vrste riba, kao $to su babuska (Carassius auratus), (Cui i Wang, 2007) i som (Tidwell i
Robinette, 1990). Rezultati koji su do sada objavljeni za sarana (Cyprinus carpio) su
veoma oskudni (Zeitler i dr., 1984; Geri i dr., 1995a; Geri i dr., 1995b; Fajmonova i dr.,
2003).
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Ispitivanja  korelacione zavisnosti masnokiselinskog sastava mesa riba od
masnokiselinskog sastava koris¢ene hrane postoje za razne vrste riba, kao §to su orada
(Sparus aurata L.), (Izquierdo i dr., 2005; Benedito-Palos i dr., 2009; Benedito — Palos i
dr., 2011; Ballester-Lozano i dr., 2011; De Francesco i dr., 2007), losos (Salmo salar),
(Bell i dr., 2001; Bell i dr., 2003), brancin (Dicentrarchus labrax), (Skalli i Robin,
2004; Robin i Skalli, 2007), pastrmka (Oncorhynchus mykiss), (De Francesco i dr.,
2004; Kiessling i dr., 2001) i bakalar (Gadus morhua), (Jobling i dr., 2008; Karalazos i
dr., 2007). Medutim, rezultati nisu dovoljno pouzdani da bi se razvio model kojim se
moze predvideti sastav masnih Kiselina mesa ribe na osnovu sastava masnih kiselina
hrane. Razlog tome je metabolizam pojedinacnih masnih kiselina, koji moze da zavisi
od starosti ribe, koli¢ine hrane, koli¢ine lipida u hrani i kretanja ribe (Kiessling i dr.,
2001; Pratoomyot i dr., 2010). To potvrduju ispitivanja Mraz i dr. (2012) koja su se
odnosila na sarana (Cyprinus carpio) hranjenog sa razlic¢itim udelima biljnog i ribljeg
ulja u ekstrudiranoj hrani. Autori navode da je poredenjem eksperimentalnih vrednosti
sa vrednostima koje su dobijene pomo¢u modela razblazenja (Robin i dr., 2003; Jobling,
2004) moguce dobijanje dobre predikcije za EPA i DHA, ali ne i za mononezasicene i
polinezasicene masne kiseline. Promene koje ¢e se desavati u masnokiselinskom
sastavu je jednostavnije predvideti kod riba koje imaju razliciti pocetni sastav masnih
kiselina, koje su, zatim, hranjene hranom istog masnokiselinskog sastava (Robin i dr.,
2003; Robin i Skalli, 2007).

Na osnovu pregleda dosadasnjih rezultata, objavljenih u nauc¢noj literaturi, moze da se
konstatuje da ne postoji mnogo podataka o promenama masnokiselinskog sastava koje
se deSavaju kod Sarana tokom rasta, 0dnosno njegovog uzgoja uz prihranjivanje istom
vrstom hrane (Geri i dr., 1995a; Geri i dr., 1995b; Fajmonova i dr., 2003). Takode, ne
postoje podaci o korelaciji masnokiselinskog sastava sa sadrzajem ukupnih lipida tokom
uzgoja sarana i prihranjivanja istom vrstom hrane. Promene u hemijskom sastavu mesa
riba koje su u vezi sa veli¢inom i staro$¢u riba i uslovima uzgoja su veoma vazne za
procenu kvaliteta mesa riba. Danas, unapredenje kvaliteta gajene ribe je od velikog
interesa (Mozaffarian i Rimm, 2006), a proizvodaci i potrosaéi ¢e zahtevati sve vise

informacija i garancija o kvalitetu ribe.
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2.9 Izbor analitickih metoda

Osim izbora odgovaraju¢e analitiCke metode, pre samog analitickog odredivanja,
najvazniji je izbor reprezentativnog uzorka i postupak uzorkovanja. Priprema uzorka za
analizu u laboratoriji je slede¢i vazan korak, a za uzorak ribe postupak je detaljno
opisan u standardnoj AOAC (Association of Official Analytical Chemists) metodi
(1995). Uzorak za ispitivanje treba dobro da se homogenizuje, da bi se smanjila

varijabilnost dela uzorka koji se analizira.

2.9.1 Uzimanje uzoraka - analiti¢ki uzorak

Uzorak na osnovu kojeg se procenjuju karakteristike populacije koja je, potpuno ili
delimi¢no, nepoznata treba da bude dobro definisan. Postupak uzimanja uzoraka zavisi
od karakteristike koju Zelimo da ispitamo da bi se statisticko zakljucivanje o populaciji
moglo da se sprovede sa definisanom precizno$éu. To znadi da se za datu svrhu
istrazivanja mora odrediti potreban nivo preciznosti (Cadima 1 dr., 2005). Broj uzoraka
se smatra dovoljnim (zadovoljavajuca, ili prihvatljiva preciznost) ukoliko povecanje
broja uzoraka znaCajno ne smanjuje interval pouzdanosti analiziranih parametara

(Miller i Miller, 2005).

____________

- —— =

____________

bor uzorka/ /\Qistiéko zakljucivanje

Uzorak Uzimanje
uzoraka

Slika 2.9. Postupak uzimanja uzoraka (Cadima i dr., 2005)
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Aritmeticka sredina, standardna devijacija i drugi parametri varijacija opisuju
distribuciju uzoraka i populacije. Sa povecanjem broja uzoraka raspodela artimetickih
sredina sluc¢ajnih uzoraka priblizava se normalnoj raspodeli. To znaci da se, ako se
izvr$i ispitivanje na dovoljno velikom broju uzoraka, s obzirom da se iz populacije
moze izvu¢i mnoStvo slucajnih uzoraka odredenih veli¢ina, moze sa velikom
verovatno¢om tvrditi da ¢e apsolutna razlika izmedu aritmetiCke sredine uzorka i
aritmeticke sredine populacije biti manja (Cadima i dr., 2005). Postupak uzorkovanja
koji je prikazan na slici 2.9. predstavlja uzimanje skupa uzoraka istih veli¢ina koji bi, sa
istom verovatno¢om, mogli biti izabrani iz populacije, prema istom Kkriterijumu.

Prilikom uzimanja uzoraka riba, odnosno bioloskih uzoraka, razmatra se ponasanje riba,
heterogenost stanista, ograniCenja koja postoje prilikom uzorkovanja, itd. Postoji
nekoliko razli¢itih metoda u izboru uzoraka: najées¢e je uzimanje slucajnog uzorka,
slojevitog slucajnog uzorka i grupnog uzorka. Slucajni uzorak daje svakom c¢lanu
populacije jednaku verovatnoc¢u uzimanja i nezavisnost ostalih ¢lanova populacije. Kod
izbora slojevitog slucajnog uzorka c¢lanovi populacije se, na osnovu izabranih
kriterijuma, podele na homogene klase u odnosu na dato svojstvo iz kojih se uzima
nezavisni slucajni uzorak. Grupni uzorak dobija se izborom uzorka iz skupina kojima
pripadaju ¢lanovi populacije. U istrazivanju, u ribarstvu se, takode, koristi viSestepeno

uzorkovanje, odnosno kombinacija nekoliko osnovnih metoda (Cadima i dr., 2005).

2.9.2 Metode odredivanja hemijskog sastava

Najcesce koris¢ena metoda za odredivanje sadrzaja proteina u mesu ribe i drugoj vrsti
hrane se zasniva na odredivanju ukupnog azota, metodom po Kjeldahlu (1883). Uzorak
se razara sumpornom Kiselinom, uz dodatak katalizatora koji povecava ta¢ku klju¢anja
kiseline. Posle razaranja organske supstance, dodatkom natrijum hidroksida osloboda se
amonijak, koji se destiluje, a oslobodeni azot se odreduje titracijom, ili, rede,
kolorimetrijski. Proces destilacije i titracije je automatizovan, ¢ime je omoguceno
odredivanje veceg broja uzoraka, sa dobrom preciznoscu. Druga metoda koja se koristi
za odredivanje azota je metoda po Dumasu. Uzorak se sagoreva u peci, na 900 °C, u

prisustvu kiseonika, pri ¢emu se oslobadaju azot, ugljen dioksid i voda, koji prolaze
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kroz kolonu koja apsorbuje ugljen-dioksid i vodu. Na kraju kolone se nalazi termo-
provodljivi detektor koji meri sadrzaj azota posle potpunog sagorevanja uzorka. Metoda
je automatizovana, a instrument treba da se kalibriSe sa standardnom supstancom koja
sadrzi poznatu koncentraciju azota. Metoda po Dumasu je brza, ne koriste se toksicne
hemikalije, ali je skuplja od metode po Kjeldahlu. Poredenjem ove dve metode,
dobijeno je dobro slaganje rezultata (King-Brink i Sebranek, 1993). Sadrzaj proteina u
uzorku se izraCunava mnozenjem sadrzaja ukupnog azota (N) sa faktorom 6,25, jer se
zasniva na pretpostavci da proteini sadrze 16% azota. U principu, bilo bi prikladnije da
se proceni sadrzaj proteina na osnovu sadrzaja aminokiselina (Salo-Vé&éananen i
Koivistoinen, 1996). Takode, za odredivanje sadrzaja azota koristi se i spektroskopija u
bliskoj infracrvenoj oblasti (NIR), mada je potreban veliki broj kalibracionih uzoraka.
Merenjem apsorpcije u bliskoj infracrvenoj oblasti, na odredenim talasnim duzinama,

moguce je proceniti sadrzaj proteina, vode, lipida i ugljenih hidrata.

Sadrzaj vlage se, obi¢no, odreduje zagrevanjem uzorka u susnici iznad tacke kljuc¢anja
vode, od 100 °C do 105 °C, u trajanju od 3 sata, do konstantne mase (gubitak mase se

izraCunava kao procenat vlage), (AOAC, 1995).

Sadrzaj pepela se odreduje suvim spaljivanjem uzorka u porculanskim ili platinskim
posudama. Osuseni uzorak se prethodno zagreva na elektricnoj plo¢i do ugljenisanja,
kako bi se sprecilo dimljenje lipida i Se€era iz uzorka u peci za Zarenje, a zatim Se Zari

na 500 °C do belog, ili svetlo sivog ostatka (ISO; AOAC, 1995).

2.9.3 Metode ekstrakcije lipida za odredivanje sastava masnih kiselina

Ekstrakcija lipida je preovladujuci problem tacnog odredivanja sastava masnih kiselina i
zavisi od nacina na koji su masne kiseline vezane u matriks uzorka. Za izolovanje lipida
iz tkiva dostupne su razne metode ekstrakcije, sa razli¢itim vrstama rastvaraca ili
njihovih smesa. Jedna od najvise kori§¢enih metoda za ekstrakciju lipida zasniva se na
kontinuiranoj ekstrakciji osusenog uzorka u Soxhlet ekstraktoru, uz eventualno,
prethodnu kiselu hidrolizu, kako bi se oslobodile vezane lipidne frakcije. Ova metoda je
usvojena kao standardna metoda za odredivanje ukupne masti u uzorcima hrane (ISO;

AOAC, 1995). Mada je jednostavna i efikasna, glavni nedostatak metode po Soxhletu je
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dugo trajanje ekstrakcije 1 koriS¢enje velike koliCine rastvaraca. Za ekstrakciju se,

obi¢no, Koristi petroletar.

KoriS¢enjem smeSe polarnih i nepolarnih rastvarata mogucéa je potpuna ekstrakcija
lipida iz animalnih i biljnih uzoraka. Smesa hloroforma i metanola (2:1, v/v) je najcesce
koriS¢ena (Folch i dr., 1957; Bligh i Dyer, 1959), zbog sposobnosti hloroforma da dobro
rastvara lipide, a metanola da dobro prodire u tkivo. Ekstrakt, najéesce, sadrzi ne-lipidni
materijal 1 zahteva preciS¢avanje. Osim toga, zbog izloZenosti operatera toksicnim
rastvara¢ima, metoda je povezana sa zdravstvenim rizicima. Umereno polarna smesa n-
heksana i 2-propanola (3:2, v/v) je manje toksi¢na i, zbog manje koekstrakcije ne-
lipidnih materija, uzorak ne mora dodatno da se pre¢is¢ava (Hara i Radin, 1978).

Metodom te¢ne ekstrakcije pod visokim pritiskom azota (3.5 do 20 MPa), na
temperaturi iznad tacke kljuCanja rastvaraca (60-200 °C), (PLE - pressurized liquid
extraction, ASE - accelerated solvent extraction) smanjuje se koli¢ina utro$enog
rastvaraca, skracuje se vreme trajanja ekstrakcije, omogucava se zaStita analita od
oksidacije i smanjuje se izlozenost tehnickog osoblja toksi¢nim rastvarac¢ima (Dionex,
Application Note, 334; Shéafer, 1998; Richter i dr., 1996; Dodds i dr., 2004). Ova
metoda, zbog toga, ima brojne prednosti u odnosu na metodu po Soxhletu i metoda koje
su razvili Folch i dr. (1957), Blight i Dyer (1959). Ekstrakcija lipida se izvodi u Celiji za
ekstrakciju, u koju se stavi odmerena masa homogenizovanog uzorka koji se pomesa sa
dijatomejskom zemljom, kako bi se iz uzorka uklonila vlaga. Dobra disperzija uzorka sa
dijatomejskom zemljom omoguéava homogenu distribuciju uzorka u ekstrakcionoj
¢eliji, povecava povrSinu uzorka i omogucava bolje prodiranje rastvaraca u matriks. Na
dno ekstrakcione ¢elije stavlja se celulozni filter, kako fine Cestice uzorka ne bi prosle u
ekstrakcionu vijalu u koju se sakuplja lipidni ekstrakt (Dionex, Tecnical Note 209). Kod
metode ubrzane ekstrakcije rastvaracima, izbor rastvaraca i temperatura ekstrakcije su
najvazniji parametri. Izbor rastvaraca zavisi od polarnosti ciljanog analita i analiticke

tehnike koja ¢e se koristiti u detekciji analita.

Za kvantitativnu ekstrakciju masti, moraju se optimizovati radni uslovi: tip rastvaraca,
sastav smeSe rastvaraca, koli¢ina uzorka, sastav punjenja ekstrakcione cCelije, pritisak,

temperatura, broj ciklusa ekstrakcije i njihova duzina trajanja. Potrebna je validacija
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metode koris¢enjem sertifikovanih referentnih materijala, ili uporedivanjem sa drugom
(standardnom) metodom. Postupak ekstrakcije lipida optimizovan je za pripremu
uzoraka mesa ribe za instrumentalno odredivanje sastava masnih kiselina gasnom
hromatografijom. Rezultati su poredeni sa rezultatima koji su dobijeni standardnom
metodom ekstrakcije masti po Soxhletu i objavljeni su u vrhunskom medunarodnom

casopisu Analitica Chimica Acta (Spiri¢ 1 dr., 2010).

2.9.4 Tehnike za analiticko odredivanje sastava masnih kiselina

Gasna hromatografija je postala Siroko prihvacena analiticka tehnika za odredivanje
sastava masnih kiselina u razli¢itim oblastima istrazivanja. U tu svrhu, masne kiseline
se, kao komponente lipida, prevode u isparljive derivate, uobifajeno metilestre. U
prirodi, masne Kiseline, najc¢es¢e, se nalaze u obliku estara, vezane za glicerol,
holesterol, dugolancane alifati¢ne alkohole, ili su kao amidi vezane u sfingolipidima.
Takode, mogu biti i u slobodnom stanju, odnosno neesterifikovane. Veoma je vazno da
analiza masnokiselinskog sastava bude jednostavna i brza. Osim gasne hromatografije
sa plameno-jonizacionim detektorom (GC-FID), koriste se i gasna hromatografija —
masena spektometrija (GC-MS), gasna hromatografija - infracrvena spektroskopija sa
Furijeovom transformacijom (GC-FTIR), srebro-jonska i reverzno-fazna visokoefikasna
tecna hromatografija (HPLC).

U poslednjih nekoliko godina, gasna hromatografija, u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom (GC-MS), postala je jedna od najmocnijih tehnika u analitici sastava
masnih kiselina. Za derivatizaciju masnih kiselina, najcesce, se koristi 4,4-dimetil
oksazolin (DMOKS). Mada postoje brojne razlike izmedu gasne hromatografije (GC) sa
masenim detektorom (MS) i plameno-jonizacionim detektorom (FID) poredenje
rezultata koji su dobijeni sa ove dve tehnike je zadovoljavajuce (Dodds i dr., 2005).
Medutim, MS detekcija, zbog osetljivosti i selektivnosti, ima znacajnu prednost u
analizi kompleksnih bioloSkih ekstrakata. Naime, intenzitet signala ne zavisi samo od
koncentracije, ve¢ 1 od prirode jedinjenja koje se odreduje. MS detektuje promene
intenziteta koje poticu od koncentracije jona razli¢itih masa 1 naelektrisanja (m/z), a FID

detektuje promene intenziteta koje zavise od koncentracije naelekstrisanih Cestica, tj.
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jona. Medutim, za kvantitativno i precizno odredivanje, bez obzira na primenjenu
metodu detekcije, najvazniji je postupak kalibracije (Dodds 1 dr., 2005).

Tehnike koje se koriste za razdvajanje lipidnog ekstrakta u lipidne frakcije (trigliceridi,
fosfolipidi, glikolipidi, estri holesterola, itd) su tankoslojna hromatografija na silika gelu
(TLC), hromatografija na koloni i ekstrakcija na ¢&vrstoj fazi (SPE, solid—phase
extraction), (Christie, 2003). Lipidne frakcije se, potom, analiziraju tehnikom HPLC, ili,
posle prevodenja u metilestre, tehnikom GC. U analizi triglicerida i fosfolipida,
najcesce, se koristi metoda visokoefikasne te¢ne hromatografije (Nikolova-Damyanova,
1997). Masne kiseline nemaju jake hromoforne grupe koje apsorbuju u UV oblasti, zbog
Cega se prevode u fenacil derivate koji apsorbuju u oblasti od 242 do 254 nm. Za
simultano odredivanje lipidnih klasa mono-, di- i triglicerida, fosfolipida, sterola i
slobodnih  masnih kiselina koristi se metoda teéne hromatografije - masena
spektrometrija (LC-MS), (Christie i Urwin, 1995).

2.9.5 Izbor uslova za pripremu metilestara masnih kiselina

Gasna hromatografija je rutinska procedura za analizu masnih kiselina sa ve¢im brojem
C atoma (> C12) u mnogim granama bioloskih nauka. Medutim, zbog relativno visoke
polarnosti masnih kiselina, neophodno je pripremiti nepolarne derivate masnih kiselina,
koji su lako isparljivi, da bi se omogucilo njihovo GC razdvajanje. Metilestri se,

uobicajeno, koriste u analizi sastava masnih kiselina metodom gasne hromatografije.

U naucnoj literaturi postoje brojne procedure za esterifikaciju masnih kiselina, koje se
primenjuju na razlicite klase lipida (Christie, 1993). Mnoge od tih metoda se razlikuju
prema utroSku vremena i rada u pripremi metilestara. Razlikuju se i prema zahtevima,
kao S$to je npr. potpuno odsustvo vlage zbog hidrolize lipida u slobodne masne kiseline,
kod kiselo katalizovanih (metanolni rastvor bortrifluorida, BF3) i bazno katalizovanih
transesterifikacija (natrijum ili kalijum metoksidom). Neke procedure nisu preporuéljive
za esterifikaciju polinezasi¢enih masnih kiselina, kao $to je npr. metanolni rastvor

sumporne kiseline jer je sumporna kiselina veoma jako oksidaciono sredstvo.

Kataliza sa organskim bazama, kao §to je trimetilsulfonijum hidroksid ((CH3)3SOH,

TMSH), omogucava veoma brzu reakciju sa lipidima, a jedini sporedni proizvod

38



Pregled literature

reakcije je lako isparljivi dimetil sulfid. Trigliceridi i fosfolipidi se brzo metiluju, a
polinezasi¢ene masne kiseline iz ribljeg ulja se veoma bezbedno metiluju (Christie,
1993). TMSH, bez zagrevanja, katalizuje metilaciju triglicerida u metilestre masnih
kiselina. Prednost ove metode je $to se lipidi rastvore u rastvaracu i doda reagens za
derivatizaciju. Nije potrebno zagrevanje, niti uklanjanje suvisnog reagensa, a rastvor je
spreman za injektovanje u gasni hromatograf (Butte, 1983; Schulte i Weber, 1989; EN
ISO 5509).

2.9.6 Tehnike za analiticko odredivanje sadrzaja holesterola

Za odredivanje sadrzaja holesterola danas se viSe ne koriste gravimetrijske i
spektrofotometrijske metode, a prednost imaju HPLC 1 GC analiticke tehnike.
Uobicajeni postupak odredivanja sadrzaja holesterola sastoji se od prethodne ekstrakcije
ukupnih lipida organskim rastvara¢ima, saponifikacije i izolacije nesaponifikovanih
materija. NajseSce se izvodi derivatizacija holesterola u isparljive trimetilsilil (TMS)
etre i nakon toga kvantifikacija gasnom hromatografijom sa FID detektorom, na slabo
polarnoj koloni (AOAC, 1995). Prilikom derivatizacije, prisustvo vlage moze da dovede
do hidrolize nastalog etra, ¢ime se smanjuje prinos. Da bi se to sprecilo i skratilo vreme
trajanja analize, razvijeni su postupci direktne saponifikacije uzorka, bez prethodne
ekstrakcije lipida, koji ne zahtevaju derivatizaciju za odredivanje holesterola GC
tehnikom (Ulberth i Reich, 1992,; Dinh i dr., 2012). Takode, razvijeni su postupci
direktne saponifikacije uzorka i odredivanja holesterola HPLC tehnikom sa UV
detekcijom (Maraschiello i dr., 1996; Daneshfar i dr., 2009).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu pregleda literaturnih podataka i dosadasnjih istrazivanja koja su relevantna
za uzgoj Sarana, ali i ostalih vrsta riba, kao cilj istrazivanja u okviru ove doktorske
disertacije je postavljeno da se prouc¢e promene u hemijskom i masnokiselinskom
sastavu mesa Sarana u zavr$noj fazi uzgoja ribe za konzum. S obzirom da hrana ima
najvedi uticaj na hemijski i masnokiselinski sastav mesa ribe, planirano je da se ispituju
uzorci Sarana sa dva ribnjaka i odgovarajuc¢e hrane. Na jednom ribnjaku je riba
prihranjivana ekstrudiranom hranom, a na drugom ribnjaku kukuruzom. S tim u vezi,

ciljevi istrazivanja su podeljeni u sledece faze i aktivnosti:

I Ispitivanje hemijskog sastava (proteini, lipidi, voda i pepeo) hrane i mesa $arana.

Planirano je da se:

— alometrijskom i izometrijskom analizom opise nacin deponovanja hranljivih
materija U zavrSnoj fazi uzgoja Sarana sa dva ribnjaka (prihranjivanje
ekstrudiranom hranom, na prvom, i kukuruzom, na drugom),

— analizira odnos izmedu proteina, vlage i lipida u mesu Sarana viSestrukom
linearnom regresijom.

— viSestrukom linearnom regresijom prouci doprinos proteina i lipida povecanju
mase Sarana,

— u zavisnosti od vrste kori§¢ene hrane, linearnom regresijom ispita na¢in promene
udela proteina, lipida, vlage i pepela u mesu Sarana u toku uzgoja na dva
ribnjaka (prihranjivanje ekstrudiranom hranom, na prvom i prihranjivanje
kukuruzom, na drugom),

— analizom varijanse i analizom glavnih komponenti uporedi hemijski sastav mesa
Sarana sa dva ribnjaka, da bi se utvrdio uticaj vrste dodatne hrane,

— ispitivanjem sadrzaja holesterola ustanovi uticaj dodatne hrane na njegov sadrzaj

u mesu Sarana, kao i korelacija sa masom riba i sadrzajem lipida.
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Il Ispitivanje masnokiselinskog sastava dodate hrane i mesa Sarana.

Planirano je da se:

— korelacionom analizom prouci uticaj masnokiselinskog sastava ekstrudirane
hrane i kukuruza na sastav masnih kiselina mesa Sarana,

— analizom varijanse i analizom glavnih komponenti ustanove promene
masnokiselinskog sastava mesa Sarana tokom zavr$ne faze uzgoja ribe sa dva
ribnjaka (prihranjivanje ekstrudiranom hranom, na prvom i prihranjivanje
kukuruzom, na drugom),

— kod $arana sa oba ribnjaka, korelacionom analizom ispituju eventualne promene
sastava masnih kiselina u mesu sa pove¢anjem mase riba u toku uzgoja, kao i sa
promenom sadrzaja ukupnih lipida,

— analizom varijanse i analizom glavnih komponenti uporedi sastav masnih
kiselina Sarana sa dva ribnjaka, da bi se utvrdio uticaj vrste dodate hrane na

masnokiselinski profil ribe.

Ocekuje se da ¢e rezultati dobijeni u okviru ovih istrazivanja doprineti razumevanju
promena koje se desavaju u toku uzgoja konzumnog $arana i da ¢e resiti dilemu vezanu
za tradicionalni nacin prihrane zitaricama. Rezultati e, takode, ukazati i na opravdanost
prihranjivanja Sarana ekstrudiranom, kako ekonomsku, tako i u cilju poboljsanja

kvaliteta mesa Sarana.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1 Uzimanje uzoraka ribe i hrane

Za potrebe ispitivanja, uzorci dvogodisnjeg Sarana uzimani su u toku jeseni/zime 2009.
godine i u prole¢e 2010. godine sa dva ribnjaka sa poluintenzivnim uzgojem. Jedna
grupa Sarana uzimana je sa ribnjaka ,,E¢ka’’a.d., Lukino Selo. Riba je gajena u ribnjaku
Belo jezero, povrsine 459 ha i prose¢ne dubine 1,5 m. Druga grupa $arana uzimana je sa
ribnjaka ,,Ziva¢a’’a.d., Bo