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UTICAJ UPOTREBE IZOFLAVONA U ISHRANI NA PROIZVODNE REZULTATE I
BIOLOSKE PARAMETRE BROJLERA

Rezime

Izoflavoni su difenoli¢na jedinjenja male molekulske mase koja spadaju u grupu fitoestrogena i
mogu se nac¢i u razli¢itim biljkama, narocito iz familije Fabaceae. Jedan od glavnih izoflavona
prisutnih u soji je genistin, koji nakon deglikolizacije prelazi u metabolit genistein, jedinjenje sa
estrogenom  aktivnoS¢u  koje  ostvaruje  razli¢ite antioksidativne,  antiinflamatorne,
imunomodulatorske, hipolipidemicne i antibakterijske efekte. Osnovni cilj istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj genisteina u hrani tokom zavrs$ne i produzene faze
tova na proizvodne performanse, zdravstveni status, antioksidativni kapacitet, histomorfoloske
parametre, mikrobiotu digestivnog trakta i kvalitet i prinos mesa brojlera.

Za ogled su korisceni brojleri Cobb 500 provenijencije, prosecne inicijalne mase 44,114+4,25 g, koji
su do 21. dana bili hranjeni potpunim smeSama standardnog sirovinskog i hemijskog sastava za
ishranu piladi u prvoj (starter) i drugoj (grover) fazi tova. Na pocetku trece faze tova (finiser)
ukupno 360 brojlera je podeljeno u pet grupa (po 72 jedinke) sa po Sest bokseva u kojima je bilo
rasporedeno po 12 brojlera. Tokom zavrSne faze tova brojleri su bili hranjeni potpunom smeSom za
tov piladi III na bazi kukuruza i sojine saCme, s tim da kontrolna grupa (K) nije u hranu dobijala
preparat genisteina, ogledna grupa I (O-I) je dobijala 200 mg/kg, ogledna grupa II (O-II) 400
mg/kg, ogledna grupa III (O-III) 600 mg/kg 1 ogledna grupa IV (O-1V) 800 mg/kg hrane preparata
99,6% cistog ekstrakta genisteina. Eksperiment se sastojao iz dva dela: prvi period koji je trajao 21
dan (od 21. do 42. dana tova) i drugi period produzenog tova koji je trajao 37 dana (od 21. do 58.
dana tova).

Pre pocetka svake faze tova izvrSena su hemijska ispitivanja hrane, dok je za potpunu smesu za
ishranu piladi III odreden i antioksidativni kapacitet. Nakon oba eksperimentalna perioda (42. 1 58.
dan) praceni su proizvodni rezultati (telesna masa, prirast, konzumacija, konverzija), odredene su
mase unutrasnjih organa, biohemijske analize krvi, aktivnost enzima antioksidativne zastite u jetri,
histomorfometrijska ispitivanja segmenata tankog creva, broj Lactobacillus spp. u cekumu,
hemijski sastav tibije, parametri prinosa, kvaliteta i odrzivosti mesa brojlera, kao i ekonomicnost
proizvodnje.

Potpuna smesSa za ishranu brojlera kontrolne i oglednih grupa bila je istog hemijskog sastava,
izoenergetska 1 izoproteinska, dok u hrani oglednih grupa brojlera analiticki sadrzaj genisteina je
bio manji od teoretski dodate koli¢ine. FRAP testom nije utvrdena razlika u antioksidativnoj
aktivnosti metanolnih uzoraka hrane kontrolne i oglednih grupa brojlera (P>0,05), dok znacajno

manju sposobnost inhibiranja lipidne peroksidacije su pokazali uzorci hrane u kojoj je dodato 200



mg/kg genisteina (P<0,05). Nakon prvog eksperimentalnog perioda dodavanje genisteina u hrani
brojlera pozitivno je uticalo na telesnu masu (P=0,0012), prirast (P=0,0003) i konverziju
(P=0,0023), bez promene u konzumaciji hrane (P=0,0821), dok nakon drugog eksperimentalnog
perioda suplementacija 600 mg genisteina’kg hrane negativno je uticala na prirast (P<0,0001) i
konverziju (P=0,0008) hrane brojlera O-III grupe (1139 g i 2,88; pojedinac¢no). Za oba
eksperimentalna perioda nije uocen efekat genisteina u hrani na serumsku koncentraciju holesterola
(P>0,05). Koncentracija triglicerida u serumu brojlera oglednih grupa bila je znacajno niza
(P=0,0014) u poredenju sa kontrolnom grupom nakon 42. dana tova, dok nakon 58. dana tova
znacajno vise vrednosti (P=0,009) su utvrdene u grupama suplementiranim sa 600 i 800 mg
genisteina/kg hrane (0,42 i 0,43 mmol/l, pojedina¢no). Nakon prvog eksperimentalnog perioda
uocena je znacajno visa apsolutna i relativna masa slezine (P<0,0001) i srca (P=0,0002) u grupi
brojlera koja je dobijala 800 mg genisteina/kg hrane, a produzenom suplementacijom uocena je
najveca masa jajnika u O-I grupi brojlera (2,17 g; P=0,0036). Nakon produzene suplementacije 200
mg genisteina/kg hrane utvrdena je veca aktivnost enzima antioksidativne zastite u jetri (SOD, CAT
1 GSH-Px) (P<0,05). Nakon prvog eksperimentalnog perioda genistein u hrani brojlera pozitivno je
uticao na histomorfometrijske parametre u duodenumu (P<0,05), a nakon drugog eksperimentalnog
perioda u jejunumu brojlera oglednih grupa (P<0,05), dok za oba perioda u ileumu je uocen
negativni efekat na visinu resica i odnos visina resice/dubina kripti, koji je najviSe bio izrazen u O-
I grupi brojlera (P<0,0001). Produzena suplementacija od 400 do 800 mg genisteina/kg hrane
znacajno je povecala (P=0,0009) broj Lactobacillus spp. u cekumu brojlera (6,24, 6,42, 6,38 log
CFU/g, pojedinacno). Nakon prvog eksperimentalnog perioda znacajno ve¢a masa tibije, sadrZaj
pepela i kalcijuma (P<0,0001) utvrdeni su kod O-I i O-II grupe brojlera, dok je nakon produzenog
tova u istim grupama uocen znacajno nizi sadrzaj pepela i Ca (P<0,0001). Dodavanjem genisteina u
hrani, ogledne grupe brojlera imale su vecu prosenu masu trupa i1 grudi nakon prvog
eksperimentalnog perioda (P<0,05), a nakon produzene suplementacije uocen je veci prinos mesa u
svim oglednim grupama (P<0,0001). Nakon oba eksperimentalna perioda dodavanje genisteina u
hrani znacajno je poboljsalo sposobnost vezivanja vode mesa grudi brojlera (P<0,0001), dok kod
brojlera koji su dobijali 400, 600 i 800 mg genisteina/kg hrane uocena je visa pH vrednost mesa
grudi 45 minuta nakon klanja (P=0,0051). U svim oglednim grupama, nakon drugog
eksperimentalnog perioda, utvrden je znacajno visi sadrzaj proteina, nizi sadrzaj vode 1 masti u
mesu grudi i nizi sadrzaj masti u mesu karabataka (P<0,0001). Sadrzaj genisteina u mesu grudi
brojlera kontrolne i oglednih grupa, za oba eksperimentalna perioda, bio je ispod granice
kvantifikacije (<5,6 nmol/kg mesa). Tokom devet meseci skladiStenja sadrzaj malondialdehida u
uzorcima mesa karabataka oglednih grupa brojlera koje su dobijale od 200 do 800 mg genisteina/kg

hrane tokom produzenog tova bio je znacajno nizi u odnosu na K grupu brojlera (P<0,0001).



Senzorskom analizom je pokazano da je meso grudi i bataka sa karabatakom oglednih grupa
brojlera dobilo veée ocene za mekocu i socnost za oba eksperimentalna perioda (P<0,05), a nakon
produzenog tova grupe suplementirane sa 400 do 800 mg genisteina/kg hrane su ocenjene kao
najprihvatljivije (P<0,05). Troskovi hrane, ukupni troskovi i vrednost proizvodnje bili su ve¢i kod
brojlera hranjenih sa dodatkom genisteina za oba eksperimentalna perioda.

Kljuéne reéi: brojleri, genistein, produzeni tov, lipidni status, intestinalna morfometrija,

antioksidativni kapacitet, kvalitet mesa
Nauc¢na oblast: Veterinarska medicina
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EFFECT OF ISOFLAVONES IN THE DIET ON PERFORMANCES AND BIOLOGICAL
PARAMETERS OF BROILERS

Summery

Isoflavones are diphenolic compounds of low molecular weight that belong to the group of
phytoestrogens and can be found in various plants, especially from the Fabaceae family. One of the
main isoflavones present in soy is genistin, that can be deglycosylated to metabolite genistein, a
compound with estrogenic activity that exhibits various antioxidant, anti-inflammatory,
immunomodulatory, hypolipidemic and antibacterial effects. The main aim of the research within
this doctoral dissertation was to examine the effect of genistein in broiler feed during the late
fattening phase and extended fattening on production performance, health status, antioxidant
capacity, intestinal histomorphological parameters and microbiota, and meat yield and quality.

For the experiment, Cobb 500 broilers, with an average initial weight of 44.11 + 4.25 g, were used.
For 21 days broilers were fed with complete mixtures of standard raw and chemical composition
during the first (starter) and the second (grower) growth phase. At the beginning of the third phase
of fattening (finisher), a total of 360 broilers were divided into five groups (72 birds) with six pens
of 12 broilers each. During the late fattening phase, broilers were fed a basal corn-soybean meal
diet, where the control group (K) did not receive genistein, treatment group I (O-I) received 200,
treatment group II (O-II) 400, treatment group III (O-IIT) 600 and treatment group IV (O-1V) 800
mg of 99.6% pure genistein extract/kg feed. The experiment consisted of two periods: the first
lasted 21 days (from the 21% to the 42" day of fattening) and the second period of prolonged
fattening which lasted 37 days (from the 21% to the 58" day of fattening).

At the beginning of each growth phase, the chemical composition of the feed mixture was
examined, while the antioxidant capacity was determined for the finisher. After both experimental
periods (days 42 and 58), production results were monitored (body weight, weight gain,
consumption, feed conversion ratio), internal organ weight, biochemical blood tests, liver
antioxidant enzyme activity, histomorphometric examinations of small intestine segments were
determined, count of Lactobacillus spp. in the caecum, the tibia chemical composition, meat yield,
quality and storage stability, as well as production efficiency.

The feed mixtures of the control and treatment groups were of the same chemical composition,
balanced with energy and protein content, and in the feed mixtures of the treatment groups genistein
analytical contents were less than the theoretically added genistein amounts. The FRAP test did not
show a difference in the antioxidant capacity of methanolic feed extracts among control and
treatment groups of broilers (P>0.05), while significantly lower ability to inhibit lipid peroxidation
was shown by feed samples with 200 mg genistein/kg added (P<0.05 ). After the first experimental



period, dietary genistein had a positive effect on body weight (P=0.0012), weight gain (P=0.0003)
and feed conversion ratio (P=0.0023), with no effect on feed consumption (P=0.0821), while after
the second experimental period the supplementation of 600 mg genistein/kg had a negative effect
on the weight gain (P<0.0001) and feed conversion ratio (P=0.0008) of O-III group of broilers
(1139 g and 2.88; respectively). There was no observed effect of dietary genistein on serum
cholesterol concentration (P>0.05) for both experimental periods. The serum triglyceride
concentrations of the treatment groups were significantly lower (P=0.0014) compared to the control
group after the 42", while after the 58" day of fattening significantly higher values (P=0.009) were
found in the groups supplemented with 600 and 800 mg genistein/kg feed (0.42 and 0.43 mmol/L,
respectively). After the first experimental period, the significantly higher absolute and relative
spleen (P<0.0001) and heart (P=0.0002) weights were observed in the group of broilers fed with
800 mg genistein/kg of feed, while prolonged supplementation led to the highest ovarian weight in
the O-I group of broilers (2.17 g; P=0.0036). After prolonged 200 mg/kg genistein supplementation,
higher activity of antioxidant enzymes in the liver (SOD, CAT and GSH-Px) was found (P<0.05).
After the first experimental period, dietary genistein had a positive effect on histomorphometric
parameters in the duodenum (P<0.05), and after the second in the jejunum of treatment groups
(P<0.05), while for both periods in the ileum negative effect on villus height and villus height/crypt
depth ratio was observed and the most pronounced was in the O-III group of broilers (P<0.0001).
Prolonged supplementation of 400, 600 and 800 mg/kg genistein significantly increased (P=0.0009)
the number of Lactobacillus spp. in the broiler caecum (6.24, 6.42, 6.38 log CFU/g, respectively).
After the first experimental period, significantly higher tibia weight, ash and calcium content
(P<0.0001) were found in O-I and O-II groups of broilers, while after prolonged fattening, in the
same groups, significantly lower ash and Ca content was observed (P<0.0001). The addition of
genistein in feed led to higher average carcass and breast weight of broilers in the treatment groups
after the first experimental period (P<0.05), while after prolonged supplementation, a higher meat
yield was observed in all treatment groups (P<0.0001). After both experimental periods, dietary
genistein significantly improved the drip loss of broiler breast meat (P<0.0001), while in broilers
receiving 400, 600 and 800 mg genistein/kg, a higher pH value of breast meat was observed 45
minutes after slaughter (P=0.0051). In all treatment groups, after the second experimental period,
significantly higher protein content, lower water and fat content in breast meat and lower fat content
in thigh meat were found (P<0.0001). The content of genistein in the breast meat of control and
treatment broiler groups for both experimental periods was below the limit of quantification (<5.6
nmol/kg meat). During nine months of storage, the content of malondialdehyde in the thigh meat
samples of treatment groups, that received 200 to 800 mg/kg genistein during prolonged fattening,

was significantly lower compared to K group of broilers (P<0.0001). Sensory analysis showed that



the meat of breast and drumstick with thigh of treatment broilers groups received higher scores for
softness and juiciness for both experimental periods (P<0.05), while after prolonged fattening
groups supplemented with 400, 600 and 800 mg/kg genistein rated as the most acceptable (P<0.05).
Feed costs, total costs, and production value were higher in broilers fed genistein for both
experimental periods.

Key words: broilers, genistein, prolonged fattening, lipid status, intestinal morphometry,

antioxidant capacity, meat quality
Scientific field: Veterinary Medicine
Field of academic expertise: Nutrition and Botany, Biotechnology, Food Hygiene and Technology

UDK number: 636.527.58:614.95:547.972



Sadrzaj:
1. Uvod
2. Pregled literature
2.1. Trenutno stanje i pravci razvoja Zivinarske proizvodnje
2.2. Proizvodnja mesa sa posebnim osvrtom na zivinsko meso
2.3. Aditivi u hrani za zivotinje

2.3.1. Stimulatori rasta u hrani za Zivotinje

2.3.2. Fitogeni aditivi u hrani za zivotinje

2.3.2.1. Mehanizmi delovanja fitogenih aditiva
2.4. Fitoestrogeni

2.4.1. Flavonoidi

2.4.1.1. Izoflavoni

2.4.1.2. Uticaj razlicitih procesa prerade na sadrZaj i konverziju izoflavona u proizvodima na bazi

soje
2.4.1.3. Bioloska raspolozivost izoflavona
2.4.1.4. Primena izoflavona u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji
2.4.1.5. Uticaj izoflavona na bioloske parametre Zivotinja
2.5. Genistein
2.5.1. Bioraspolozivost genisteina
2.5.2. Genistein kao antioksidans
2.5.3. Genistein i lipidoza
2.5.4. Genistein 1 osteoporoza
2.5.5. Genistein i imunski odgovor
2.5.6. Antibakterijski efekat genisteina
2.6. Funkcionalna hrana
2.6.1. Meso kao funkcionalna hrana
2.7. Kvalitet mesa piladi
2.7.1. Mogu¢nosti dobijanja obogacenog mesa modifikacijama u ishrani Zivine
2.7.1.1. Polinezasi¢ene n-3 masne kiseline i CLA
2.7.1.2. Antioksidansi
2.8. Sadrzaj izoflavona u hrani animalnog porekla
2.8.1. Izoflavoni u proizvodima od mesa
2.8.2. Obogacenje jaja i mesa zivine dodavanjem izoflavona u hrani
2.8.2.1. Jaja
2.8.2.2. Meso
3. Cilj i zadaci ispitivanja
4. Materijal i metode
4.1.1. Eticko odobrenje
4.1.2. Izbor materijala, uslovi gajenja i hranjenja brojlera
4.1.3. Cistoéa ekstrakta genisteina
4.1.4. Plan ispitivanja
4.2. Metode ispitivanja
4.2.1. Zdravstveno stanje
4.2.2. Hemijske analize hrane
4.2.2.1. Analiza genisteina u hrani
4.2.2.2. Antioksidativni kapacitet hrane
4.2.3. Proizvodni rezultati
4.2.4. Analiza krvnog seruma (holesterol i trigliceridi)
4.2.5. Masa organa
4.2.6. Histoloska ispitivanja
4.2.7. Mikrobioloska ispitivanja
4.2.8. Odredivanje ukupnih proteina i aktivnosti antioksidativnih enzima u homogenatima jetre
4.2.9. Analize kostiju
4.2.10. Odredivanje prinosa mesa



4.2.11. Odredivanje hemijskog sastava mesa
4.2.12. Merenje pH vrednosti i temperature mesa
4.2.13. Analiza genisteina u mesu grudi
4.2.14. Odredivanje sposobnosti vezivanja vode
4.2.15. Metode odredivanja TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)
4.2.16. Senzorska analiza
4.3. IzraCunavanje ekonomi¢nosti proizvodnje
4.4. Statisticka obrada podataka
5. Rezultati ispitivanja
5.1. Hemijski sastav hrane za brojlere
5.2. Analiza genisteina u hrani
5.3. Antioksidativni kapacitet hrane
5.4. Zdravstveno stanje
5.5. Proizvodni rezultati
5.5.1. Masa brojlera tokom ogleda
5.5.2. Prirast brojlera tokom ogleda
5.5.3. Konzumacija i konverzija hrane tokom ogleda
5.6. Biohemijske analize krvi
5.7. Mase organa
5.8. Ispitivanje sadrzaja ukupnih proteina i aktivnosti enzima antioksidativne zastite u jetri brojlera
5.9. Histomorfometrijska ispitivanja
5.10. Broj bakterija mlecne kiseline (Lactobacillus spp.) u cekumu brojlera
5.11. Masa i hemijski sastav tibije brojlera
5.12. Klani¢ni parametri brojlera
5.12.1. Parametri prinosa mesa brojlera
5.12.2. Masa i udeo pojedinih delova trupa brojlera
5.12.3. Masa i zastupljenost razlicitih tkiva grudi i bataka s karabatakom
5.13. Vrednost pH i temperatura mesa grudi brojlera
5.14. Sposobnost vezivanja vode (SVV)
5.15. Hemijski sastav mesa brojlera
5.16. Sadrzaj genisteina u mesu grudi brojlera
5.17. TBARS vrednost u mesu karabataka brojlera
5.18. Senzorska ispitivanja mesa grudi i bataka sa karabatakom
5.19. IzraCunavanje ekonomi¢nosti proizvodnje brojlera u zavrsnoj fazi tova
6. Diskusija
6.1. Hemijski sastav hrane za brojlere
6.2. Genistein u hrani za zivotinje
6.3. Antioksidativni kapacitet hrane
6.4. Proizvodni rezultati
6.5. Biohemijske analize krvi
6.6. Masa unutrasnjih organa
6.7. Sadrzaj ukupnih proteina i aktivnost enzima antioksidativne zastite u jetri
6.8. Histomorfometrijska ispitivanja
6.9. Broj bakterija mle¢ne kiseline (Lactobacillus spp.) u cekumu brojlera
6.10. Masa i hemijski sastav tibije brojlera
6.11. Klani¢ni parametri brojlera nakon 42. i 58. dana tova
6.12. Vrednost pH i temperatura mesa grudi brojlera nakon 42. i 58. dana tova
6.13. Sposobnost vezivanja vode (SVV)
6.14. Hemijski sastav mesa brojlera nakon 42. 1 58. dana tova
6.15. Sadrzaj genisteina u mesu grudi brojlera
6.16. TBARS vrednost u mesu karabataka brojlera nakon dva eksperimentalna perioda
6.17. Senzorska ispitivanja mesa grudi i bataka sa karabatakom
6.18. Izracunavanje ekonomicnosti proizvodnje brojlera u zavrsnoj fazi tova
7. Zakljucci
8. Spisak literature
9. Prilozi
Prilog A

55
55
55
56
56
57
57
57
58
58
58
59
60
60
60
61
61
62
64
65
66
69
69
70
70
71
74
76
78
79
80
81
82
84
87
87
88
92
96
99
102
105
108
110
112
115
118
120
122
124
127
129
132
134
137
168
168



Prilog B
Prilog C
Prilog D
Prilog E
Prilog F
Prilog G
Prilog H
Prilog I

Prilog J

Prilog K
Prilog L

171
172
176
178
189
190
193
205
207
208
212



Uvod
1. UVOD

Upotrebom subterapijskih doza antibiotika kao stimulatora rasta u ishrani farmskih Zivotinja, paiu
ishrani Zzivine, nastao je problem rezidua antibiotika u mesu zivine i razvoj antimikrobne
rezistencije. Od stupanja na snagu zabrane upotrebe antibiotika u hrani za Zivotinje od strane
Evropske unije 2006. godine, istrazuju se alternativni postupci (upotreba enzima, probiotika,
prebiotika, sinbiotika, organskih kiselina i biljnih ekstrakata) kojima bi se poboljSale proizvodne
performanse farmskih Zivotinja, narocito svinja i zivine. U poredenju sa sintetskim antibioticima i
neorganskim materijama, ekstrakti biljaka su prirodni, manje toksi¢ni i obi¢no ne ostavljaju rezidue.
Mnogi su sertifikovani kao GRAS (Generally Recognized As Safe) od strane Agencije za hranu i
lekove (FDA-Food and Drug Administration), medu kojima je i1 ekstrakt izoflavona poreklom iz
soje. Ispitivanja pokazuju da fitogeni aditivi, stimulatori rasta, pozitivno uti¢u na imunitet i odgovor
organizma u stresnim stanjima, povecavaju iskoristivost hranljivih materija, pa samim tim pomazu

zivotinjama da ispolje svoj genetski potencijal 1 da ostvare bolje proizvodne rezultate.

Osnovna svrha koriS¢enja aditiva u hrani za Zivotinje je poboljSanje proizvodnih performansi i
zdravstvenog stanja. S obzirom da domaca zZivina nema dovoljno razvijenu prirodnu rezistenciju
protiv razlicitih patogena, izazivaca bolesti, poslednjih godina se u Zivinarsku proizvodnju uvode
komercijalni biljni aditivi, koji su dobro prihvaceni od strane potrosSaca zbog toga Sto su prirodnog
porekla i1 zato Sto se smatraju bezbednim. Medu njima, etarska ulja, organske kiseline i fitogene
komponente, kao Sto su flavonoidi, za koje je pokazano da povecavaju gastricnu sekreciju i
smanjuju broj patogenih bakterija u digestivnom traktu, smatraju se jednim od znacajnijih

alternativa antibioticima.

Izoflavoni, koji spadaju u potklasu flavonoida, ¢ine veliku grupu fenolnih jedinjenja. Tri glavna
izoflavona su daidzein, genistein i glicitein, a najvise su zastupljena u soji i drugim leguminozama.
Izoflavoni primarno ostvaruju estrogenu aktivnost u klasi¢nim estrogen-target tkivima, zbog ¢ega se
svrstavaju u fitoestrogene. Pored navedenog, bioloski efekti izoflavona ukljucuju 1 antioksidativnu i
antiproliferativnu aktivnost, koje dodatno ucestvuju i u mehanizmima kojima se povecava otpornost
organizma prema razli¢itim bolestima i stresogenim faktorima sredine, ¢ime se postizu i bolje

proizvodne karakteristike kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta.

Intenzivna stocCarska proizvodnja u savremenim sistemima gajenja moze da uti¢e na dobijanje mesa
losijih senzorskih karakteristika (ukus, boja, mekoc¢a) i mesa manje nutritivne vrednosti. Zbog toga
u zivinarstvu postoji potreba za aditivima, koji bi omogucili da se u intenzivnhom uzgoju dobije
kvalitetnije meso, ¢ime bi se zadovoljile potrebe potrosaca i industrije, a koji bi istovremeno bili
bezbedni kako za zivotinje, tako 1 za ljude. S obzirom na potrebe za razvoj novih strategija ishrane

1
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kojima bi se uticalo na masnokiselinski sastav, sadrzaj holesterola i obogacenje mesa
antioksidativnim supstancama u cilju odlaganja oksidacije masti i produzavanja odrzivosti mesa,
sve se viSe istrazuje upotreba biljnih antioksidanasa u ekstrahovanoj (prec¢is¢enoj) formi kako bi se
utvrdila njihova efikasnost i moguénost prakti¢ne primene u ove svrhe. Posebno je znacajno utvrditi
u kojoj koli¢ini se izoflavoni, koji se dodaju hrani za Zivotinje, i njihovi metaboliti mogu zadrzati u
jestivim tkivima zivotinja, kako sa aspekta bezbednosti potrosaca, tako i sa aspekta dobijanja
namirnica sa dodatom vrednoS¢u (npr. jaja obogacena izoflavonima) koje mogu predstavljati

funkcionalnu hranu sa potencijalnim pozitivnim efektima na zdravlje ljudi.

Fitogeni su relativno nova klasa aditiva u hrani za Zivotinje 1 zbog toga su donekle limitirana
saznanja koja se odnose na mehanizme njihovog delovanja i eventualnih modela njihove primene.
Takode, kada se govori o bezbednosti potroSaca, mora se imati u vidu da se metaboli¢ka aktivnost
(npr. apsorpcija, potencijalno akumuliranje u jestivim tkivima) dosta razlikuje medu fitogenim
supstancama 1 da je zbog toga potrebno proceniti bezbednost svake pojedinacne aktivne supstance
nekog fitogenog aditiva. Stoga postoji potreba za jednim sistemskim pristupom kojim bi se utvrdila
stvarna efikasnost i bezbednost ekstrakta genisteina (u zavisnosti od tipa, doze aktivne komponente

i mogucih interakcija sa drugim sastojcima hrane) kao fitogenih aditiva u ishrani Zivine.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Trenutno stanje i pravci razvoja Zivinarske proizvodnje

Zivinarska proizvodnja je najbrze rastuéa i najfleksibilnija grana stoarstva. Razvoju ove
proizvodnje znacajno doprinosi porast svetske populacije, veéa kupovna mo¢ potroSaca i
urbanizacija. Ovi faktori su doveli do Sirenja, konsolidacije, vertikalne integracije i globalizacije
zivinarskog sektora proteklih petnaest godina, kako u razvijenim zemljama, tako i u zemljama u
razvoju (FAO, 2020; Farrell, 2013). Napredak ostvaren na nivou uzgoja omogucio je da se dobiju
hibridi koji zadovoljavaju specifi¢ne potrebe i veliku produktivnost, ali koji zahtevaju i posebne
uslove gajenja. Razvoj i trasfer procesnih tehnologija, poc¢evsi od pripreme hrane za Zivotinje, pa do
samog klanja, povecao je bezbednost i1 efikasnost proizvodnje, ali istovremeno je doveo do
favorizovanja velikih 1 potiskivanja malih proizvodaca. U Zivinarskom sektoru je poslednjih godina
razvijena jasna razlika izmedu velikih i srednjih industrijalizovanih sistema proizvodnje i
ekstenzivnih proizvodnih sistema koji imaju ulogu da obezbede zaradu malim proizvodacima i da

snabdevaju lokalne markete (FAO, 2020).

Bavljenje stoCarstvom predstavlja osnovni izvor prihoda za oko milijardu ljudi u najsiromasnijim
delovima sveta. Narocito ruralno Zivinarstvo je od esencijalnog znafaja za zivot mnogih
poljoprivrednika koji nemaju puno resursa i kojima je to jedini izvor prihoda. Naime, u zemljama
koje su deficitarne u hrani oko 80% prihoda se obezbeduje uzgojem zivine ¢ime se znacajno
doprinosi: boljoj ishrani ljudi, odnosno proizvodnji visoko kvalitetnih namirnica animalnog porekla
bogatih bioloski vaznim proteinima, mastima, vitaminima i mineralima (jaja i meso); podrsci,
narocito Zenama, da se bave uzgojem i da kao proizvodaci ostvaruju male prihode 1 ustedevinu ¢ime
mogu da steknu ekonomsku stabilnost; obezbedivanju dubriva za baste i obradive povrsine (Farrell,
2013). Takode, u selima, pored ekonomskog i nutritivnhog znacaja, prepoznat i priznat je i

sociokulturoloski i religiozni znacaj zivinarstva za male poljoprivredne proizvodace (FAO, 2020).

Savremena poljoprivredna proizvodnja oslanja se na efikasne proceduralne tehnike u cilju dobijanja
visoko kvalitetnih 1 bezbednih proizvoda Zivotinjskog porekla u odrzivom sistemu, koji je
istovremeno profitabilan za proizvodace. Trenutne strategije se baziraju primarno na optimalnim
uslovima gajenja i dobrom menadzmentu proizvodnje i podrazumevaju: odgovarajuéi prostor sa
adekvatnom prostirkom, prilagodenu temperaturu, ventilaciju, minimalno prisustvo praSine u
vazduhu (mikroklimat za svaku starosnu kategoriju), pripremu objekta pre svakog novog
proizvodnog ciklusa (turnusa) (Wenk, 2002). Zbog velike potrebe za proteinima animalnog porekla

s jedne strane, i strozijih propisa vezanih za dobrobit zZivotinja i zaStitu zivotne sredine s druge
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strane, neophodno je stalno pronalaZenje novih i unapredenje postoje¢ih tehnika u uzgoju farmskih

zivotinja.

Ishranom se primarno obezbeduje unos adekvatne koli¢ine energije i esencijalnih nutrijenata. Kako
bi se izbegli poremecaji koji se dovode u vezu sa ishranom i digestivnim traktom, narocito kod
mladih Zivotinja, u savremenom uzgoju se tezi da se obezbedi adekvatna koli¢ina proteina (kroz
zadovoljavanje potreba esencijalnim amino kiselinama), dodavanje organskih kiselina (fumarna i
mlecna kiselina), enzima (fitaza, karbohidrataza), prebiotika, dijetnih vlakana, fruktoze,
oligosaharida manoze, pektina, fitobiotika, probiotika (bakterija mle¢ne kiseline) i da se izbegavaju
antinutritivni faktori u hrani za zivotinje (Wenk, 2002). Klju¢ni parametar, koji bi u predstoje¢im
decenijama narocito trebalo poboljsati je konverzija hrane zivotinja koja se racuna kao koli¢ina
unete hrane po jedinici mase prirasta, dobijenih jaja ili koli¢ine proizvedenog mleka. TroSkovi
hrane za Zzivotinje ucestvuju 60-70% u ukupnim troSkovima stoCarske proizvodnje. Stoga,
optimizovanje potrosnje hrane je najodgovornije za odrzivu i profitabilnu stocarsku proizvodnju. U
veéini delova sveta najskuplja hraniva u hrani za Zivotinje su ona koja obezbeduju energiju,
proteine i fosfor, pa je upravo potroSnju ovih hraniva neophodno optimizovati kako bi se

proizvodnja ucinila efikasnom (Steiner i Syed, 2015).
2.2. Proizvodnja mesa sa posebnim osvrtom na Zivinsko meso

Proizvodnja mesa na globalnom nivou stabilno raste tokom poslednje decenije. Imajuci u vidu
stalan rast ljudske populacije, predvida se da ¢e ovakav trend se nastaviti i u bliskoj buduénosti.
Svetska proizvodnja mesa je porasla za 1% na 327 miliona tona u 2018. godini, sa znacajnim
porastom u proizvodnji govedeg, svinjskog i zivinskog mesa, i umerenim porastom proizvodnje
ovCijeg mesa. Porast ove proizvodnje zabeleZena je u Australiji, zemljama Evropske unije, Rusiji 1
SAD-u, a u ne$to manjem obimu i u Argentini, Indiji i Meksiku. Medutim u Kini i Brazilu, dvema
zemljama koje su najveci proizvodaci mesa u svetu, uocen je pad, ¢cime je i usporen trend globalnog
rasta proizvodnje mesa. Ovaj porast se ve¢inom pripisuje ve¢om produktivnoséu na nivou farmi, a u
nekim slu¢ajevima, narocito u Australiji i u zemljama Evropske unije, klimatski faktori (susa) su
uticali na povecan obim klanja. U slucaju Kine, sporiji rast u proizvodnji mesa posledica je pada
proizvodnje svinjskog mesa zbog pojave africke kuge svinja, dok u Brazilu manji obim proizvodnje
je uzrokovan smanjenim izvozom i to narocito u Rusiju, koja je iz bezbednosnih razloga stavila

zabranu na uvoz mesa iz ove zemlje (OECD-FAOQO, 2019).

Obim proizvodnje zivinskog mesa je porastao za 1,3% u 2018. godini §to predstavlja 123,9 miliona
tona, dok se u 2019. godini ofekuje porast za 3%. Trenutna globalna predvidanja procenjuju da ¢e
do 2025. godine zivinsko meso imati najveci obim proizvodnje i potrosSnje, daleko iznad govedeg,
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svinjskog i ovéijeg mesa. Zivinsko meso je trenutno najvise konzumirano meso u zemljama
¢lanicama Organizacije za evropsku ekonosku saradnju (engl. Organisation for Economic Co-
operation and Development-OECD) (FAO, 2019; King i sar., 2018). Zemlje u kojima je prisutan
porast proizvodnje zivinskog mesa, kako na racun veceg broja Zivotinja, tako 1 na racun veée mase
trupova, su SAD, zemlje Evropske unije, Indija i Kina, neSto sporiji rast proizvodnje uocen je u
Meksiku, Rusiji, Turskoj i Japanu, dok je pad proizvodnje zabelezen u Brazilu i Argentini. U 2018.
godini je u Evropskoj uniji proizvodnja Zivinskog mesa porasla za 1,2%, tako da je uspeSno
prevazidena kriza izazvana visoko patogenim virusom avijarne influence koja je dovela do
stagnacije u 2017. godini. Domac¢i proizvodaci su takode bili podstaknuti odlukom Evropske unije
da se ograni¢i uvoz mesa iz Brazila, dok su dodatnu podrSku Zzivinarskoj proizvodnji u Evropi
pruzile Madarska, Poljska i Rumunija koje su kroz vec¢a ulaganja uspele da realizuju bolju i odrzivu

produktivnost na zivinarskim farmama (FAO, 2019).

Povecana potroSnja zivinskog mesa se moze pripisati ¢injenici da je meso brojlera relativno jeftin i
pristupacan izvor proteina sa niskim sadrzajem masti, a pored toga ne dovodi se u vezu sa
religionznim i kulturnim ogranicenjima. Medu potroSacima je najviSe prihvaceno, izmedu ostalog, i
zbog lake pripreme (King i sar., 2018). Predvidanja su da ¢e na osnovu dosadasnjih trendova
svetska populacija dosti¢i broj od 9 milijardi stanovnika do 2050. godine, i to sa naro¢itim porastom
u siromasnijim zemljama, zbog ¢ega ¢e znacajno porasti potraznja za proteinima animalnog porekla
(King i sar., 2017). Tako da se o¢ekuje da ¢e uzgoj brojlera, zahvaljujuci visokoj konverziji hrane,
zauzimanjem manje prostora pri uzgoju, manjim ulaganjima u proizvodnju, kao i niskom emisijom
gasova u poredenju sa ostalim farmskim uzgojima, imati najvazniju ulogu da obezbedi odrzivo
snabdevanje hranom (Caro 1 sar., 2017). Pored potrebe za odrZivim snabdevanjem hranom i zahtevi
potroSaca za pristupa¢nom i bezbednom hranom vrSe stalni pritisak na proizvodace da pronalaze
nove metode kojima bi povecali produkciju, a nova saznanja i napredak u nauci i tehnologiji su
esencijalni u osmisljavanju i realizovanju odgovarajucih resenja kojima bi se adekvatno odgovorilo
na ovakve izazove. Tako da razliCite nutritivne strategije koje podrazumevaju izmene u ishrani,
formulisanju obroka, suplementaciju odredenim aditivima, i druge metode nude odredene
tehnoloske prednosti koje pomazu razvoju stocarske proizvodnje, a narocito zivinarskog sektora, i
to kako sa aspekta povecane proizvodnje, tako i s aspekta dobijanja bezbedne, kvalitetne i nutritivno

vredne hrane animalnog porekla (King 1 sar., 2018).
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2.3. Aditivi u hrani za Zivotinje

Aditivi u hrani za Zivotinje su proizvodi koji se koriste u ishrani Zivotinja u svrhu poboljSanja
kvaliteta smeSa za ishranu i kvaliteta hrane animalnog porekla, ili u cilju poboljSanja performansi i
zdravlja Zivotinja (Hashemi i Davoodi, 2010). Prema clanu 74. Pravilnika o kvalitetu hrane za
zivotinje u dodatke hrani spadaju: 1) vitamini i provitamini; 2) mikroelementi i minerali; 3)
neproteinska azotna jedinjenja; 4) aminokiseline; 5) stimulatori rasta; 6) kokcidiostatici i 7) ostali
dozvoljeni dodaci (Anon, 2017). Pod aditivima u hrani za zivotinje podrazumevaju se supstance
koje proizvoda¢ primenjuje u hrani za zdrave zivotinje, i to ne samo s aspekta poboljSanja
nutritivnog sastava obroka, ve¢ kako bi se dugotrajno obezbedile neke dodatne bioloske funkcije
zivotinjama (dodaju se hrani ako je moguée tokom celog proizvodnog perioda), dok veterinarski
lekovi se koriste za leCenje bolesnih Zivotinja samo u ograni¢enom vremenskom periodu, pod
strogom kontrolom veterinara, nakon koga sledi period karence (Wallace 1 sar., 2010). Prema
definiciji pravilnika Evropske unije (Regulation (EC) No 1831/2003) aditivi u hrani za Zivotinje su
supstance ili preparati, koji nisu hrana ili premiksi, a koji se namerno dodaju u hrani ili vodi u cilju:
poboljSanja karakteristika hrane za zivotinje (pojacivaci ukusa, antioksidansi); uticaja na
karakteristike proizvoda animalnog porekla (kontaminacija mikroorganizmima, odrzivost, ukus);
uticaja na zivotnu sredinu i posledica koje nastaju zbog velike stoCarske proizvodnje (smanjenje
emisije amonijaka i metana); pozitivhog uticaja na uzgoj, proizvodne karakteristike i dobrobit
farmskih zivotinja uticu¢i na mikrobiotu digestivnog trakta i svarljivost hrane; i postizanja

kokcidiostatskog i histomonostatskog efekta.

2.3.1. Stimulatori rasta u hrani za Zivotinje

U stimilatore rasta spadaju fitobiotici, probiotici, prebiotici i drugi dopuSteni stimulatori rasta
(Anon, 2017). Tokom poslednjih dvadeset godina znacajno je povecano interesovanje za biljke,
biljne ekstrakte i fitojedinjenja kao komponentama koje imaju potencijal da se koriste kao aditivi u
hrani za Zivotinje. Sve je veci broj publikacija koje potvrduju da suplementacija hrane za zivotinje
fitogenim aditivima pozitivno utice na zdravlje zivotinja i niz zootehniCkih parametara. Postoji
stalna potreba za pronalazenjem novih aditiva koji bi pozitivno uticali na zdravlje i proizvodne
rezultate Zzivotinja, a kojima bi se na efikasan i ekonomic¢an nacin zamenili antibiotici kao
stimulatori rasta za koje postoji opravdana zabrinutost zbog razvoja bakterijske rezistencije
(Wallace i sar., 2010). U Svedskoj od 1986. godine, u Svajcarskoj od 1999. godine, i konaéno u
svim zemljama Evropske unije od 2006. godine zabranjena je upotreba antibiotika u hrani za
Zivotinje, a tezi se da se njihova upotreba smanji i/ili zabrani i u zemljama van Evropske unije
(Windisch i sar., 2008). Tako je npr. 2009 godine u Srbiji, a 2011. godine u Koreji zabranjena
upotreba antibiotika u hrani za zivotinje. Pre ove zabrane zivinarska proizvodnja je umnogome
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zavisila od primene antibiotika u kontroli intestinalnih patogena kao S§to su Escherichia coli,
Clostridium perfringens i1 kokcidijalne infekcije. Medutim od tada u zivinarskom sektoru akcenat je
stavljen na poboljsanje uslova gajenja 1 menadzment, kako bi se u odredenoj meri kompenzovali
gubici. PotroSaci takode imaju bitnu ulogu u profilisanju proizvodnje ka S§to prirodnijom i
organskom hranom animalnog porekla u kojoj bi fitogeni aditivi u hrani za Zivotinje bili prihvatljiv
izbor (Griggs i Jacob, 2005). Naime, kod potrosaca poslednjih godina je narocito razvijena svest o
posledicama koje nastaju zbog bakterija koje su visoko rezistentne na antibiotike. U prilog tome
Hashemi i Davoodi (2010) navode da u poredenju sa sintetskim antibioticima 1 neorganskim
jedinjenjima, jedinjenja poreklom iz biljaka su prirodna, manje toksi¢na, ne zadrzavaju se kao

rezidue, pa se smatraju idealnim aditivima u hrani za proizvodne Zivotinje.

2.3.2. Fitogeni aditivi u hrani za Zivotinje

Industija hrane za zivotinje je tokom proteklih nekoliko godina prepoznala potencijal supstanci
poreklom iz biljaka u ishrani razli¢itih zivotinjskih vrsta. Tako su fitogeni aditivi (fitobiotici) u
velikoj meri zastupljeni u programima ishrane svinja i Zivine. Prema poreklu sirovine i nainu
proizvodnje fitobiotici se mogu klasifikovati u: bilje (zeljaste, jednogodisnje biljke cevtnice); zacine
(biljke intenzivnog mirisa i ukusa koje se koriste kao kuhinjski zacini); etarska ulja (volatilna
lipofilna jedinjenja dobijena hladnim cedenjem, ekstrakcijom na vodenoj pari ili alkoholnom
destilacijom), i oleorezine (ekstrakti dobijeni lipofilnim rastvara¢ima) (Windisch i sar., 2008).
Koli¢ina aktivne supstance u fitobioticima dosta varira i zavisi od dela biljke koji se koristi (seme,
list, koren ili kora stabla), sezone branja, geografskog porekla i tehnika ekstakcije koje modifikuju
aktivne 1 pomoc¢ne supstance u finalnom proizvodu. Komercijalni preparati koji su danas dostupni
na trziStu se dosta razlikuju u pogledu sastava, izgleda i kompleksnosti formulacija. Neki proizvodi
se sastoje samo od jedne (npr. etarsko ulje origana ili majcine dusSice), dok drugi imaju nekoliko
sirovina ili ¢ak izuzetno slozenu formulaciju sa velikim brojem sastojaka (Hashemi i Davoodi,
2010). Derivati biljaka koji se najcesce koriste kao fitogeni aditivi su trave, zacini, etarska ulja i
nevolatilni ekstrakti iz karanfili¢a, anisa, timijana, komoraca, melise, belog luka, kamilice, origana,
ruzmarina, zelenog €aja, nane i mnogih drugih biljaka. Mnogi fitogeni aditivi su sertifikovani kao
GRAS (Generally Recognized As Safe) od strane Agencije za hranu i lekove (FDA-Food and Drug
Administration), medu kojima je 1 ekstrakt izoflavona poreklom iz soje (Steiner i Syed, 2015;
Windisch i sar., 2008; Math¢, 2007).

Fitogeni aditivi se proizvode u obliku praha, granula ili u te¢nom obliku. Oni koji su u formi
¢vrstog praha se najcesce inkorporiraju u premikse ili potpune krmne smese. Poslednjih godina su
pocele da se koriste metode enkapsulacije (mikro 1 nanoenkapsulacija) kojima se aktivna supstanca

Stiti od delovanja visokih temperatura, maskira se jak miris i odlaze otpustanje u digestivnom traktu.
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Tecni oblici fitogenih aditiva su pogodni da se primenjuju u vodi ili zameni za mleko, kao i da se u
vidu spreja dodaju hrani koja se hidrotermalno procesira, kao §to su pelete ili ekstrudirana hrana

(Steiner i Syed, 2015).

Prilikom formulisanja fitogenih aditiva potrebno je odrediti odgovaraju¢u kombinaciju biljnih
materijala. Ovo podrazumeva dobro poznavanje ukusa biljnih jedinjenja 1 bioloskih efekata koje
ona mogu imati u organizmu Zivotinja. Smatra se da kombinacija vise razli¢itih biljnih komponenti
pruza ve¢e mogucnosti, odnosno da dobro formulisan fitogeni aditiv omogucava sinergisticki efekat
svih jedinjenja, pa se samim tim postize i bolji efekat u poredenju sa pojedinaénom aktivhom

supstancom (Steiner 1 Syed, 2015).

2.3.2.1. Mehanizmi delovanja fitogenih aditiva

Komercijalni fitogeni aditivi se obi¢no sastoje iz vise razliCitih jedinjenja poreklom iz biljaka zbog
kojih mogu da imaju kompleksne mehanizme dejstva na molekularnom nivou. Pored toga §to se
smatraju dobrom zamenom za antibotike, derivati biljaka ostvaruju i niz efekata koji se ne vezuju za
antibiotsko delovanje. Naime, mikrobioloske analize minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)
biljnih ekstrakta zacina i trava, kao i Cistih aktivnih supstanci, pokazale su da su te koncentracije
dosta vise od doza koje se uobicajno dodaju u hrani za Zzivotinje, Sto znaci da se sveukupna
efikasnost fitobiotika samo manjim delom oslanja na antimikrobno dejstvo (Burt, 2004). Mnogi od
tih efekata primarno uti¢u na bolju svarljivost hrane i manju konverziju. Konzumacija hrane dosta
zavisi od ukusa i mirisa, narodito kod mladih prasadi, ali i kod drugih vrsta Zivotinja. Zivotinje
imaju razliito razvijeno culo ukusa, tako da su svinje i goveda dosta osetljivije od Zzivine
(Ganchrow i1 Ganchrow, 1987). Biljni sastojci, trave, zacini, biljni ekstrakti ili pojedinac¢ne aktivne
supstance izrazito uticu na ukus hrane, odnosno menjaju organolepticka svojstva hrane za zivotinje,
pa su neki fitogeni aditivi u Evropskoj uniji klasifikovani kao arome i pojacivaci ukusa (Regulation
(EC) No 1831/2003). Medutim u vecini eksperimenata pokazano je da kod zivine fitobiotici
pozitivno uticu na koverziju, tako $to smanjuju konzumaciju bez promene u prirastu i zavr$noj
telesnoj masi brojlera (Windisch 1 sar., 2008). Fitogeni aditivi povecavaju sekreciju digestivnih
sokova (pljuvacka, Zu€ne kiseline), enzima (lipaze, tripsina i amilaze) i mukusa, imaju lakstativno,
spazmoliticko dejstvo 1 smanjuju flatulaciju, ostvaruju imunomodulatorski efekat, menjaju
intestinalnu morfologiju, Sto sve za posledicu ima vecéu svarljivost i bolju apsorpciju hranjivih
sastojaka, primarno proteina i amino kiselina, pa samim tim i bolje proizvodne rezultate (Amad i
sar., 2011). Pozitivni efekat koji ostvaruju na morfologiju tkiva duodenuma, jejunuma i ileuma
povecava svarljivost hranljivih materija, dok modifikacija sastava mikrobiote digestivnog trakta
(odzavanje eubioze - smanjen broj Clostridium spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp., i
favorizovanje rasta Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. i Gram pozitivnih koka) smanjuje nivo
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mikrobijalnih metabolita (amonijak, biogeni amini), utice na imunski sistem i usmerava energiju za
rast i razvoj misi¢a (Mountzouris i sar., 2011). U intenzivhom komercijalnom uzgoju, narocito
zivine, u strogo kontrolisanim uslovima drzanja, regulatorni mehanizmi najce$¢e budu poremeceni
velikim unosom visokoenergetskih hraniva, tako da fitogeni aditivi koji ostvaruju antiinflamatorni

efekat na nivou digestivnog trakta mogu biti od velikog znacaja (Margioris, 2009).

Pored navedenih efekata, fitogeni aditivi utiCu i na razvoj reproduktivnog sistema i kvalitet
spermatozoida ptica, na metabolizam holesterola i posledicno proizvodnju nutritivno vrednijeg
mesa i jaja. Za dosta supstanci poreklom iz biljaka, kao §to su fenolni terpeni (ruzmarinska kiselina
1 rozmarol), monoterpeni (timol i karvakrol), flavonoidi i antocijanini dokazano je da ostvaruju
znacajan antioksidativni efekat. Fitogeni antioksidansi u hrani za Zivotinje dodaju se da bi se lipidi
zastitili od oksidacije i da bi se delimi¢no smanjila upotreba a tokoferil acetata i srodnih jedinjenja
u hrani za zivotinje. Medutim pored toga, za fitobiotike je utvrdeno da ucestvuju i u aktivaciji NRF2
(nuclear-factor erythroid 2-related factor 2) transkripcionog faktora i indukciji gena odgovornih za
¢elijsku odbranu od slobodnih radikala u organizmu Zivotinja. Antioksidativhom efektu se pripisuje

1 uticaj na oksidativnu stabilnost i odrzivost mesa i jaja (Steiner i Syed, 2015; Durrani i sar., 2007).

Pored navedenog, biljke i fitojedinjenja mogu imati i Stetni uticaj na Zivotinje nakon ingestije, u
neke od njih ubrajaju se gastroenteritis, atonija zeluca, smanjen viskozitet intestinalnog sadrzaja i
oStecenje jetre (Durmic i1 Blache, 2012). Acamovic i Brooker (2005) navode da efekat koji
fitoaditivi ostvaruju zavisi u najve¢oj meri od hemijskog sastava, koncentracije aditiva u hrani za

zivotinje, obima konzumacije i zdravstvenog statusa zivotinja.

Da bi se neki fitoaditiv mogao koristiti kao dodatak hrani za Zivotinje neophodno je da se obezbedi
detaljan opis biljaka, aktivnih supstanci, mehanizama delovanja na molekularnom nivou, interakcija
s mikrobiotom digestivnog trakta, kao i interakcija sa domacinom. Imajué¢i u vidu raznovrsnost
biljaka, uslova gajenja, nacina aplikacije 1 brojne druge faktore, ovakav detaljan opis je gotovo
nemoguce odrediti. Medutim, za biljne ekstrakte koji se dosta koriste ili za koje postoji mogucnost
Siroke primene trebalo bi obezbediti informacije koje se ticu efikasnosti i bezbednosti njihove
upotrebe kako bi proizvoda¢i mogli da procene i razumeju bioloske efekte ovih fitojedinjenja

(Steiner i Syed, 2015).

Prema pravilniku Evropske unije komercijalni aditivi moraju da ispunjavaju slede¢e uslove: da
mogu da se identifikuju, da ostvaruju deklarisane nutritivne i bioloske efekte, da ne intereaguju sa
drugim sastojcima u hrani (fitaze, adstrigensi, enzimi koji razlazu neskrobne polisaharide), da su
bezbedni za Zivotinje, ljude koji dolaze u kontakt s njima (proizvodaci, farmeri, radnici) zbog
mogucénosti nastanka iritacije 1 alergijskog kontaktnog dermatitisa, potrosace koji konzumiraju
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hranu animalnog porekla (rezidue), i za zivotnu sredinu (Regulation (EC) No 1831/2003). Zbog
svega navedenog javlja se problem kada se govori o legislativi fitogenih aditiva koji se dovode u
vezu sa razliCitim zdravstvenim izjavama, a naroCito fitobiotika koji preko fitohrmonalnog

mehanizma uti¢u na metabolizam Zivotinja (Windisch i sar., 2008).
2.4. Fitoestrogeni

Tokom poslednje decenije veliku paznju naucne javnosti iz oblasti medicine i proizvodnje
funkcionalne hrane zaokupila je prakti¢na primena bioaktivnih supstanci poreklom iz biljaka. Kao
odgovor na razliCite stresore okoline, kao $to su mikrobijalna infekcija, insekti/zivotinjski predatori,
ultravioletno zracenje, niska temperatura, nedostatak vode i hranljivih sastojaka, biljke sintetiSu
puno razli¢itih jedinjenja (sekundarna biljna jedinjenja) kojima se otpornost biljaka povecava.
Acamovic 1 Brooker (2005) navode da se procenjuje da biljke proizvode oko 5100 razli¢itih
sekundarnih jedinjenja. Ova jedinjenja se na osnovu hemijske strukture i biosintetskog puta mogu
klasifikovati u tri velike grupe: terpenoidi, alkaloidi i fenolna jedinjenja (Irina i Mohamed, 2012).
Od navedenih, u biljkama su najvise zastupljeni polifenoli kojih moze biti 1 do nekoliko grama po
kilogramu tkiva biljke. Medu njima od narocitog interasa za zdravlje ljudi su jedinjenja poznata kao
fitoestrogeni, koji obuhvataju nekoliko grupa nesteroidnih estrogena Siroko zastupljenih u razli¢itim
biljkama. Termin fitoestrogen se u literaturi prvi put pojavljuje kasnih osamdesetih godina 20. veka.
Naziv ove klase sekundarnih metabolita biljaka potice od grcke re¢i “phyto”, Sto znaci biljka, 1
“estrogen” koja se odnosi na hormon koji reguliSe plodnost kod sisara Zenskog pola. Jo§ Cetrdesetih
godina dvadesetog veka je zapazena pojava privremene do trajne neplodnosti nazvane “bolest
deteline” kod australijskih ovaca koje su gajene na paSnjacima (Urpi-Sarda 1 sar., 2008), dok su
kasnije Davis 1 Hill (1989) potvrdili da se problemi sa reprodukcijom ovaca dovode u vezu sa
sadrzajem fitoestrogena formononetina u crvenoj detelini. Fitoestrogeni su u ve¢im koli¢inama
zastupljeni u semenkama, voc¢u i povréu i njihova koli¢ina u ovim biljkama zavisi od brojnih faktora
kao $to u vrsta biljke, podneblje i zemljiSte, sezona setve (sadnje) i zetve (branja), i mnogih drugih
faktora vezanih za rast biljaka (Salgado i Donado-Pestana, 2011). Ova jedinjenja su strukturno
sli¢na estrogenu 1 ostvaruju efekte slicne estrogenu u organizmu sisara. Naime, oni mogu da se
ponasaju kao agonisti estrogenih receptora (ER), ¢ime ostvaruju sinergisticki efekat sa endogenim
estrogenom, ili kao antagonisti ER, blokirajuéi ih i menjajuci njihovo funkcionisanje ¢ime smanjuju
estrogene efekte (Ganai 1 Farooqi, 2015). Zbog ove relativne estrogene potencije, neki od najvise
proucavanih fitoestrogena, kao Sto su genistein, daidzein i drugi nesojini fitoestrogeni, oznacavaju
se selektivnim estrogen receptor modulatorima (Selective Estrogen Receptor Modulators - SERMs)
(Sirotkin 1 Harrath, 2014). Da li ¢e ostvariti estrogene ili antiestrogene efekte zavisi od doze,
koncentracije endogenog estrogena u cirkulaciji i target tkiva (Barnes, 2004).
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Postoji niz studija koje pokazuju da konzumacija biljaka bogatih fitoestrogenima moze posluziti kao
dodatno sredstvo u prevenciji i leCenju razli¢itih poremecaja i bolesti vezanih za proces starenja,
mentalne funkcije, metabolizam, maligne transformacije, kardiovaskularna oboljenja i reprodukciju
— rak grudi i prostate, simptomi menopauze, osteoporoza, ateroskleroza, §log i neurodegeneracija
(Sirotkin 1 Harrath, 2014; Cassidy, 2003). Svi ovi efekti se objaSnjavaju kompleksnim
mehanizmima na nivou c¢elija. Molekularni mehanizmi dejstva fitoestrogena zasnivaju se na
inicijaciji transkripcije klasicnom interakcijom nuklearnih estrogenih receprtora (ER) sa elementima
estrogenog odgovora (estrogen response elements - EREs) i na negenomskom efektu koji se
ostvaruje preko ER u ¢elijskoj membrani ili citoplazmi. Negenomski efekti ukljucuju brze celularne
odgovore kao $to su oslobadanje azot oksida, fluks kalcijuma, i/ili aktivacija razli¢itih signalnih
puteva poput AMP-aktivirane proteinske kinaze, mitogenom-aktivirane proteinske kinaze 1
fosfatidil inozitol-3 kinaze (PI3K) (Ropero i sar., 2006). Pored toga S§to je za fitoestrogene, a
narocito grupu izoflavona, pokazano da su inhibitori tirozin kinaze i da imaju antioksidativni efekat,
oni se ponasaju i kao ligandi peroksizom proliferator aktiviranog receptora y (PPAR- v) (Cederroth i
sar., 2012). Fitoestrogeni takode uticu i na biosintezu steroidnih hormona (nivo slobodnih steroidnih
hormona i androgen-estrogen balans) reguliSu¢i aktivnost aromataze, 5-a-reduktaze, i nivoa hormon
vezujucih globulina za testosteron i 17fB-estradiol (Cederroth i sar., 2012; Déchaud i sar., 1999).
Posreduju u aktivaciji serotonergi¢kih receptora, IGF-1 receptora, uticu na metilaciju DNK
molekula, aktivhost DNK topoizomeraze, transkripcioni faktor NF-kB (Nuclear Factor kB),
modifikaciju histona, ekspresiju RNK i ostale intracelularne regulatore ¢elijskog ciklusa 1 apoptoze.
Svi prethodno navedeni mehanizmi se smatraju odgovornim za antioksidativne, antiproliferativne,
antimutagene i antiangiogene efekte fitoestrogena i posledi¢no njihov pozitivni uticaj na zdravlje 1

dugovecnost ljudi (Sirotkin i Harrath, 2014).

Prema hemijskoj strukturi i obrascu biosinteze fitoestrogeni se mogu podeliti na halkone,

flavonoide, lignane, stilbenoide i ostale klase (Sirotkin 1 Harrath, 2014).
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2.4.1. Flavonoidi

Flavonoidi pripadaju velikoj grupi fenolnih jedinjenja poreklom iz biljaka, koji pored znacajnih
organoleptickih i tehnoloskih svojstava, zbog kojih imaju Siroku primenu u razliitim granama
industrije, imaju i potencijal da pozitivno uticu na zdravlje ljudi ostvarujuéi antioksidativne,
antiinflamatorne, antialergijske, antivirusne, antikancerogene, terapeutske i citotoksi¢ne efekte
(Brodowska, 2017). U zivinarskoj proizvodnji su se pokazali izuzetno efikasnim s aspekta
poboljsanja proizvodnih performansi, zbog ¢ega je i broj publikacija iz ove oblasti naglo povecan
od 2000. godine (Wallace i1 sar., 2010). Predstavljaju derivate 2-fenil-benzo-y-pirona. Atomi
ugljenika u flavonoidu udruZeni su u dva benzenska prstena (A i B) povezana pirenskim prstenom
(C) koji sadrzi kiseonik. Na taj nacin formiran je ugljeni¢ni skelet koji je zajednicki za sve

flavanske sisteme (Cs-C3-Co) (Slika 2.1.).

Slika 2.1. Osnovna struktura skeleta flavonoidnih aglikona (2-fenil-benzo-y-piron)

Na osnovu razlika u hemijskoj strukturi flavonoidi se klasifikuju u flavanole, flavanone, flavonole,
izoflavonoide, flavone i1 antocijanine. U ostala flavonoidna jedinjenja ubrajaju se biflavonoidi
(ginkgetin), prenilflavonoidi, flavonolignani (silibinin), glikozidni estri flavonoida i proantocijanini
(Symonowicz 1 Kolanek, 2012). Flavanoli su kompleksna grupa polifenola u koju spadaju katehini 1
tanini. Nalaze se u vocu (bobicasto voce) i povréu (seme, kora), ¢ajevima, crvenom vinu, kakaou i
cerealijama. Antocijanini (cijanidin, pelargonidin, delfinidin, malvidin, petunidin, peonidin) su
prirodni pigmenti odgovorni za plavu, crvenu, ljubicastu i narandzastu boju voca i1 povrca (Pascual-
Teresa i sar., 2010). Flavanoni su dosta zastupljeni u razli¢itim delovima biljaka (koren, seme,
stabljika, list, cvet, plod, rizom), a najznacajniji su hesperetin (zastupljen u limunu, pomorandzi,
limeti, tandzelou) i naringenin (grejpfrut, gorka pomorandza i paradajz). Flavonoli su najvise
istrazena grupa flavonoidnih jedinjenja koja se mogu na¢i u grozdu, jabukama, paradajzu, luku,
brokoliju, crveno zelenoj salati, crnom 1 zelenom ¢aju i crvenom vinu. Najznacajniji flavonoli su
kvercetin, kempferol i miricetin. Flavoni su strukturno dosta sli¢ni flavonolnim jedinjenjima, u njih
spadaju apigenin (kamilica, pSenicne klice, Caj, perSun) i luteolin (brokoli, Sargarepa, celer, luk,

kupus, paprika) (Brodowska, 2017).
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2.4.1.1. Izoflavoni

Izoflavonoidi kao podgrupa flavonoida obuhvata izoflavone, izoflavanone, pterokarpane i
kumestane. Izoflavoni se nalaze u leguminozama, uglavnom soji, dok se kumestani mogu naci u
detelini, lucerki i sojinim klicama (Sirotkin 1 Harrath, 2014). Izoflavoni strukturno dosta variraju,
kako po broju i kompleksnosti supstituenata na 3-fenil-hromonu, tako i po razli¢itom stepenu
oksidacije i prisustvu dodatnih heterocikli¢nih prstenova. Broj poznatih glikozida izoflavona je mali
u poredenju sa brojem poznatih glikozida flavonoida, 1 ve¢inom se radi o O-glikozidima, mada je
otkriven i znac¢ajan broj 1 C-glikozida. U najrasprostranjenije izoflavone spadaju daidzein, genistein
1 glicitein, dok su u prirodi nesto manje prisutni formononetin, biohanin A, prunetin, pratensein,
kalikozin i pseudobaptigenin (Rossi i sar., 2010). Priblizan odnos genistein:daidzein:glicitein u soji

je 1,3:1,0:0,2 (Stevenson, 2012).

Mnogi izoflavoni pokazuju niz antimikrobnih aktivnosti, pa se smatra da pomazu biljkama u borbi
protiv oboljenja izazvanih mikroorganizmima. Utvrdeno je da koncentracija izoflavona u biljkama
dosta varira u zavisnosti od stresogenih agenasa, virusnih, bakterijskih i gljivicnih infekcija, kao 1
napada herbivora. Tako je npr. visi sadrzaj izoflavona u soji udruzen sa prisustvom infekcije
izazvane plesnima Phytophthora megasperma (Stevenson, 2012; Graham 1 sar., 1990).
Antimikrobni izoflavoni se mogu klasifikovati kao fitoaleksini (de novo sintetisane antimikrobne
supstance u oblastima patogene infekcije biljke) i fitoanticipini (antimikrobne supstance veé
prisutne u biljkama). Izoflavon genistein npr. moze da ima funkciju i fitoanticipina i fitoaleksina

(Dixon 1 Ferreira, 2002).

2.4.1.2. Uticaj razli¢itih procesa prerade na sadrzaj i konverziju izoflavona u proizvodima na
bazi soje

Soja je najvedi izvor izoflavona u ishrani ljudi 1 Zivotinja. Vecina flavonoida se u biljkama nalaze u
formi glikozidnih konjugata lokalizovanih u ¢elijskim vakuolama, od kojih su u soji najvise prisutni
malonilglikozidi. Coward i sar. (1998) su pokazali da koncentracija glikozida, acetilglikozida i
aglikone forme izoflavona ima tendenciju rasta tokom ekstrakcije, prerade i kuvanja. Razlicite
metode koje se koriste u preradi hrane (termicka obrada, enzimska hidroliza i fermentacija)
zna¢ajno mogu da uticu na promenu zastupljenosti razliitih izomera izoflavona u hrani. Tako npr.,
koli¢ina malonil formi, koje su termoosetljive, razlikovace se u sirovoj i termicki obradenoj soji

(Kurzer 1 Xu, 1997).

Od svih navedenih izoflavona u soji je dominantno prisutan malonilgenistin koji se nakon susenja
konvertuje u acetilgenistin, a nakon ekstrakcije u toploj vodi u genistin, 1 smatra se da je za

konverziju 1 degradaciju pogodnija vlaZzna toplota od suve (Chien 1 sar., 2005). Acetilglikozidi
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tokom termicke obrade nastaju cepanjem karboksilne grupe malonilglikozida (Villares i sar., 2011).
Aglikoni su stabilniji od B-glikozida pri izlaganju suvoj toploti ispod 200 °C (Yue i sar., 2010).
Prilikom pecenja raste sadrzaj aglikona i1 B-glikozida, a sadrzaj malonilglikozida opada, dok
prilikom pecenja na temperaturi od 160 do 200 °C u trajanju izmedu 5 1 15 minuta ne dolazi do
formiranja acetilglikozida (Lee i sar., 2013). Andrade i sar. (2016) su termi¢kom obradom sojinog
brasna na temperaturi do 200 °C tokom 20 minuta utvrdili 2,5 puta manji sadrzaj malonilglikozida,
1,2 puta visi sadrzaj B-glikozida i 3,5 puta visi sadrzaj aglikona. U fermentisanim proizvodima od
soje temperatura i sadrzaj vlage imaju bitnu ulogu u zastupljenosti razlicitih formi i ukupnoj koli¢ini

izoflavona (Lee i Lee, 2009).

Prilikom proizvodnje sojinog mleka u prahu termicki tretman smanjuje koncentraciju malonil
glikozida, a povecava koncentraciju glikozida i acetil glikozida u ovom proizvodu (Song 1 sar.,
1998). Procesom ektrakcije masti (ulja) iz soje uklanjaju se izoflavoni, Sto znaci da niskomasni
proizvodi od soje imaju nizi sadrzaj izoflavona, odnosno glikozida izoflavona koji su prisutni u
sirovoj soji (Stevenson, 2012). Proces prerade soje za pripremu sojine sacme koja se koristi u
ishrani Zivotinja minimalno menja sadrzaj izoflavona u poredenju sa sirovom sojom, dok alkoholna

ekstrakcija smanjuje sadrzaj izoflavona u proteinu soje (Stevenson, 2012) (Tabela 2.1.).
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Tabela 2.1. Sadrzaj izoflavona u proizvodima na bazi soje, (USDA, 2008).

Daidzein Genistein Glicitein Ukupno
mg/100 g mg/100 g mg/100 g mg/100 g
Sojina saCma sa
niskim sadrzajem 80,8 114,7 16,1 209,6
masti
S0t LT, 72,9 98,8 16,1 178,1
punomasno
Izolat proteina soje 30,8 57,3 8,5 91,1
Koncentrovan
sojin protein, 38,3 52,8 49 94,7
vodeni ekstrakt
Koncentrovan
sojin protein, 5.8 5.3 1,6 11,5
alkoholni ekstrakt
Sojin jogurt 13,8 16,6 2,8 33,2
Formula za
odojcad na bazi 7,2 14,8 3,0 25,0
soje
Sojino mleko 2.8 5,1 nd 7,9
Sirovo sojino zrno 20,4 22,6 7,6 49,0
Sojine klice, 5.0 6,7 0.8 12,5
prokuvane
Natto 33,2 37,7 10,6 82,3
Tempeh 22,7 36,2 3,8 60,6
Miso 16,4 23,2 3,0 41,5
Tofu 12,8 16,2 2,4 31,4
Miso supa 0.8 0,7 0,0 1,5
Soja sos 0,8 0,4 0,1 1,2

* nd- nije detektovano

2.4.1.3. Bioloska raspolozivost izoflavona

Bioraspolozivost 1 bioloSka aktivnost izoflavona najviSe su odredeni formom ovih jedinjenja. U
hrani, narocito proizvodima na bazi soje, izoflavoni u obliku aglikona (npr. daidzein, genistein i
glicitein) su generalno manje zastupljeni od njihovih glikokonjugata (7-O-glikozidi), 6’-O-
acetilglikozida i 6’-O-malonilglikozida (Rossi i sar., 2010) (Slika 2.2.12.3.).

Aglikoni
Jedinjenje Ry
Daidzein H H
Genistein OH H
Glicitein H OCH;

Slika 2.2. Aglikoni izoflavona poreklom iz soje (Vargas Galdos, 2009)
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ORs Glikozidi
Ho? . .
OH
Ry
Ri o]
OH

Jedinjenje R; Ry Rs
Daidzin H H H
Genistin OH H H
Glicitin H OCH; H
6°-0-acetildaidzin H H COCH;
6’-0O-acetilgenistin OH H COCH;
6’-0O-acetilglicitin H OCH; COCH;
6’-0O-malonildaidzin H H COCH,COOH
6°-O-malonilgenistin on o COCH>COOH
6’-0-malonilglicitin H OCH; COCH,COOH

Slika 2.3. Glikozidi izoflavona poreklom iz soje (Vargas Galdos, 2009)

Malonil glikozidi daidzeina i1 genisteina u soji su labilni i1 brzo se nakon termicke obrade razgraduju
do neacetilovanih glikozida. Nakon hidrolizacije, aglikone forme mogu biti apsorbovane u gornjim
delovima tankih creva pasivnom difuzijom, dok glikozidi se slabo ili ne apsorbuju zbog velike
molekulske mase i hidrofilnosti (Izumi i sar., 2000). U tankom crevu glikozidi izoflavona se
efikasno razlazu pod dejstvom enzima crevnih resica laktaza-florizin hidrolaze. Kod ljudi nivo
izoflavona u krvnoj plazmi brZe raste nakon oralne administracije aglikona nego glikozidnih formi,
pa se moze zakljuciti da se daidzein i genistein brzo apsorbuju i transportuju kroz intestinalni epitel
(Steensma i sar., 1999). Jedinjenja koja se ne apsorbuju u tankom crevu dospevaju do kolona gde
podlezu ekstenzivnoj biotransformaciji od strane mikrobiote. Bakterijska transformacija moze da
dovede do inaktivacije i/ili degradacije ili stvaranja jedinjenja koja imaju vecu biolosku aktivnost i
bioraspolozivost (npr. daidzein u S-ekvol). Nakon apsorpcije, ova jedinjenja se konjuguju u
crevima, a zatim i u jetri procesima metilacije, sulfacije i B-glukuronidacije, a mogu se sekretovati u
duodenum kao hidrofilni konjugati Zu¢nih kiselina. Tako da je mikrobiota ukljuena u entero-
hepato-entericno cirkulisanje izoflavona. Naime, mikrobijalni enzimi, narocito B-glukuronidaza

dekonjuguje ekskretovane izoflavone u kolonu gde se oni reapsorbuju ¢ime se produzava njihovo
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prisustvo u organizmu (Manach i sar., 2004). Gu 1 sar. (2006) su pokazali da su u krvnoj plazmi

ljudi izoflavoni primarno prisutni u formi glukuronida (75%), zatim sulfata (24%) i aglikona (1%).

Ekvol je najvise proucavan metabolit koga stvaraju bakterije kolona kod osoba koje konzumiraju
soju sa visokim sadrzajem izoflavona. Samo 30% zapadne populacije u kolonu ima bakterije koje
konvertuju daidzein u ekvol i1 oni se nazivaju “proizvodaci ekvola”, dok je taj procenat dosta visi
medu azijskom populacijom ljudi (60%). Ove osobe imaju prednost u odnosu na “neproizvodace”
koji daidzein konvertuju u O-desmetilangolensin (O-DMA), jedinjenje sa slabijom estrogenom
aktivnos$¢éu. Koncentracija ekvola u serumu ljudi koji ne proizvode ekvol je <40 nmol/l, §to je dosta

nize od onih koji tu sposobnost imaju (=83 nmol/l) (Rafii, 2015).

Poznato je da su koncentracije razli¢itih izoflavona u plazmi musSkaraca u Japanu od 7 do 110 puta
viSe nego kod muskaraca u Finskoj, zbog ¢ega se nizak mortalitet od raka prostate u Japanu, ali 1
uopsteno, manji rizik od nastanka raka drugih organa npr. kolona i dojke, dovodi u vezu sa visokim
unosom proizvoda od soje (Messina i sar., 1994). Kod muskaraca u Japanu utvrdeno je da je nivo
genisteina 1 daidzeina u plazmi oko 493 1 283 nM, pojedinacno, dok kod muskaraca u Velikoj
Britaniji i osoba koje ne konzumiraju soju oko 33 i 18 nmol. Kod odoj¢adi koja konzumiraju
zamenu za mleko na bazi soje nivo genisteina i daidzeina moze da poraste i do 1640 i 1160 nmol,
pojedinac¢no (Cederroth i sar., 2012; Setchell 1 sar., 1997). Dnevni unos soje se kre¢e od 7-8 g u
Hong Kongu i Kini, do 20-30 g kod ljudi u Koreji i Japanu. Vecina evropske i severnoamericke
populacije konzumira manje od 1 g soje/dan (Nagata i sar., 2000). Nivo unetih izoflavona se moze
odrediti urinarnom ekskrecijom, tako da kod ljudi koji u ishrani imaju dosta zastupljenu soju nivo
ekvola u urinu moze biti oko 100 puta visi od ljudi koji u malim koli¢inama konzumiraju soju
(Dixon 1 Ferreira, 2002). Azijska populacija (Japan, Tajvan, Koreja) konzumira od 20-150 mg
izoflavona na dan. Na osnovu saznanja o nivou unosa i urinarne ekskrecije daidzeina, genisteina i
ekvola kod Japanaca u poredenju sa Amerikancima i Evropljanima, izoflavoni u proizvodima od
soje se opravdano dovode u vezu sa smanjenim rizikom od nastanka raka. Naime, pretpostavlja se
da dnevni unos od 45 mg izoflavona moze da izazove promene u menstrualnom ciklusu i smanji
rizik od nastanka raka dojke (Dixon 1 Ferreira, 2002). Deficit estrogena kod Zena u postmenopauzi
dovodi do pojave niza simptoma kao §to su valunzi, suva vagina, i razvoja osteoporoze i povecanog
rizika od nastanka kardiovaskularnih oboljenja. Rezultati epidemioloskih studija pokazuju da visok
unos izoflavona i/ili flavonola doprinosi manjoj incidenci oboljenja srca kod Zena u Japanu (Merz-
Demlow 1 sar., 2000). Tako da izoflavoni, odnosno alternativa terapiji zamene estrogena, znacajno
mogu ublaziti 1 spreciti nastanak ovih poremecaja, a dodatno je pokazano da uti¢u i na poboljSanje
epizoti¢ne 1 semanti¢ne dugoro¢ne memorije kako kod starijih, tako i kod mladih Zena i muskaraca
(Dixon 1 Ferreira, 2002).
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2.4.1.4. Primena izoflavona u farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji

Izoflavoni se koriste kao aktivne supstance u proizvodnji farmaceutskih proizvoda i preparata za
negu koze (Nemitz 1 sar., 2016). Aglikonske forme izoflavona, za razliku od konjugovanih, imaju
veliku sposobnost apsorpcije, kako u digestivnom traktu, tako i preko koze, pa se zbog toga one i
najviSe koriste u formulisanju razli¢itih komercijalnih preparata. Ova jedinjenja se mogu dobiti
hemijskom sintezom ili ekstrakcijom iz biljnih materijala. PoSto su u soji veéinom prisutne
konjugovane forme izoflavona, sojini aglikoni se najceSc¢e dobijaju ekstrakcijom za kojom sledi

hidroliza i pre¢iS¢avanje (Nemitz i sar., 2015).

Postoji velika potreba za proizvodima koji sadrze izoflavone, narocito od strane Zena u menopauzi.
Dosta takvih proizvoda koji su obogaceni izoflavonima poreklom iz soje ili crvene deteline mogu se
kao komercijalni preparati naci na trziStu, od kojih sojini ekstrakti se oznacavaju kao suplementi i
“dodaci ishrani za specifi¢ne zdravstvene potrebe”, dok su ekstrakti crvene deteline oznaceni kao
suplementi. Ovi preparati se najceS¢e mogu kupovati bez recepta, a dostupni su u apotekama,
supermarketima i na internetu. Preporucene doze dosta variraju u zavisnosti od proizvodaca, a
generalno se kreéu izmedu 20 i 80 mg dnevno (Eisenbrand, 2007). Problem koji se javlja u
formulisanju ovakvih preparata i hrane obogacene izoflavonima je karakteristican gorak i
adstrigentan ukus aglikona. Kako bi se prevazisli ovi problemi koji mogu dosta da uti¢u na
senzorska svojstva, pre svega hrane i napitaka, razvijeni su razli¢iti tehnoloski procesi kojima se
aglikoni inkorporiraju u hidrofilne sisteme 1 kojima se maskira njihov nepozeljni ukus, a ukljucuju:
lipozomske nosace, mikro/nanostrukture i komplekse sa ciklodekstrinima (Nemitz i sar., 2016;

Nemitz i sar., 2015).

Kozmeticki preparati koji sadrze izoflavone se na trziStu reklamiraju kao “anti-age” proizvodi koji
zbog estrogene aktivnosti povoljno uti¢u na kozu, naime smanjuju bore, suvocu koze, sebum i
iritaciju osetljive koze, a povecavaju elasticitet i imaju antiperspirantni efekat (Nemitz i sar., 2016;

Kapuscinska i Nowak, 2015).

Za period od 20 godina (1994.-2014. godine) zastic¢eno je 705 izoflavonskih patenata koji se mogu
podeliti u tri grupe: 1) procesi za dobijanje frakcija bogatih izoflavonima iz biljnih materijala, 2)
upotreba izoflavona u kozmetiCkim proizvodima i 3) inkorporacija izoflavona u mikro 1
nanostrukturne sisteme kako bi se maskirao nepozeljni ukus i povecéala hidrosolubilnost bioaktivnih
supstanci (Nemitz i sar., 2016). Najveci deo ovih patenata ¢ine tehnoloski procesi, a zemlje koje su
najvise ovakvih patenata zastitile ukljuc¢uju Kinu sa 132 patenta, SAD sa 63, Koreju sa 44 i Japan sa
28 patenata. Zemlje koje su zaStitile najviSe patenata iz oblasti kozmetike su Francuska sa 8,

Nemacka sa 7, Kina 1 Koreja sa po 5 patenata. U oblasti nanotehnologije najviSe patenata su
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zaStitile Kina, Japan i Koreja sa 10, 4 i 4 patenta, pojedinacno (Nemitz i sar., 2016). Najveci broj
navedenih patenata odnosio se na genistein, $to se dovodi u vezu sa nizom naucnih i klini¢kih
studija u kojima su dokazani razliCiti pozitivni efekti koje ova bioaktivna supstanca ostvaruje na

organizam ljudi i Zivotinja.

2.4.1.5. Uticaj izoflavona na bioloSke parametre Zivotinja

Uticaj izoflavona na razli¢ite bioloSke parametre Zivotinja zavisi od vise kompleksnih mehanizama,
zbog Cega su u brojnim studijama dobijeni rezultati koji su dosta varijabilni. Dva najvaznija faktora
koja odreduju bioloske efekte izoflavonskih jedinjenja u organizmu su doza i duZina trajanja
tretmana. Takode, veliki uticaj imaju i starosna dob kada se ova jedinjenja aplikuju, kao 1 nivo
endogenih estrogena u organizmu zivotinja (Setchell i Cassidy, 1999). Pokazano da su bolji
rezultati ostvareni kod Zivotinja muSkog pola, zbog ¢ega se Cesto pol razmatra kao znacajan faktor
prilikom osmisljavanja eksperimenata vezanih za izoflavone. Takode, kod obolelih zivotinja su se
pokazali dosta efikasniji nego kod zdravih zivotinja. Moze se zakljuciti da mera u kojoj ¢e
izoflavoni prevashodno uticati na rast i proizvodne rezultate Zivotinja dosta zavisi od razli¢itih

stresogenih faktora sredine i da se bolji efekti ostvaruju u uslovima proizvodnje koji su losiji i slabo

kontrolisani (Zhengkang i sar., 2006).

Wallace i sar. (2010) navode da su flavonoidi grupa fitojedinjenja koja najpovoljnije deluju na
proizvodne rezultate u zivinarskoj proizvodnji. Pokazano je da dodavanje flavonoida (rutin,
hesperidin, kvercetin i naringenin) u koli¢ini od 300 mg/kg u kombinaciji sa mananoligosaharidima
znaajno poboljSava konverziju hrane kod brojlera nakon 42 dana tova. Takode, oksidacija mesa
nakon skladiStenja hladenjem 1 zamrzavanjem znacajno je bila odlozena zahvaljujuci
antioksidativnom efektu dodatih flavonoida (Batista 1 sar., 2007). U mnogim studijama je pokazano
da izoflavoni mogu da ostvaruju anabolicki efekat na metabolizam i1 performanse Zivotinja, da uticu
na neuroendokrini sistem i mikrobiotu digestivnog trakta zivotinja (Zhengkang i sar., 2000).
Ekstrakti bogati izoflavonima znacajno povecavaju nivo testosterona u serumu piladi muskog pola,
a smanjuju nivo mokrac¢ne kiseline i deponovanje abdominalne masti. Suplementacija dadzeinom u
koli¢ini od 3 mg/kg/dnevno povecava nosivost, proseénu masu i nivo holesterola u jajima koka
nosilja i pataka (Wang i sar., 1994). Jedinjenja izoflavona uti¢u na aktivnost i metabolizam bakterija
u rumenu tako $to povecavaju nivo testosterona, kako u rumenu, tako i u krvi prezivara. Takode,
mogu i da menjaju mikrobijalni sastav u digestivnom traktu. U in vitro ispitivanjima pokazano je da
50 ml daidzeina po litri intestinalnog sadrzaja iz razli¢itih delova digestivnog trakta prasadi
znacajno povecava broj Lactobacillus spp., na osnovu ¢ega se smatra da daidzein ima potencijal da
se koristi kao prebiotik u hrani za Zivotinje (Zhengkang i sar., 2006). Mehanizmi kojima
formononetin i daidzein pozitivno uti¢u na razvoj mlecne zlezde i laktaciju podrazumevaju
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sposobnost kompetitivnog vezivanja za receptore estradiola i progesterona u citosolu ¢elija mle¢ne
zlezde, a posledi¢no i stimulaciju sekrecije hormona rasta i prolaktina od strane hipofize (Zhang i
sar., 1995). Jedinjenja izoflavona zbog svog efekta na nespecifi¢ni imunitet, humoralni i celularni
imunski odgovor ubrajaju se u imunomodulatare poreklom iz biljaka (Zhengkang 1 sar., 2006).
Zhang i sar. (1995) imunoregulatorne efekte daidzeina kod krmaca i prasadi dovode u vezu sa
smanjenim nivoom somatostatina i povecanim nivoom hormona rasta i prolaktina u serumu i
kolostrumu. Gao 1 sar. (2000) su kod brojlera kojima je u hrani bio dodat daidzein utvrdili vecu
relativnu masu timusa 1 burze, kao i1 vecu transformaciju T limfocita. Od svih izoflavona daidzein je
najviSe ispitivana supstanca koja se u Kini koristi kao aditiv u hrani za Zivotinje (Zhengkang i sar.,

2006).

Nedoslednost u rezultatima ispitivanja izoflavona dovodi se u vezu sa nestandardizovanim
eksperimentima koji su izvodeni na razli¢itim zivotinjskim vrstama, razlikama u sastavu hraniva,
formulacijama aditiva (sojin protein, izoflavoni, Ciste supstance-hesperidin, daidzein, genistein),
dozama, nacinom aplikacije (putem hrane, injekciono, oralni gavaz), sa duZinom i vremenom
ekspoziture, razli¢itim metabolizmom izoflavona kod razli¢itih Zivotinja, razliCitim analizama
kojima se utvrduju efekti i mehanizmi dejstva koji najvise uticu na reproduktivne i endokrine
funkcije (Kamboh 1 sar., 2019; Wallace i sar., 2010). Stoga i1 dalje postoji potreba za jednim
sistematskim pristupom, naro¢ito u Zzivinarskoj proizvodnji, kojim bi se detaljno objasnila
efikasnost i mehanizmi dejstva pojedinacnih aktivnih supstanci u razli¢itim dozama kod nosilja 1

brojlera, kao i njihove moguée interakcije sa drugim sastojcima hrane.
2.5. Genistein

Genistein je jedan od najvaznijih sojinih izoflavona poslednjih godina poznat po razlic¢itim
bioloskim i terapeutskim svojstvima. U pocetku se nije smatrao jedinjenjem od interesa zato §to su
mu pripisivani samo estrogeni efekti i neki nezeljeni efekti kod odredenih Zivotinjskih vrsta.
Medutim sa napretkom u istrazivanjima, genistein se sada dovodi u vezu sa razliitim
farmakoloSkim mehanizmima koji pozitivno uti¢u na zdravlje ljudi i Zivotinja (Weng i sar., 2019;

Ganai i Farooqi, 2015).

Genistein se u biljkama sintetiSe preko fenilpropanoid puta koji pocinje sa aminokiselinom
fenilalaninom iz koje se dobija intermedijarno jedinjenje naringenin. Naringenin se u leguminozama
konvertuje u genistein uz pomo¢ dva enzima izoflavon sintaze i dehidrataze koji su specifi¢ni samo
za ovu familiju biljaka (Stevenson, 2012). Genistein je prvi put izolovan 1899. godine iz biljke
zutilice (dyer’s greenweed), Ciji latinski naziv je Genista tinctoria, tako da hemijski naziv
genisteina potice od generickog imena. Struktura jedinjenja je odredena 1926. godine, kad je
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utvrdeno da je identi¢na sa prunetolom. Prvi put genistein je hemijski sintetisan 1928. godine
(Ganai 1 Farooqi, 2015). Genistein po IUPAC nomenklaturi ima naziv 4',5,7-trihidroksiizoflavon i
spada u aglikone izoflavona (Ganai i Farooqi, 2015). Sastoji od ugljenicnog skeleta sa 15 C atoma,
10 vodonic¢nih 1 5 kiseoni¢nih atoma, tako da je njegova molekulska formula CisH10Os sa molarnom
masom od 270,2369 g/mol. U obliku je belicastog praha, osetljiv na svetlost, sa temperaturom
topljenja od 297-298 °C, nerastvorljiv je u vodi i rastvorljiv u polarnim rastvaracima kao $to su
etanol, aceton 1 dimetilsulfoksid (DMSO) (Weng 1 sar., 2019; Ganai i Farooqi, 2015). Genistein je
gorkog ukusa, Sto dosta smanjuje njegovu palatabilnost 1 oteZava inkorporaciju u hrani (Weng i sar.,

2019).

Difenolna struktura genisteina stereohemijski li¢i na endogeni estrogen (17-estradiol). Sli¢na
udaljenost OH grupa na suprotnim stranama molekula genisteina i estrogena (4'- i 7- hidroksilne
grupe) pruza moguénost genisteinu da se vezuje i za ERa 1 ERp, ali sa razli¢itim afinitetom prema
ovim receptorima (Slika 2.4.) (Barnes i sar., 2000). Brojni testovi su pokazali da je genistein 7 do
48 puta selektivniji prema ERP nego prema ERa, odnosno da je relativna estrogena aktivnost
genisteina preko ERp priblizno 30 puta vec¢a nego preko ERa (Patisaul i Jefferson, 2010). Estrogeni
receptori a su promoteri Celijske proliferacije, dok ERP uglavnom promoteri ¢elijske apoptoze
(Rietjens 1 sar., 2013). Akiyama 1 sar. (1987) su pokazali da genistein samo u viSim dozama (1
mg/kg) se ponaSa kao inhibitor tirozin kinaze, dok estrogne efekte ispoljava u nizim dozama.
Genistein moze da se vezuje i za vezujuéi protein steroidnih hormona uti¢u¢i na klirens androgenih
i estrogenih hormona i na njihovu raspolozivost (Dixon i Ferreira, 2002). Iako su estrogeni receptori
sli¢ni po strukturi, sposobnost jedinjenja (prirodnog ili sintetskog) da se veze za odredeni ER moze
da zavisi od vrste zivotinje. Tako npr. estrogeni receptori svinja imaju mnogo veci afinitet prema
estrogenom mikotoksinu zearalenolu u poredenju sa ER zivine (Harris, 2002). Kod brojlera
genistein i njegovi metaboliti funkcionisu kao delimi¢ni agonisti estrogenih receptora stimulacijom
ekspresije e-RmRNASF (Estrogen-Regulated mRNA Stabilizing Factor). Funkciju parcijalnog
agoniste kod brojlera genistein ima zbog manje efikasnosti u poredenju sa estrogenom, medutim u

odredenim dozama moze potpuno da blokira aktivnost estrogena (Ratna, 2002).
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Slika 2.4. Sli¢nost u hemijskoj strukturi genisteina i estrogena (Ganai 1 Farooqi, 2015).

Genistein je biosintetski najjednostavnije jedinjenje izoflavona dosta zastupljeno u leguminozama.
U hrani se genistein ve¢inom nalazi u formi bioloski aktivnog glikozida genistina. Sadrzaj
genisteina u vecini hrane na bazi soje u opsegu su od 0,2-1 mg/g i to u razli¢itim oblicima
glikozidnih konjugata (Fukutake 1 sar., 1996). Fermentacijom ili digestijom hrane bogate
genistinom oslobada se molekul Secera iz glikozidne forme izoflavona i dobija se aglikon genistein.
Pokazano je da soja, leguminoza sa visokim sadrzajem proteina, ima najvisi sadrzaj genisteina.
Nesto nizi sadrzaj genisteina utvrden je u drugim leguminozama, kao $to su npr. leblebije. Koli¢ine
genisteina u razliitim vrstama hrane na bazi soje, kao §to su formule za odoj¢ad na bazi soje, tofu,
sojino mleko, sojino brasno, izolat proteina soje, tempeh 1 miso, dosta variraju (Tabela 2.2.) (Ganai
i Farooqi, 2015). Visi sadrzaj genisteina i genistina u npr. “soy nuts” nego u soji se objaSnjava time
Sto su to zrna soje koja su kasnije ubrana i osusena, odnosno smatra se da sadrzaj ovih izoflavona
zavisi od sadrzaja vode i vremena branja sojinog zrna. Takode, proces proizvodnje, filtracija i
izdvajanje masti, smanjuje sadrzaj genisteina u proizvodima kao §to su sojino mleko, tofu i soja sos,
dok u fermentisanim proizvodima od soje (miso, natto) mikrobijalnom fermentacijom se povecava
sadrzaj nekonjugovane forme genisteina, a smanjuje sadrzaj genistina (Fukutake i sar., 1996).
Sojino brasno sadrzi 53% sojinog proteina, a jedan gram sojinog proteina sadrzi oko 250 pg
genisteina (Dixon 1 Ferreira, 2002). Proteini soje koriste se kao zamena za meso 1 mogu se naci u
pljeskavicama, kobasicama, virS§lama, ¢uftama i mesnim hlebovima u koli¢ini od 50-70%. Izolati
proteina soje koji sadrze 90% proteina, koriste se za pravljenje formula za odoj¢ad, sportskih
napitaka i energetskih plocica. Genistein se ne moze naci, ili se moze naci u malim koli¢inama, u
sojinom ulju i1 soja sosu. Pored soje, druge vrste hrane u kojima je dokazan genistein su klice
lucerke i deteline (7rifolium spp.), je€meno braSno, brokoli, karfiol, suncokret, kumin i seme
deteline (Ganai i Farooqi, 2015). Dodatno, genistein je izolovan iz bujona nakon rasta razli¢itih

vrsta mikroorganizama (Streptomyces spp., Pseudomonas spp.) (Ogawara i sar., 1986).

22



Pregled literature

Tabela 2.2. Sadrzaj genisteina i njegovog [-glikozida genistina u soji i proizvodima od soje
(Fukutake i sar., 1996)

Koli¢ina pug/g

Genistein Genistin
Soja 4,6 200,6
Soy nuts 11,6 968,1
Bob <0,1 <0,1
Proizvodi od soje
Sojino brasno 18,2 464.,4
Sojino mleko 1,9 133,1
Tofu 13,9 137,7
Fermentisani proizvodi od soje
Miso 2291 71,7
Natto 38,5 282,8
Soja sos 2,8 20,1

Pokazano je da genistein moze da ostvaruje antilipogene, antiparazitske, antiinflamatorne,
hipolipidemicne, neuroprotektivne efekte kod ishemicnih oSte€enja, estrogene efekte, narocito u
regulaciji simptoma postmenopauze, a moze se koristiti i u terapiji hipertenzije i osteoporoze (Chen
i sar., 2019). Genistein se smatra hemoprotektivnim agensom koji se koristi u terapiji kancera,
odnosno pokazano je da inhibira razvoj aberantnih kriptalnih fokusa (preneoplasti¢ne lezije) kolona
kod pacova (Pereira i sar., 1994), i tumorskih ¢éelijskih linija prostate i dojke kod ljudi (Barnes i sar.,
1994). Za razliku od drugih izoflavona, genistein ispoljava toksi¢nost u koncentracijama mnogo
visim od onih kojima ostvaruje bioloske i farmakoloske efekte, zbog ¢ega se 1 smatra potencijalno
najznacajnijim dijetnim hemopreventivnim agensom (Dixon 1 Ferreira, 2002). MoZe da ucestvuje u
metabolizmu lipida, smanjujuci deponovanje masti inhibicijom diferencijacije adipocita, i pozitivno
uti¢e na plazma lipidni status tako Sto snizava nivo LDL holesterola, odnos ukupnog prema HDL
holesterolu i odnos LDL prema HDL holesterolu kod zena u premenopauzi (Merz-Demlow i sar.,
2000). Takode interferira u regulatornim signalnim putevima koji se dovode u vezu sa gojaznoscu i
razli¢itim metabolickim poremecajima kod ljudi (Weng i sar., 2019). Dodatno je zakljuceno da
metaboliti genisteina inhibiraju sintezu 1 esterifikaciju holesterola (Ganai i Farooqi, 2015).
Genistein moze da utie na proliferaciju B ¢elija pankreasa i sekreciju insulina, naro¢ito u
postmenopauznim stanjima (Weng i sar., 2019; Ding i sar., 2017). Pored efekata koji se vezuju za
estrogenu aktivnost, genistein inhibira DNK topoizomerazu II, tirozin kinazu, celijski ciklus i
ostvaruje antioksidativni efekat. Inhibiciju tirozin kinaze ostvaruje specificno, fosforilacijom
receptora epidermalnog faktora rasta (EGF), dok u visSim koncentracijama takode inhibira i histidin
kinazu. Inhibiciju rasta Celija ostvaruje i menjajuci signalne puteve transformirajuc¢eg faktora rasta

B1 (TGF B1) (Dixon i Ferreira, 2002).
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2.5.1. BioraspoloZivost genisteina

Bioraspolozivost genisteina zavisi od relativnog unosa konjugovane i aglikonske forme (Slika 2.5.),
hidrolize glikozida od strane bakterija digestivnog trakta ili enzima crevnih resica, glukuronizacije u
jetri 1 stepena bilijarne 1 urinarne ekskrecije. Intestinalna mikrobiota genistein primarno
transformisSe u dihidrogenistein redukcijom dvostruke C-2 1 C-3 kovalentne veze u jednostruku. U
ovoj reakciji ucestvuju Clostridium slicne bakterije soj SNU sp. Niu-O16 i HGH6. Nakon toga
dihidrogenistein moze da ima dve sudbine, cepanje ugljenicnog prstena i formiranje 4-etil fenola
(kod Zivotinja) 1 6'-hidroksi-O-DMA (kod ljudi), ili redukcija do 5-OH-ekvola. Daljim cepanjem C-
prstena 6'-hidroksi-O-DMA se razlaze na floroglucinol i 2-(4-hidroksifenil)-propionsku kiselinu
(HPPA). Floroglucinol je supstrat za intestinalne bakterije i brzo se razlaze, dok dalja konverzija
HPPA nije utvrdena (Rossi i sar., 2010). S obzirom da se estrogene i1 ostale aktivnosti koje se
pripisuju genisteinu ne dovode u vezu sa 4-etil fenolom i HPPA, mikrobijlnom transformacijom
genisteina do ovih jedinjenja se smanjuje njegova bioloska aktivnost, tako da je od velikog znacaja
sprecavanje cepanja C-prstena u molekulu genisteina. Pokazano je npr. da fruktooligosaharidi imaju
sposobnost da sprece razgradnju genisteina selektivno favorizujuéi rast bifidobakterija. Naime, ove
bakterije ne mogu da redukuju kompleksne molekule, a svojim rastom onemogucavaju
umnoZzavanje bakterija odgovornih za metabolizam genisteina (Steer i sar., 2003). Bakterije koje
ucestvuju u metabolizmu izoflavona (daidzein i genistein) u kolonu su Eubacterium limosum (bez
demetilazne aktivnosti), E. coli soj HGH21 i Gram + soj HGH6 (glikozidazna aktivnost u
anaerobnim uslovima), bakterije slicne Clostridium spp. soj HGH136 1 TM-40, Coprobacillus
catenaformis soj AB030218, Gram pozitivna nesporogena bakterija Slackia isoflavoniconvertens 1

Slackia equolifaciens (Rafii, 2015).
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Slika 2.5. Hemijske strukture glikozidnih konjugata genisteina; A: 6"'-O-malonil-B-glikozid; B: -
glikozid; C: 6"'-O-acetil-p-glikozid (Coward i sar., 1998)
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Prose¢no vreme nakon ingestije kada koncentracija aglikona dostize pik u plazmi ljudi je 4-7 sati,
dok je za B-glikozide to vreme nesto duze, od 8 do 11 sati. Poluvreme eliminacije iz organizma za
daidzein je 9,3, a za genistein 7,1 sat, Sto implicira da se izoflavoni ili njihovi metaboliti brzo
izluCuju iz organizma (Cederroth i sar., 2012). Koncentracija genisteina u serumu azijskih Zena se
generalno kreée oko 25 ng/ml, nesto je niza kod zena koje su vegetarijanci, dok je kod Zena u

Americi ispod 2 ng/ml (Patisaul i Jefferson, 2010).

2.5.2. Genistein kao antioksidans

Genistein je u brojnim studijama koris¢en kao antioksidans gde je pokazano da poseduje mogucnost
da neutraliSe i spreCava stvaranje slobodnih radikala, odnosno reaktivnih vrsta kiseonika (ROS)
i azota (RNS) (hidroksilni radikal - OHe; superoksidni radikal - Oze; azot oksidni radikal - NO- i
lipid peroksilni radikal - LOO¢). Jednom stvoreni slobodni radikali napadaju razli¢ite delove ¢elije i
dovode do ostecenja Celijske membrane i enzimskih sistema (Giray i sar., 2001). Slobodni radikali
se smatraju jednim od glavnih uzroka koji dovode do autoimunih i hroni¢nih inflamatornih
oboljenja kod ljudi i zivotinja, kao $to je npr. sindrom pulmonalne hipertenzije (ascit) kod brojlera
(Kamboh 1 sar., 2015; Igbal i sar.,, 2002). Mehanizam antioksidativnog delovanja fenolnih
jedinjenja, poput genisteina, zavisi od transfera atoma vodonika ili elektrona sa fenolne C3
hidroksilne grupe. Genistein kao oksidans donira atom vodonika sa fenolne hidroksilne grupe, pri
¢emu se sam redukuje, a izuzetno efikasan pokazao se u eliminaciji vodonik peroksida u in vitro

uslovima (Ajdzanovi¢ i sar., 2010; Heim i sar., 2002).

Poznata su tri nivoa antioksidativne odbrane: 1) sprecavanje formiranja slobodnih radikala
(superoksid dismutaza, glutation peroksidaza), 2) prevencija i spreCavanje formiranja lanca i
propagacije (vitamin A, E, C, karotenoidi), i 3) ekscizija i popravka oStecenog dela molekula
(lipaze, peptidaze, dezoksiribonukleaze) (Grashorn, 2007). Genistein je uklju¢en u prvi i drugi nivo
odbrane. Naime, pokazano je da genistein inhibira stvaranje vodonik peroksida i povecava aktivnost
antioksidativnih enzima kao S$to su katalaza (CAT), mangan-superoksid-dismutaza (SOD), glutation
peroksidaza (GSH-px) i glutation reduktaza (Yang 1 sar., 2010). Katalaza 1 glutation peroksidaza
H202 prebacuju u H20, a superoksid-dismutaza dovodi do dismutacije superoksidnog anjona
(Ajdzanovi¢ 1 sar., 2010). Dodatno, difenoli¢na struktura genisteina omogucava helaciju prelaznih

metala, kao 1 direktno uklanjanje slobodnih radikala (Kruk i sar., 2005).

Moguéi mehanizam kojim izoflavoni uti¢u na antioksidativnu aktivnost podrazumeva i1 njihovu
sposobnost da stabilizuju ¢elijske membrane smanjenjem fluidnosti membrane. Smatra se da se
izoflavoni, slicno holesterolu 1 tokoferolu, ume¢u u hidrofobni deo membrane i dovode do

dramati¢nog smanjenja fluidnosti lipida u tom regionu ¢elijske membrane (Slika 2.6.). Lokalizacija
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izoflavona u unutra$njosti membrane i smanjenje fluidnosti membranskih komponenata moze da
oteza prostorno Sirenje slobodih radikala i na taj nacin da uspori kinetiku reakcija slobodnih

radikala (Jiang 1 sar., 2007a).

Slika 2.6. Lokalizacija izoflavona u fosfolipidnom dvosloju ¢elijske membrane (Ajdzanovi¢ i sar.,
2010)
Dokazano je da genistein ima ulogu u spreavanju nastanka apoptoze i nekroze ojacavajuci
antioksidativni odbrambeni sistem ¢elija modeliranjem ekspresije razlicitih gena i proteina (Ganai i
sar., 2015). Kompleks ER-genistein vezuje se za specificni element estrogenog odgovora (ERE) ili
element antioksidativhog odgovora (antioxidant response element-ARE) u regiji promotera i
aktivira transkripciju gena (Sema 2.1.). Kasnija istraZivanja su pokazala da do povecanja ekspresije
gena dolazi 1 posredovanjem drugih transkripcionih faktora koji su nezavisni od ERE, kao §to su
AP-1 (Activator protein 1) 1 NF-xB (nuclear factor kB) (Mahn i sar., 2005; Valverde i Parker,
2002). Genistein povecava ekspresiju antioksidativnih enzima, kao $to je glutation peroksidaza, u
¢elijama prostate i $titi DNK ovih ¢elija od nastanka oSte¢enja (Raschke i sar., 2006). Jiang i sar.
(2007a) su utvrdili da izoflavoni smanjuju sekreciju kreatin kinaze, koja je indikator stepena
oSte¢enja miSi¢a u medijumu glatkomisi¢nih ¢elija, §to pokazuje da izoflavoni mogu da Stite
¢elijsku membranu od gubitka kreatin kinaze u oksidativnom stresu. Genistein ostvaruje efekat
supresije oksidativnog stresa koji se dovodi u vezu sa inflamacijom, inhibiranjem aktivacije
nuklearnog faktora kB (NF-kB) i regulisanjem ekspresije gena koji ucestvuju u imunskom i
inflamatornom odgovoru (Choi 1 sar., 2003). Takode je pokazano da se unosom sojinih izoflavona
(sojino mleko, suplementi izoflavona) odlaze proces ateroskleroze, sprecava oksidacija lipoproteina
male gustine (LDL) i nastanak oksidativnih oSte¢enja na DNK kod Zena u postmenopauzi

(Wiseman i sar., 2000).

26



Pregled literature

" © °| Genistein
LT O

Membranski ER " © °|

Q

(@]

Transkripciom\j.“‘*-‘ o -
-, T eNOS 4
Target geni T MnSOD

TCytcox . g

Sema 2.1. Genistein aktivacijom membranskih ER pokreée signalne kaskadne puteve kojima se
povecava aktivnost azot oksid sintaze (eNOS) i aktiviraju geni antioksidativne zastite modulacijom
transkripcionih faktora posredovanom aktivnos¢éu kinaza (Mahn i sar., 2005; Valverde i Parker,

2002).

Yalniz i sar. (2007) 1 Onderaci i sar. (2004) su utvrdili da oralna primena genisteina smanjuje nivo
MDA (malondialdehida) u jetri i serumu prepelica i pacova, a antioksidativni efekat genistena na
ove parametre je naroc¢ito bio primecen kod zivotinja koje su bile izlozene temperaturnim stresom.
Akdemir i1 Sahin (2009) su dokazali znac¢ajnu negativnu korelacionu zavisnost (r=-0,65; P<0,0001)
izmedu nivoa genisteina u hrani i sadrzaja MDA u Zumancetu jaja. Jiang i sar. (2007b) su pokazali
da izoflavoni u hrani brojlera u koli¢ini iznad 10 mg/kg smanjuju stvaranje MDA u mesu grudi. Na
osnovu ovih istrazivanja zakljuceno je da suplementacija izoflavonima u hrani za zivinu ima veliki

potencijal u odrzavanju oksidativne stabilnosti proizvoda, mesa i jaja.

2.5.3. Genistein i lipidoza

Kod piladi je hepati¢na lipidoza, odnosno sindrom masne jetre, Cesto pracen hemoragi¢nim
sindromom jetre (Van Elswyk i sar., 1994). Jetra koja sadrzi masti u koli¢ini ve¢oj od 5% mase se
smatra masnom jetrom kod piladi. Ovaj sindrom se vise javlja kod nosilja, jer se dovodi u vezu sa
steroidnim hormonima (estradiol), dok kod brojlera ad libitum pristup hrani i brzi rani rast uti¢e na
razvoj metaboli¢kih poremeéaja i lipotoksi¢nih efekata (Chen i sar., 2006). Zivina je jako osetljiva
na promene u ishrani, tako da hiperlipidemi¢na pilad mogu da posluze kao dobri modeli u
razumevanju nastanka i terapije nealkoholnog steatohepatitisa kod ljudi (Martin-Castillo i sar.,

2010).

27



Pregled literature
Veca konzumacija proizvoda od soje dovode se u vezu sa manjom ucestalos¢u pojave nealkoholnog
steatohepatitisa kod ljudi u Japanu, a mehanizam kojim sojin protein smanjuje nivo lipida u jetri i
serumu objasnjava se vecom ekskrecijom zucnih kiselina. Genistein je takode dosta ispitivan zbog
hipolipidemicnog i antilipogenetskog efekta koji ostvaruje (Yang i sar, 2011). Kim i sar. (2010) su
pokazali da suplementacija genisteinom smanjuje deponovonje masti aktivacijom B-oksidacije
masnih kiselina ili inhibicijom adipogeneze i lipogeneze. Oralna administracija genisteina regulise
adipogenezu i deponovanje triglicerida, menja broj i volumen adipocita, smanjuje nivo ALT-a 1
AST-a, smanjuje lipidnu peroksidaciju i razvoj inflamacije kod miSeva i pacova sa nealkoholnim
steatohepatitisom (Ji i sar., 2011; Dang, 2009). Dokazano je da izoflavoni mogu imati bitnu ulogu u
snizavanju ukupnog serumskog holesterola, LDL-a i VLDL-a. Izoflavoni mogu da uspore stvaranje
plakova inhibiranjem adhezija ¢elija i promenom aktivnosti odredenih faktora rasta, kao Sto su
PDGF (Platelet-derived growth factor) i citokini, koji uticu na stvaranje lezija. Svi ovi efekti su

posredovani inhibicijom tirozin kinaze (Setchell i Cassidy, 1999).

Efekat genisteina na masno tkivo moZze biti i inhibitoran 1 stimulatoran u zavisnosti od doze. U
koncentracijama izmedu 0,1 i 10 umol genistein inhibira adipogenezu, dok je u koncentracijama
iznad 10 umol stimuliSe. Delom se ovi efekti obja$njavaju vezivanjem za ER[, a delom aktivacijom

drugih signalnih puteva koji smanjuju estrogene efekte genisteina (Dang, 2009).

2.5.4. Genistein i osteoporoza

Osteoporoza je progresivno oboljenje koje nastaje kao posledica smanjenog udela mineralizavanog
strukturnog dela kostiju $to dovodi do slabosti i frakture (Whitehead, 2004). Osteoporoza nosilja
koje se drze u kavezima (kasnije nazvana sindrom zamora nosilja u kavezima i kavezna paraliza) je
najznacajnije oboljenje skeleta kod starije zivine, naroc¢ito one koje je namenjena za proizvodnju
jaja (Mayeda 1 Ernst, 2008). Ve¢ je pokazano da sojini izoflavoni povecavaju sadrzaj mineralnog
dela kostiju 1 gustinu kostiju kod ljudi (Greendale i sar., 2002), medutim zbog navedenih problema,
ali 1 s aspekta poboljsanja kvaliteta ljuske jaja (debljina i masa ljuske), u intenzivnom uzgoju zivine

suplementacija izoflavonima ima veliki znaca;.

U brojnim studijama je uoceno da sojini izoflavoni, primarno genistein, smanjuju intracelularnu
koncentraciju kalcijuma u osteoklastima 1 povecavaju apsorpciju 1 retenciju kalcijuma iz
digestivnog trakta Sto implicira da se time povecava koli¢ina kalcijuma koja se koristi za formiranje
ljuske jaja (Akdemir i Sahin, 2009; Kajiya i sar., 2000; Gao i Yamaguchi, 1998). Sahin i sar. (2006)
su takode pokazali da je suplementacija genisteinom u dozama od 400 do 800 mg/kg smanjila
sadrzaj kalcijuma, fosfora, magnezijuma, mangana, cinka, gvozda i bakra u ekskretu, dok se

koncentracija kalcijuma, fosfora i magnezijuma u serumu ptica povecala. U razli¢itim studijama je
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utvrdeno da izoflavoni ucestvuju u remodeliranju kostiju, odnosno da pozitivni efekat ostvaruju na
gustinu i obnavljanje kostanog tkiva (Stevenson, 2012; Picherit i sar., 2001; Blair i sar., 1996).
Pokazano je da je genistein izuzetno potentan promoter diferencijacije 1 maturacije osteoblasta i
inhibitor formiranja osteoklasta 1 resorpcije kostiju, 1 to preko osteoklasnog inhibitora
osteoprotegerina i blokiranjem NF-«kB signalnog puta, tako da ovi efekti najverovatnije nisu

posredovani estrogenim receptorima (Ming, 2013).

2.5.5. Genistein i imunski odgovor

U brojnim studijama je pokazano da genistein ima supresivni efekat kako na celularni, tako i na
humoralni imunski odgovor. Takode, smanjuje agregaciju trombocita 1 stabilizuje mastocite (Ganai
1 Farooqi, 2015). Kod zivotinja genistein smanjuje intenzitet razvoja reakcije kasne preosetljivosti,
dok kod odoj¢adi hranjenom formulama na bazi soje smanjuje funkciju T Ccelija 1 nivo
imunoglobulina (Ganai i Farooqi, 2015; Zoppi i sar., 1982). Inhibitorni efekat genisteina, bilo da se
aplikuje per os ili injekciono, na celularni imunski odgovor kod zivotinja pracen je smanjenom
masom timusa, pa je ovaj pokazatelj usmerio istrazivanja u pravcu razvoja CD4+ i CD8+ timocita
¢ime je 1 pokazano da imunosupresivni efekat se ostvaruje upravo preko ovih ¢elija koje na svojoj
povrsini eksprimiraju estrogene receptore (Ganai i Farooqi, 2015). Medutim kasnija istrazivanja
kod pacova 1 miSeva hranjenih genisteinom tokom gestacije i laktacije pokazala su da efekat
genisteina na masu timusa 1 celularni imunski odgovor ukljucuje i mehanizme koji nisu vezani za
ER. Naime, utvrdeno je da neki od tih mehanizama ukljucuju inhibiciju tirozin kinaze,

topoizomeraze 11 i jo§ neke neestrogene celularne mehanizme i puteve (Yellayi i sar., 2002).

In vitro studije su pokazale da visok nivo genisteina smanjuje broj makrofaga i natural killer (NK)
¢elija, 1 inhibira fagocitozu inhibiraju¢i tirozin kinazu, dok inhibiciju stvaranja T 1 B limfocita
ostvaruje preko inhibitornog efekta na topoizomerazu II (Chang 1 sar., 1995). S druge strane, niZe
doze genisteina povecavaju aktivnost NK ¢elija i sprecavaju replikaciju virusa (Andres i sar., 2009).
Kod svinja inficiranih virusom reproduktivnog i respiratornog sindroma (PRRS virusom) genistein,
pored pozitivnog efekta na proizvodne rezultate, smanjio je aktivnost interferona u serumu, a
povecao nivo al-acilglikoproteina, 1 time ucestvovao u eliminaciji virusa iz organizma zarazenih
svinja. Smatra se da genistein unet per os u dozi od 200 do 400 mg/kg ostvaruje zanacajan

imunomodulatorski efekat (Greiner i sar., 2001).

Pulmonalna arterijalna hipertenzija je oboljenje malih pluénih arterija koje karakteriSe visok pluéni

vvvvv

klinickih simptoma kod brojlera sa ascit sindromom koji je jedan od vode¢ih uzroka uginuéa u
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zivinarstvu. Brojna istrazivanja su pokazala da genistein moZe da suprimira ovo oboljenje kroz NO

(azot-monoksid) posredovane signalne puteve (Yang i sar., 2010).

2.5.6. Antibakterijski efekat genisteina

Zbog stalne potrebe za antimikrobnim supstancama, naroCito u industriji hrane gde se javlja
rezistencija patogena, smanjena efikasnost postojacih preparata (dezinficijensi) i velika upotreba
aditiva koji mogu Stetno uticati na zdravlje (natrijum benzoat), od velikog je znacaja pronalazenje i
formulisanje novih efikasnih antimikrobnih preparata koji bi bili bezbedni za konzumaciju
(Dhayakaran 1 sar., 2015). Genistein pored jedinstvenih terapeutskih i1 bioloskih svojstava, poseduje
1 odredene prednosti s aspekta raspolozivosti, biokompatibilnosti, biorazgradivosti i jestivosti (Ullah

isar., 2011).

Strukturni preduslovi izoflavona odreduju stepen njihove antibakterijske efikasnosti, odnosno prenil
grupa na C-6 poziciji i hidroksilne grupe na C-5 i C-7 pozicijama. Kristalizacijom prenil i
hidroksilnih grupa opada antibakterijska aktivnost izoflavona (Dhayakaran i sar., 2015; Mukne i
sar., 2011). Hidroksilne grupe zbog visokog afiniteta prema proteinima inhibiraju enzime i
biosintetske puteve u bakterijskim c¢elijama, dok prenil grupe povecavaju lipofilnost, odnosno
interakciju izmedu izoflavonskih jedinjenja i bakterijske celijske membrane. Adsorpcijom ovih
jedinjenja na povrsSinu ¢elije remeti se funkcionisanje, oSte¢uje ¢elijska membrana i sadrzaj iz ¢elije
izlazi van (Mukne i sar., 2011). Kapoor 1 sar. (2007) su utvrdili da konjugovane glikozidne forme
imaju manju antibakterijsku aktivnost od aglikona. Generalno se smatra da genistein sprecava
sintezu nukleinskih kiselina uti¢u¢i na enzime topoizomerazu I i II, ili preko topoizomeraze 1V,
¢ime se smanjuje koli¢ina RNK i DNK u bakterijskim ¢elijama (Ulanowska i sar., 2006; Verdrengh
1 sar., 2004). Cushnie i Lamb (2011) smatraju da liza bakterijske Celije koja nastaje u prisustvu
genisteina je verovatnije posledica programirane ¢elijske smrti usled smanjene sinteze DNK/RNK
nego ostecenja integriteta Celijske membrane. Genistein uti€e 1 na sintezu egzotoksina tako da

smanjuje i patogenost bakterija (Ulanowska i sar., 2007).

Za genistein je potvrdeno da ima antibakterijski efekat prema Staphylococcus aureus, meticilin
rezistentnim S. aureus (MRSA), B. anthracis 1 Vibrio harveyi (Hong i sar., 2006; Ulanowska 1i sar.,
2006). Ulanowska 1 sar. (2006) su pokazali da 27 mg/ml genisteina ima snazan inhibitorni efekat na
rast Gram negativne bakterije V. harveyi, umereni inhibitorni efekat prema Gram pozitivnoj
Bacillus subtilis, dok znacajnog efekta na rast E. coli nije bilo. Hong i sar. (2006) su utvrdili da je
genistein u istoj koncentraciji koju su koristili prethodno navedeni autori (27 mg/ml) inhibirao rast
S. aureus 1 B. anthracis, dok nije bilo efekta na rast Lactobacillus reuteri, E. coli, Shigella sonnei 1

Klebsiella pneumonia. Prema Dhayakaran i sar. (2015) ekstrakt izoflavona soje je smanjio rast L.
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monocytogenes, dok na formiranje biofilmova MRSA, E. coli 1 Pseudomonas aeruginosa nije

ispoljio efekat.
2.6. Funkcionalna hrana

Koncept funkcionalne hrane prvi put su pomenuli japanski nauc¢nici koji su proucavali vezu izmedu
ishrane, senzorske ocene hrane i modulacije fizioloskih sistema. Ministarstvo zdravlja Japana je
1991. godine usvojilo pravilnik o specifi¢noj hrani koja uti¢e na zdravlje ljudi tzv. FOSHU (Food
for Specified Health Uses) kategorija hrane za koju su dozvoljene odredene zdravstvene izjave
(Burdock i sar., 2006). U Japanu tradicionalna funkcionalna hrana se smatra posebnim proizvodima
koji ukoliko zadovoljavaju uslove mogu biti oznaceni simbolom FOSHU i kod kojih je
funkcionalna komponenta znacajnija od ukusa, dok u Evropi i SAD-u koncept funkcionalne hrane
podrazumeva da se tradicionalni i konvencionalni proizvodi obogate nekim funkcionalnim

sastojkom, pri ¢emu takva hrana se ne izdvaja u posebnu kategoriju (Fern, 2007; Hilliam, 1998).

Mnogi drzavni organi, akademska udruzenja i sektor industrije su tokom godina predlagali razli¢ite
definicije koje se ti¢u funkcionalne hrane pocevsi od jednostavnijih: “Hrana koja pored osnovne
nutritivne vrednosti moze povoljno da utice na zdravlje”, do slozenijih: “Hrana koja je po izgledu
sli¢éna konvencionalnoj hrani i koja je namenjena da se konzumira kao deo uobicajne ishrane, ali
koja je izmenjena da pored zadovoljavanja nutritivnih potreba ima i odredenu fiziolosku ulogu
(Bech-Larsen 1 Grunert, 2003). Dodatno, da bi takva hrana se smatrala funkcionalnom, njom bi

moralo da se zadovolji i preporuceni dnevni unos date relevantne supstance (Grashorn, 2007).

U Evropi je od strane Evropske Komisije u saradnji sa ILSI (International Life
Science Institute) institutom na sledeci nacin definisana funkcionalna hrana: “ Hrana ili proizvod se
moze smatrati funkcionalnim ukoliko pored osnovne hranljive vrednosti ima povoljan efekat na
jednu ili vise funkcija u ljudskom organizmu, tako §to ili poboljSava generalno i fizi¢ko stanje i/ili
smanjuje rizik od nastanka bolesti. Koli¢ina unosa i izgled funkcionalne hrane trebalo bi da bude
uobicajen, sli¢an konvencionalnoj hrani koja se koristi u ishrani, odnosno ne moze biti u obliku

tablete ili kapsule” (Sir6 1 sar., 2009; Diplock i sar., 1999)

Funkcionalna hrana je narocito interesantna sa ekonomskog aspekta zato $to pruza proizvodacima
mogucénost da uvedu nove proizvode visokog kvaliteta na trziste za koje bi potroSaci bili spremni da
plate 15-20% vise od cene konvencionalnih proizvoda (Sir6 i sar., 2008). Benkouider (2004) je
procenio trziste funkcionalne hrane 2004. godine na oko 61 milijardu USS. Ovo trziste je 2010.
godine procenjeno na vise od 150 milijardi US$ sa godi$njim rastom od 10% (Granato i sar., 2010),

a ocekuje se da ¢e prihod od svetskog trzista funkcionalne hrane porasti od 2019. do 2025. godine
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sa 174,75 milijardi USS$ na preko 275,77 milijardi USS$
(https://www.statista.com/statistics/252803/global-functional-food-sales).  Trziste  funkcionalne
hrane Zivinskih proizvoda u Srbiji se susrece sa problemima, Sto potvrduju 1 studije Rodi¢ 1 sar.
(2010a) i Rodi¢ 1 sar. (2010b) u kojima je pokazano da vecina potroSaca nije spremna da prihvati
znaCajan porast u ceni jaja i mesa piladi. Studija o stavovima potrosaca i zelji da ukljuce
funkcionalne proizvode u svoju ishranu izvedena od strane Verbeke (2005), pokazala je da stariji
ljudi 1 ljudi koji imaju bolesne ¢lanove porodice lakse prihvataju ovakvu hranu, medutim samo mali
procenat njih je spreman da pravi kompromis ukoliko ukus funkcionalne hrane dosta odstupa od

ukusa konvencionalne hrane.

2.6.1. Meso kao funkcionalna hrana

Meso je visoko vredna namirnica, sa velikom bioraspolozivo$¢u hranljivih materija, koja je dosta
cenjena kod potrosaca zbog karakteristicnog ukusa i arome. Razli¢iti su nacini kojima se meso i
proizvodi od mesa mogu obogatiti bioaktivnim jedinjenjima koja su i inace prisutna u mesu. U neka
od takvih jedinjenja koja uticu na fizioloske procese kod ljudi ubrajaju se anserin, kamozin,
glutation, L-karnitin, kreatin i taurin. Da bi se neki sastojak hrane smatrao funkcionalnim u obzir
mora da se uzme nivo unosa, efikasnost u ostvarivanju pozitivnih efekata na fizioloske funkcije,
stabilnost 1 tehnoloske karakteristike (stabilnost tokom skladiStenja, uticaj na senzorske
karakteristike) (Decker 1 Park, 2010). Neki esencijalni nutrijenti, koji se smatraju funkcionalnim, a
mogu se nac¢i u mesu i proizvodima od mesa, su vitamin A, E i C i minerali magnezijum, kalcijum i
kalijum. Neka neesencijalna jedinjenja koja se suplementacijom u hrani za Zzivotinje i
reformulacijom proizvoda mogu naci u mesu i proizvodima od mesa su PUFA n-3 masne kiseline,
CLA, antioksidansi, dijetna vlakna, bioaktivni peptidi, probiotske bakterije 1 prebiotici (Khan i sar.,
2011).

2.7. Kvalitet mesa piladi

Meso piladi se od ostalih vrsta mesa, kao Sto su govede i jagnjece, razlikuje po nizem sadrzaju
gvozda (0,7 mg/100 g u poredenju sa 2 mg/100 g). Meso piladi znacajan je izvor esencijalnih
polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), naroCito n-3 masnih kiselina. Preporuceni dnevni unos
niacina za odasle obezbeduje se sa 100 g, dok za decu sa 50 g mesa piladi. Sadrzaj masti u pile¢em
mesu varira u zavisnosti od provenijencije, mase i ishrane brojlera. Analiziraju¢i razlicite delove
trupa zivine, kao i celog trupa, utvrden je slede¢i sadrzaj masti: 2,8 g/100 g grudi, 10 g/100 g celog
trupa, 13 g/100 g bataka sa kozom i 70 g/100 g koze (Barroeta, 2007). Kao $to je navedeno, meso
grudi, koje spada u tzv. belo meso, sadrzi manje od 3 g masti/100 g. Vise od polovine ovog sadrzaja

¢ine pozeljne mononezasi¢ene masne kiseline, dok samo jednu tre¢inu Cine zasi¢ene masti.
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Znacajno veci udeo zasi¢enih masti je u crvenom mesu drugih zivotinja (govede, ovcije 1 svinjsko
meso) i crvenom mesu zivine (batak s karabatakom). Zbog ovakvog masnokiselinskog sastava meso
piladi se smatra “zdravim” mesom, a dodatno ne sadrzi ni trans masti koje se u ve¢oj koli¢ini mogu
na¢i u govedem i jagnjecem mesu, a koje se dovode u vezu sa nastankom koronarne bolesti srca
(Boskovi¢ 1 sar., 2015). Svetske organizacije koje se bave istrazivanjem kancera (World Cancer
Research Fund) dale su mis$ljenje da konzumiranje velike koli¢ine crvenog mesa (vise od 500 g
nedeljno), narocito proizvoda od mesa, ali ne 1 mesa piladi, moze biti nezdravo (Bingham, 2006).
Naime, konzumacijom crvenog mesa u debelom crevu ljudi formiraju se N-nitrozo jedinjenja koja
se smatraju jednim od znacajnih faktora koji uticu na povecani rizik od nastanka kolorektalnog

kancera (Pisulewski, 2005).

2.7.1. Moguc¢nosti dobijanja obogadenog mesa modifikacijama u ishrani Zivine

Istrazivaci iz oblasti ishrane zivotinja poslednjih godina razvijaju razli¢ite efikasne strategije koje za
cilj imaju da se dobiju namirnice animalnog porekla sa poboljSanim nutritivnim sastavom, a koje bi
dodatno mogle da imaju pozitivni efekat na zdravlje ljudi. Tako npr. modifikacijom obroka moze se
dobiti meso sa smanjenim sadrzajem ukupne masti, sa promenjenim masnokiselinskim sastavom i
poboljsanom oksidativnom stabilnoséu (Pisulewski, 2005). Kada se govori konkretno o zivinarskoj
proizvodnji, razvijeno je niz programa kojima se dobija meso i jaja sa smanjenim sadrzajem masti 1
holesterola (Nikolova i sar., 2009; Stanacev i sar., 2005). Imajuci u vidu da ishrana brojlera moze
dosta da varira, odnosno da je pogodna razli¢itim modifikacijama, pokazano je da se sadrzaj
znacajnih masnih kiselina, vitamina, makro i mikroelemeneta lako moze povecati u mesu piladi za
razliku od mesa drugih zivotinja (Markovi¢ 1 sar., 2018a; Markovi¢ 1 sar., 2018b; Brankovi¢ Lazi¢,

2015; Drljaci¢, 2013).

Meso piladi i1 jaja imaju dobar potencijal kao funkcionalna hrana zato S§to zivina ima veliku
sposobnost da nutrijente od interesa konvertuje iz hrane u proizvode. Zbog viSeg sadrZaja masti u
jajima, ona su se pokazala kao bolja za modifikaciju u potencijalnu funkcionalnu hranu u poredenju

sa mesom (Peri¢ 1 sar., 2011).

2.7.1.1. Polinezasicene n-3 masne kiseline i CLA

Najvise ispitivana fizioloski aktivna (funkcionalna) jedinjenja, za koje je pokazano da smanjuju
rizik od nastanka nekoliko hroni¢nih nezaraznih bolesti, sa najveCom efikasno$¢u u prevenciji
kardiovaskularnih oboljenja, su polinezasi¢ene masne kiseline (n-6 i n-3) i konjugovana linolna
kiselina (conjugated linoleic acid-CLA) (Lopez-Garcia i sar., 2004). Za CLA pored antiaterogenog,
dokazano je da ima 1 antikancerogene 1 imunomodulatorske efekate kod zivotinja i ljudi. Zbog toga

je niz istrazivanja bilo posvecéeno strategijama u ishrani zivine kako bi se dobilo meso obogaceno
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PUFA i CLA, koje bi se smatralo “funkcionalnim”, odnosno koje bi moglo da ostvaruje pozitivne
efekte na zdravlje ljudi i poveéa otpornost organizma prema razli¢itim bolestima (Milankovi¢ i sar.,

2019; Brankovi¢ Lazi¢, 2015; Pisulewski, 2005).

Dodavanje razli¢itih izvora PUFA (biljna ulja (laneno, uljane repice, suncokretovo), riblje ulje, ulje
morskih algi) u smeSe za ishranu brojlera za rezultat su imale inkorporaciju ovih masnih kiselina u
lipide trupa brojlera. Masnokiselinski sastav ovakvog mesa bio je nutritivno povoljniji, zbog Cega se
ovaj pristup smatra dosta dobrim nafinom za dobijanje funkcionalnog mesa piladi (Pisulewski,
2005). Medutim pored uticaja vrste ulja i drugi faktori uti¢u na dobijanje obogac¢enog mesa ¢ime se
proces dodatno komplikuje. Tako npr. razli¢ite masne kiseline se razli¢ito deponuju u zavisnosti od
vrste miSi¢nog tkiva (n-3 PUFA se primarno deponuje u fosfolipidima mesa grudi brojlera) (Zanini
i sar., 2004). Dodavanjem razli¢itih suplemenata u malim koli¢inama, kao §to su npr. suplementi
linoleinske kiseline, laneno ulje ili CLA, sadrzaj n-3 PUFA u mesu bataka moze se povecati sa 86
mg na 283 mg/100 g. Na obogacenje mesa piladi polinezasi¢enim masnim kiselinama utice 1 sadrzaj
1 odnos ostalih masti u mesu. Tamno pile¢e meso (batak i karabatak) uvek sadrzi vecu koli¢inu

PUFA u poredenju sa mesom grudi brojlera (Farrell, 2013).

2.7.1.2. Antioksidansi

Sa ve¢im udelom n-3 masnih kiselina u hrani za brojlere ve¢i je i sadrzaj ovih jedinjenja u mesu, i
to primarno u fosfolipidnom dvosloju ¢elijskih membrana misiénih ¢elija, pa samim tim, pored
promena u boji, ukusu, teksturi i nutritivnoj vrednosti, ovakav pristup je doveo do smanjenja
oksidativne stabilnosti mesa tokom skladiStenja. Kako bi se sprecila oksidacija lipida tokom
skladiStenja mesa, ali i poboljSao kvalitet mesa, s obzirom da je za antioksidanse kao Sto su a-
tokoferol i selen utvrdeno da smanjuju rizik od nastanka raka i kardiovaskularnih oboljenja kod
ljudi (Grashorn, 2007), niz istrazivanja je posve¢en odgovarajuc¢oj metodologiji suplementacije
hrane za brojlere. Tako se s jedne strane radilo na povecanju aktivnosti enzima antioksidativne
zaStite (glutation peroksidaza, superoksid dismutaza, katalaza), dok se s druge strane radilo na
povecanju sadrzaja antioksidanasa male molekulske mase kao Sto su a-tokoferol, askorbinska
kiselina 1 B-karoten u mesu brojlera (Ruiz 1 sar., 1999). Pored toga Sto je utvrdeno da se a-tokoferol
lako 1 u visokom procentu inkorporira u lipide trupa brojlera, njegovo deponovanje zavisi od vise
faktora (izvor masti u ishrani-laneno, riblje ulje i ulje uljane repice; vrsta misi¢nog tkiva-meso grudi
i batak s karabatakom). Takode je pokazano da stepen deponovanja vitamina E i selena u misi¢no i
masno tkivo direktno zavisi od unosa ovih antioksidanasa hranom (Drljaci¢, 2013; Wenk 1 sar.,
2000). Yaroshenko 1 sar. (2004) tvrde da sadrzaj selena u mesu se moze povecati od 3 do 4 puta,
¢ime se obezbeduje do 60% preporucenog dnevnog unosa selena kod ljudi. Za razliku od ova dva
antioksidansa, vitamin C i B-karoten se jako malo deponiju u mesu brojlera, a -karoten ispoljava
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antioksidativnu aktivnost samo u sinergizmu, odnosno ukoliko vitamin E dostigne odredeni nivo u
tkivu (Ruiz i sar., 1999). Razmatrajuci efikasnost endogenog obogacenja mesa vitaminom E i C
(putem hrane) u odnosu na egzogeno obogacenje (tehnoloski postupak-dodavanje antiosidanasa na
povrsinu mesa), pokazano je da vitamin E mora da bude inkorporiran u fosfolipidni dvosloj ¢elijske
membrane kako bi uspesno neutralisao slobodne radikale koji nastaju tokom oksidacije lipida, dok
vitamin C u ishrani nije tako efikasan kao vitamin E. Aplikovanje vitamina C na povrSinu mesa
nema efekta na odrzivost. Slicno vitaminu E, i B-karoten je mnogo efikasniji endogeni nego

egzogeni antioksidans (Mitsumoto, 2000).
2.8. Sadrzaj izoflavona u hrani animalnog porekla

Vecina studija koje su se bavile ispitivanjem sadrzaja izoflavona u hrani odnosile su se na hranu
biljnog porekla (voce, povrée, semena, orasasti plodovi), iskljucujué¢i mleko i neku drugu hranu
animalnog porekla koja takode moZze biti izvor izoflavona, pa samim tim se nije imao pravi uvid u
dnevni unos ovih jedinjenja. Za analizu prisustva fitoestrogena u hrani prvo su koriS¢ene tecna
hromatografija visokih performansi sa UV detektorom (HPLC-UV) i gasna hromatografija sa
masenom spektrometrijom (GC/MS). NesSto kasnije su Kuhnle i sar. (2008) modifikovali i
prilagodili metodu ¢vrsto-fazne ekstrakcije 1 tecne hromatografije sa tandem masenom
spektrometrijom (UHPLC-MS/MS) za koju je pokazano da se lako prilagodava razli¢itim
fitoestrogenima 1 vrstama hrane i da ima dobru ponovljivost. Ovom metodom su ispitali 115
razlicitih uzoraka hrane animalnog porekla mleko, sir, maslac, sladoled, jogurt, jaja, meso i riba

(Tabela 2.3.).
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Tabela 2.3. Sadrzaj fitoestrogena u hrani animalnog porekla (Kuhnle i sar., 2008)

Hrana Fitoestrogeni  Izoflavoni Lignani Kumestroli Ekvol Enterolakton
Mieko- 12 6 1 <1 1 4
punomasno
Mleko-obrano 20 14 1 <1 1 3
Mleko u prahu- 58 5 g 1 g 37
obrano
Cedar 36 10 2 1 14 10
Cedar-smanjen 62 14 17 2 8 2
procenat masti
Mocarela 24 4 6 <1 6 6
Parmezan 27 6 5 1 4 11
Svapski sir 11 2 2 <1 1 7
Maslac 13 10 2 <1 - -
Sladoled-

36 20 9 1 1 5
cokolada
Meso  mosilja- 12 6 3 <1 2 1
kavezni sistem
Meso .1’10511_]2.1- 11 6 3 <1 1 1
slobodni uzgoj
Govvede meso- 19 3 16 1 i ]
peceno
Pilece meso

. . 6 4 2 <1 - -

(grudi)-peceno
Pilece meso
(batak s

4 2 1 - - -
karabatakom)-
peceno
Ja%njece meso- 5 | 4 1 i 1
peceno
Svinjsko meso- 4 | 3 1 i i
peceno
Losos 4 3 1 = - -
Kozice 8 3 4 1 - -
Tuna-konzerva 6 5 <1 <1 - -

Iz prethodno navedene tabele moze se videti da sadrzaj fitoestrogena u sirevima dosta varira, takode
ne moze se uociti jasna veza izmedu vrste sira i nivoa fitoestrogena. U jajima, i to predominantno u
zumancetu, sadrzaj fitoestrogena (uglavnom izoflavona) je nizi nego u mleku 1 mle¢nim
proizvodima, ali u poredenju sa napicima na bazi soje (sojino mleko i sojin jogurt) u mle¢nim

proizvodima je do 500 puta nizi sadrzaj fitoestrogena.

36



Pregled literature

2.8.1. Izoflavoni u proizvodima od mesa

Dodavanje proteina biljnog porekla (ve¢inom poreklom iz soje) u proizvode od mesa pokazalo se
vrlo efikasnim, kako sa nutritivnog, tako 1 sa funkcionalnog aspekta. Naime, razli¢iti oblici sojinog
proteina (sojino brasno, koncentrat sojinog proteina i izolovani sojin protein) znacajno povecavaju
sposobnost vezivanja vode u proizvodu, samim tim smanjuju gubitak mase (kalo), stabilizuju mesnu
emulziju, 1 poveéavaju nutritivhu vrednost proizvoda (Chin i sar., 2000). Pokazano je da sojin
protein povecava odrzivost virsli tako Sto smanjuje broj bakterija u proizvodu, smanjuje gubitak
mase prilikom kuvanja i aglomeraciju masti u mesnom nadevu, dok istovremeno povecava
kohezivnost proizvoda (Youssef i Barbut, 2011). Mnoga FOSHU hrana - hrana za specifi¢ne
zdravstvene potrebe, formulisana je sa dodatkom proteina soje i dijetnih vlakana. Khan i sar. (2011)
su pokazali da konzumacija niskomasnih kobasica sa dodatkom sojinog proteina uti¢e na snizavanje

nivoa holesterola u krvi (Khan i sar., 2011).

2.8.2. Obogacenje jaja i mesa zivine dodavanjem izoflavona u hrani

Transfer i akumuliranje izoflavona iz hrane za Zivotinje u hranu animalnog porekla pruza novu
moguénost da ove namirnice budu dodatni izvori izoflavona u ishrani ljudi (Lin i sar., 2004). Za
ekvol i O-DMA je pokazano da su bioloski aktivniji od svog prekursora daidzeina, odnosno da
imaju veci afinitet prema estrogenim receptorima (Atkinson i sar., 2005). Na osnovu prethodno
navedenog moze se zakljuciti da dodavanjem izoflavona u hranu farmskih Zivotinja kvalitet
dobijenih proizvoda se moze povecati prisustvom aktivnijih formi (metabolita) izoflavona (Wei i
sar., 2011). Obogacivanjem mesa i jaja zivine izoflavonima, medu koje spada i genistein, dobija se
funkcionalna hrana koja potencijalno moze ostvariti pozitivan efekat na zdravlje ljudi (Akdemir 1
Sahin, 2009). Narociti izazov u industriji hrane je registracija 1 sertifikacija novih “obogacenih”
proizvoda, kontrola njihovog kvaliteta i nau¢na potvrda o njihovom pozitivnom uticaju na zdravlje i

dobrobit potrosaca (Markovi¢ i sar., 2015).

2.8.2.1. Jaja

Najveci deo proteina u ishrani zZivine obezbeduje se sojinom saCmom, a izoflavoni koji se nalaze u
soji se mogu prebaciti i akumulirati u meso i jaja, ¢ime se dobijaju proizvodi obogaceni
izoflavonima koji mogu potencijalno biti funkcionalna hrana u ishrani ljudi (Markovi¢ i sar., 2015;
Jiang 1 sar., 2007b; Lin i sar., 2004). Pored toga, dodavanjem izoflavona, koji su moc¢ni
antioksidansi, u ishranu zivine znacajno se moze poboljsati oksidativna stabilnost jaja i mesa Sto se
odrazava nizim sadrzajem malondialdehida (MDA) u ovim proizvodima (Akdemir 1 Sahin, 2009).
Naime, potvrdena je obrnuta proporcionalnost izmedu nivoa MDA, koji je indikator lipidne
peroksidacije, 1 nivoa antioksidanasa u zivinskim proizvodima (Sahin i sar., 2008). Akdemir i
Sahin, (2009) su suplementacijom genisteina u koli¢ini od 400 i 800 mg/kg hrane tokom 90 dana
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znaCajno povecali sadrzaj genisteina u jajima japanskih prepelica (2,71 i 5,71 pg/Zumancetu), u
poredenju sa kontrolom (1,82 upg/Zumancetu), bez promene u sadrzaju vitamina A 1 E.
Konzumacijom dva, na ovaj nacin genisteinom obogacena jaja, obezbeduje se dnevni unos od 10,42
pg genisteina. Genistein u Zumancima jaja su detektovali Lin 1 sar. (2004) i Saitoh 1 sar. (2001)
nakon suplementacije nosilja i prepelica genisteinom i sojinim izoflavonima u formi glikozida.
Konjugovani izoflavoni se transportuju iz krvi u rastué¢u oocistu najverovatnije kao kompleksi sa
lipoproteinskim prekursorima Zumanceta kao Sto je vitelogenin. Vise doze genisteina per os
rezultirale su viSim koncentracijama genisteina u zumancima (Lin i sar., 2004). Nakon
suplementacije sojinim izoflavonima u formi glikozida uoceno je da se u Zumancetu (granularnoj
frakciji Zumanceta) dominantno akumulira konjugat ekvola koji je metabolit daidzeina (Saitoh i

sar., 2001) 1 da ¢ini ne manje od 60% ukupnih konjugata izoflavona u Zumancetu.

2.8.2.2. Meso

Meso je mnogo slabiji alergen od hrane kao §to su soja, mleko, zitarice, jaja, kikiriki, voce, skoljke,
oraSasti plodovi (Nishimura i sar., 1988), i zbog toga je interesantno s aspekta obogacenja razli¢itim
bioloski aktivnim supstancama. Za razliku od jaja, meso Zivine nakon suplementacije izoflavonima
je ispitivano u kontekstu kvaliteta i odrzivosti, dok se o akumulaciji ovih jedinjenja u tkivu malo
zna (Kamboh 1 sar., 2019; Markovi¢ i sar., 2015). Kamboh i Zhu (2013a) su suplementacijom 5
mg/kg genisteina u hrani za brojlere znacajno povecali masu trupa pre hladenja i sposobnost
vezivanja vode u mesu, dok je stvaranje MDA u mesu grudi nakon 15 dana skladiStenja na
temperaturi frizidera bilo znacajno smanjeno. Bolju mesnatost trupova i nizi sadrzaj masti su
utvrdili Payne i sar. (2001a) kod brojlera koji su u hrani dobijali izoflavone. Kamboh i sar. (2013b)
su utvrdili da se dodavanjem 5 mg/kg genisteina u hrani smanjuje nivo kreatin kinaze i laktat
dehidrogenaze u mesu grudi brojlera izloZenih toplotnom stresu. Pokazano je da genistein sam (5
mg/kg hrane) i u kombinaciji sa hesperidinom (20 mg/kg hrane) povecava ukupni antioksidativni
kapacitet 1 aktivnost superoksid dismutaze, a smanjuje broj mikroorganizama kvara u mesu grudi
brojlera nakon 15 dana skladiStenja na temperaturi do 4 °C (Kamboh i sar.,, 2018). Na
masnokiselinski sastav mesa grudi brojlera genistein u koli¢ini od 5 mg/kg hrane utice tako Sto
smanjuje udeo C14:0, C18:0 i ukupnih zasi¢enih masnih kiselina (SFA), a takode u mesu grudi
snizava 1 nivo holesterola (Kamboh 1 Zhu, 2013c). Jiang 1 sar. (2007b) su utvrdili da dodavanje
sojinih izoflavona u koli¢ini od 40 do 80 mg/kg hrane za brojlere znacajno poboljsava L* vrednost
mesa, sposobnost vezivanja vode i pH, povecava aktivnost katalaze i superoksid dismutaze i

smanjuje produkciju MDA.

Kao $to je prethodno napomenuto, ne raspolaze se sa dovoljno informacija vezanih za sadrzaj
izoflavona u tkivu zivotinja, kao i izlozenost ljudi izoflavonima nakon konzumiranja ovih
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namirnica. Urpi-Sarda i sar. (2008) su pratili distribuciju izoflavona u razli¢itim tkivima ovaca
nakon konzumacije silaze crvene deteline. Utvrdili su najviSe koncentracije ekvola i daidzeina u
bubrezima 1 jetri, dok u ostalim organima, medu kojima su bili 1 miSi¢i, sadrzaj ukupnih izoflavona
bio je nizi od 10 nmol/g. Gatta 1 sar. (2013) su ispitivali sadrzaj izoflavona u miSi¢u m.
longissimus lumborum svinja hranjenih sojinom sacmom sa dodatkom graska ili boba tokom 150
dana eksperimenta. Utvrdili su da se koncentracija daidzeina kretala od 0,31 do 0,78 ng/g,
koncentracija genisteina je bila neSto niza (od 0,1 do 0,69 pg/g), dok glicitein 1 ekvol nisu
detektovani u miSi¢ima. Mogucénost da se genistein deponuje u misi¢ima pastrmke, kao i zavisnost
doze (0, 500, 1000 i 3000 mg/kg genisteina) u hrani na nivo genisteina u tkivu pratili su D'Souza i
sar. (2005). Pokazali su da je sadrzaj genisteina bio visi nakon 6, nego nakon 12 meseci
suplementacije genisteinom. Studija koja se bavila sadrzajem izoflavona u tkivu nosilja izvedena je
od strane Vargas Galdos (2009). Pokazano je da nakon 28 dana suplementacije izoflavonima u
miSicu nosilja sadrzaj daidzeina je bio 97 ng/100g, sadrzaj genisteina i ekvola je bio ispod nivoa

kvantifikacije, dok glicitein takode nije bio detektovan.

Fundamentalne informacije o bioraspolozivosti, metabolizmu 1 deponovanju najznacajnijeg
izoflavona genisteina u organizmu proizvodnih zivotinja klju¢no je u proceni i razumevanju
bioefikasnosti genisteina unetog preko hrane animalnog porekla u prevenciji bolesti i zastiti zdravlja
ljudi. Pored brojnih studija u kojima se ispitivao uticaj ishrane, vrste, pola i starosti Zivotinja na
bioraspolozivost genisteina, i dalje nije dovoljno razjasnjen uticaj ovih faktora na njegovu
koncentraciju u tkivima (Chen i Bakhiet, 2006). 1z navedenih razloga postoji potreba da se utvrdi da
li deponovanje genisteina u misi¢ima brojlera moze dosti¢i odredeni nivo da se meso brojlera moze

smatrati relevantnim izvorom genisteina u ishrani ljudi.
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Poslednjih godina veliki deo naucne javnosti bavi se moguénostima ekstrakcije, formulisanja i
primene razlicitih biljnih ekstrakata i pojedinacnih aktivnih supstanci poreklom iz biljaka u hrani za
zivotinje u cilju dobijanja novih aditiva koji bi potencijalno imali pozitivni efekat na proizvodne
performanse i zdravlje Zivotinja i koji bi se mogli deklarisati kao stimulatori rasta. Imaju¢i u vidu
niz uslova koji aditivi u hrani za zivotinje moraju da ispunjavaju (identifikacija, interakcija,
efikasnost, bezbednost), za derivate biljaka kao §to su ekstrakti izoflavona, ograni¢ena su saznanja o
mehanizmima dejstva i komleksnosti njihovog fitohormonalnog efekta, zbog ¢ega se i1 javljaju
problemi u vezi legislative ovakvih proizvoda. Kako postoji dosta podataka u literaturi vezanih za
preparate koji su meSavine razli¢itih flavonoidnih jedinjenja, a malo je studija koje su se bavile
uticajem Ciste supstance genisteina u hrani brojlera i to samo tokom Sest nedelja tova, a uzimajuci u
obzir uticaj doze i starosti zivotinja na estrogenu efikasnost genisteina, cilj istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije bio je ispitivanje opravdanosti upotrebe izoflavona genisteina u ishrani
brojlera 1 njegov efekat na zdravstveni status, proizvodne rezultate, antioksidativni kapacitet,
histomorfoloske parametre, mikrobiotu digestivnog trakta i kvalitet i prinos mesa brojlera. Za
ostvarenje ovog cilja tokom tova (konvencionalni tov do 42. dana i produzeni tov do 58. dana),

definisani su slede¢i zadaci:

ispitivanje hemijskog sastava potpunih smesa za tov brojlera I (1.-10. dana tova), II (11.-
20. dana tova) i III (21.-58. dana tova) i antioksidativnog kapaciteta potpune smese za

tov brojlera III sa dodatkom razlicitih koli¢ina ekstrahovanog izoflavona genisteina;

- ispitivanje uticaja razliCitih koncentracija ekstrahovanog izoflavona genisteina na

zdravstveno stanje brojlera (pra¢enje morbiditeta 1 mortaliteta);

- ispitivanje proizvodnih rezultata (telesna masa piladi, dnevni i ukupni prirast, dnevna i

ukupna konzumacija, konverzija);

- ispitivanje uticaja genisteina na histomorfoloske karakteristike pojedinih segmenata

digestivnog trakta brojlera;

- ispitivanje uticaja razli¢itih koli¢ina genisteina u hrani na broj bakterija mle¢ne kiseline

u cekumu brojlera;

- ispitivanje uticaja dodavanja genisteina u hrani za brojlere na sadrzaj ukupnih proteina
jetre 1 aktivnost enzima antioksidativne zastite superoksid dismutaze (SOD), katalaze

(CAT) i glutation peroksidaze (GSH-Px) u homogenatima jetre;
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ispitivanje koncentracije ukupnog holesterola i triglicerida u krvnom serumu brojlera;
ispitivanje sadrzaja genisteina u mesu grudi brojlera;

ispitivanje uticaja rastucih koli¢ina genisteina u hrani na apsolutnu 1 relativnu masu

tibije, sadrzaj pepela, Ca i P;

ispitivanje uticaja dodavanja razli¢itih koli¢ina genisteina u hrani za brojlere na
parametre prinosa mesa (masa trupa, randman, masa delova trupa i njihovo ucesée u
masi trupa, masa i uces¢e mesa, kostiju, koze grudi i1 bataka s karabatakom), apsolutnu i
relativhu masu slezine, jetre, srca i jajnika (udeo u telesnoj masi), kvalitet i odrzivost
mesa (hemijski sastav mesa, pH vrednost, sposobnost vezivanja vode, sadrzaj

malondialdehida, senzorske karakteristike);

ispitivanje ekonomske isplativosti koris¢enja izoflavona genisteina u ishrani brojlera.
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4. MATERIJAL I METODE
4.1.1. Eticko odobrenje

Sprovodenje ogleda i sve procedure koje su izvedene odobrene su od strane EtiCke komisije za
zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, kao 1
od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede — Uprava za veterinu (ReSenje br.

323-07-00364/2017/05/2, od 13.07.2017. godine u Beogradu).

4.1.2. Izbor materijala, uslovi gajenja i hranjenja brojlera

Za ogled su koriS¢ena jednodnevna pilad provenijencije Cobb 500 koji su poreklom bili iz
komercijalne inkubatorske stanice. Ispitivanja su izvedena na piladima oba pola prose¢ne inicijalne
mase 44,11+4,25 g. Smestaj brojlera po svim normativima (preventivne mere i nega) bio je
prilagoden podnom nacinu uzgoja, gde je hranjenje i pojenje bilo po volji (ad libitum) sa
kontinuiranim osvetljenjem. Tokom ogleda pilad je drzana u zoohigijenskim i mikroklimatskim
uslovima koji su u potpunosti odgovarali tehnoloskim standardima odredenim vodi¢em za uzgoj

brojlera Cobb 500 provenijencije (Anon, 2012).

Brojleri su do 21. dana bili hranjeni potpunim smeSama standardnog sirovinskog i hemijskog
sastava za ishranu piladi u pocetnoj fazi tova (od 1. do 10. dana potpuna smeSa za tov piladi I u
obliku drobljenih peleta; od 11. do 20. dana potpuna smesSa za tov piladi II u obliku peleti duzine 1
cm) (Tabela 4.1.). Nakon druge faze tova ukupno 360 brojlera starosti 21 dan izmereni su i
podeljeni po grupama tako da mase piladi, kao i odnos muskih i Zenskih jedinki, bude sli¢an medu
eksperimentalnim grupama. Ptice su bile podeljene u pet grupa (po 72 jedinke) sa po Sest bokseva.
Trideset odeljaka u proizvodnom objektu sa betonskim podom, povrsine po 3 m? bila su prekrivena
prostirkom od drvene strugotine debljine 12 c¢m, tako da je po 12 brojlera bilo rasporedeno po
odeljku (boksu). U zavr$noj fazi tova, od 21. do 42. 1 od 43. do 58. dana, brojleri su bili hranjeni
potpunom smeSom za tov piladi III (Tabela 4.1.). SmeSe na bazi kukuruza i sojine satme su bile

izbalansirane 1 u potpunosti su zadovoljavale potrebe Zivotinja u svim fazama tova (NRC, 1994).
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Tabela 4.1. Sirovinski i kalkulativni sastav smeSa (kontrolne i oglednih grupa) za ishranu brojlera u
tovu

Potpuna smesa za Potpuna smesa za tov Potpuna smesa za tov
tov piladi 1 piladi 11 piladi 111

Komponente (%)
Kukuruz, zrno 50,85 44,15 44,95
PSenica, zrno / 10,00 15,00
Sojin griz 15,00 17,00 20,00
Sojina sa¢ma (44%) 12,40 1,00 1,00
Sojina pogaca (41,5%) 17,00 23,30 14,70
Monokalcijum fosfat 1,20 1,00 0,90
Sto¢na kreda 1,60 1,60 1,60
Sto¢na so 0,35 0,35 0,35
Premiks* 1,00 1,00 1,00
Lizin 0,20 0,20 0,10
Metionin 0,20 0,20 0,20
Adsorbent 0,20 0,20 0,20
Ukupno 100 100 100.0
Kalkulativni sastav smeSa (%)
Metabolicka energija
(MJ/ke) 12,64 12,96 13,22
Pepeo 6,30 6,03 5,55
Mast 6,04 6,65 7,19
Sirova vlakna 3,22 3,08 3,47
Sirovi proteini 22,68 21,80 19,05
Vlaga 11,16 11,27 10,41
Lizin 1,49 1,42 1,10
Metionin+cistein 0,84 0,83 0,82
Triptofan 0,31 0,28 0,22
Kalcijum 1,08 1,02 1,08
Fosfor 0,61 0,58 0,71
BEM' 49,18 51,18 54,33

* Mineralno-vitaminski premiks po kg smese obezbeduje: Vitamin A 15000 IU; Vitamin D3 5000 IU; Vitamin E 80 IU;
Vitamin B1 3,76 mg; Vitamin B2 6,26 mg; Vitamin B6 3,76 mg; Vitamin B12 0,02 mg; Vitamin K3 3,78 mg; Holin
400 mg; Nikotinska kiselina 62,5 mg; Pantotenska kiselina 10 mg; Folna kiselina 1.25 mg; D-biotin 0,10 mg; Cink 80
mg; Magnezijum 120 mg; Gvozde 78,5 mg; Bakar 19,92 mg; Kobalt 1,4 mg; Selen 2,2 mg; Antioksidans 100 mg

T Bezazotne ekstraktivne materije

U hranu oglednih grupa brojlera dodata je razlicita koli¢ina preparata “High quality Genistein 98%
446-72-0 HPLC” (Xi'AnHuilin Bio-Tech Co., Ltd., Xian, Shaanxi, P.R. China) koji je 99,6% cisti
ekstrakt genisteina dobijen iz korena biljaka Sophora subprostrata Chun et T. Chen i Genista
tinctoria L. Tako su sve eksperimentalne grupe brojlera dobijale hranu standardnog sirovinskog 1
hemijskog sastava u zavr$noj fazi tova, s tim da kontrolna grupa (K) nije u hranu dobijala preparat
genisteina, ogledna grupa I (O-I) je dobijala 200 mg/kg, ogledna grupa II (O-11) 400 mg/kg, ogledna
grupa III (O-III) 600 mg/kg i ogledna grupa IV (O-IV) 800 mg/kg hrane preparata genisteina.
Eksperiment se sastojao iz dva dela: prvi period koji je trajao 21 dan (od 21. do 42. dana tova) i

drugi period produzenog tova koji je trajao 37 dana (od 21. do 58. dana tova).
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4.1.3. Cistoéa ekstrakta genisteina

Za odredivanje CistoCe ekstrakta prvo je napravljan rastvor ekstrakta u metanolu koncentracije 1
mg/ml, koji je zatim razblazen 1000 puta 80% metanolom i profiltriran kroz 0,45 pm membranski
filter od regenerisane celuloze. Ovako pripremljen uzorak je analiziran HPLC-DAD-ESI-MS/MS
tehnikom prema prethodno validovanoj i publikovanoj metodi od strane Or¢i¢ i sar. (2014).
Znacajne koli¢ine primesa u ekstraktu nisu uocene ni na UV hromatogramu, ni u MS

hromatogramima snimljenim u pozitivnom i negativnom modu (Grafici 4.1.; 4.2.; 4.3.).
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Grafik 4.1. LC-UV hromatogram ekstrakta genisteina
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Grafik 4.2. LC-MS hromatogram ekstrakta genisteina snimljen u pozitivnom modu
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Grafik 4.3. LC-MS hromatogram ekstrakta genisteina snimljen u negativnom modu

4.1.4. Plan ispitivanja

Na pocetku prve i druge faze tova (1. i 10. dan) uzimani su uzorci potpunih smesa za ishranu
brojlera I i II, a 21. dana eksperimenta, kada su brojleri podeljeni po grupama, ispitan je hemijski
sastav, antioksidativni kapacitet 1 sadrzaj genisteina u potpunoj smesi za tov brojlera IIl. Na kraju
svake faze tova, kao 1 na kraju konvencionalnog (do 42. dana) i produzenog (do 58. dana) tova
brojlera, utvrdeni su parametri za ispitivanje proizvodnih rezultata (telesna masa, prirast,
konzumacija i konverzija). Na klanici, zaklano je 36 jedinki po grupi nakon 42. i 58. dana tova, i
uzimani su uzorci krvnog seruma za odredivanje lipidnog statusa, utvrdeni su parametri mesnatosti
trupova 1 parametri fizickih osobina mesa (pH, temperatura, sposobnost vezivanja vode). Takode,
uzeti su uzorci za histoloska ispitivanja pojedinih segmenata creva, uzorci crevnog sadrzaja za
mikrobiolosku analizu, uzorci jetre za odredivanje sadrzaja ukupnih proteina i aktivnosti enzima
antioksidativne zastite (SOD, CAT i1 GSH-Px), uzorci mesa za hemijsku analizu 1 senzornu analizu i
uzorci kostiju za ispitivanje sadrZzaja Ca i P. Uzorci su, u zavisnosti od vrste analize, bili zamrzavani

na -20 °C, -196 °C ili fiksirani u puferisanom 10% formalinu do momenta analize.
4.2. Metode ispitivanja
4.2.1. Zdravstveno stanje

Tokom ¢itavog ogleda zdravstveno stanje brojlera bilo je praceno koriS¢enjem standardnih
procedura. Sve ogledne jedinke su se nalazile pod stalnom veterinarskom kontrolom. Svakodnevna
opservacija je vrSena pojedinacnom i grupnom adspekcijom i sve promene zdravstvenog stanja su

pracene i zabelezene.
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4.2.2. Hemijske analize hrane
Za hemijska ispitivanja hrane za ishranu brojlera tokom ogleda koriS¢ene su slede¢e procedure:
- Odredivanje sadrzaja sirovih proteina (SRPS ISO 5983:2000)

Princip metode: zagrevanjem uzorka sa koncentrovanom sumpornom kiselinom organske materije
se oksiduju do ugljene kiseline, a azot, koji se pri tome oslobada u obliku amonijaka, gradi sa
sumpornom kiselinom amonijum sulfat. Dejstvom baze na stvoreni amonijum sulfat oslobada se
amonijak koji se titruje kiselinom poznatog molariteta. Na osnovu odredene koli¢ine amonijaka
preratunava se koli¢ina azota u ispitivanom uzorku (User Manuel™ Digestor, 1001 3846/Rev.4,

Foss, Sweden; Manuel book — Kjeltec Auto 1030 Analyzer, Tecator, Sweden).

- Odredivanje sadrzaja vlage i drugih isparljivih materija (SRPS 1SO 6496:2001)

Princip metode: gubitak mase dela uzorka za ispitivanje koji nastaje susenjem na 103+2 °C.
- Odredivanje sadrzaja masti (SRPS 1SO 6492:2001)

Princip metode: vr§i se hidroliza dela uzorka za ispitivanje sa hlorovodoni¢nom kiselinom uz
zagrevanje. Nakon hladenja i filtriranja rastvora, ostatak se ispere i osusi, a zatim se mast iz ostatka
ekstrahuje petroletrom koriS¢enjem aparature po Soxhlet-u. Rastvara¢ se ukloni destilacijom i

suSenjem, a ostatak se izmeri.
- Odredivanje sadrzaja sirovog pepela (SRPS 1SO 5984:2013)

Princip metode: razgradnja organske materije iz dela uzorka za ispitivanje Zarenjem na 550 °C i

merenje dobijenog pepela.
- Odredivanje sadrzaja kalcijuma (volumetrijska metoda)(SRPS ISO 6490-1:2001)

Princip metode: sagorevanje dela uzorka za analizu, tretiranje pepela hlorovodoni¢nom kiselinom i
taloZenje kalcijuma u obliku kalcijum-oksalata. Talog se rastvori u sumpornoj kiselini, a oslobodena

oksalna kiselina se titruje standardnim rastvorom kalijum-permanganata.
- Odredivanje sadrzaja fosfora (spektrometrijska metoda) (SRPS ISO 6491:2002)

Princip metode: spaljivanje dela uzorka za ispitivanje kre¢om na 550 °C i zagrevanje sa kiselinom.
Alikvotni deo kiselog rastvora pomesSa se sa molibdovanadat reagensom i1 meri se apsorbancija

dobijenog zutog rastvora na talasnoj duzini od 430 nm.
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- Odredivanje sadrzaja sirove celuloze (metoda sa medufiltracijom) (SRPS ISO 6865:2004)

Princip metode: deo uzorka za ispitivanje tretira se klju¢alom razblazenom sumpornom kiselinom.
Ostatak se odvaja filtracijom, ispira i tretira kljucalim rastvorom kalijum-hidroksida. Nakon
odvajanja ostatka filtracijom, ispiranja, susenja i merenja, ostatak se zari. Gubitak mase nakon

zarenja odgovara masi sirove celuloze u delu uzorka za ispitivanje.
- Odredivanje bezazotnih ekstraktivnih materija (BEM)

Sadrzaj bezazotnih ekstraktivnih materija (BEM) (%) se odreduje racunski prema formuli: BEM =

100 — (% vlaga + % pepeo + % celuloza + % proteini + % mast) (Sinovec i Sevkovié, 2008).
4.2.2.1. Analiza genisteina u hrani

Priprema uzorka: po 2 g uzoraka hrane ekstrahuje se sa po 20 ml metanola, tokom 1 h uz muckanje
1 ceo proces ekstrakcije se ponavlja 3 puta. Spojeni ekstrakti se profiltriraju. Nakon uparavanja do
suva 1 rekonstituisanja u 1 ml DMSO (dimetilsulfoksid) ekstrakt se razblazi 400 puta 80%

metanolom i profiltrira kroz 0,45 pum membranski filter od regenerisane celuloze.

Postupak: Sadrzaj genisteina u uzorcima hrane odreden je HPLC-DAD-ESI-MS/MS tehnikom
prethodno opisanom od strane Or¢i¢ i sar. (2014). Injektuje se po 5 ul uzorka. Kao mobilna faza A
koristi se 0,05% V/V mravlja kiselina, a kao faza B — MeOH. Komponente se eluiraju u
gradijentnom rezimu: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 min 100% B, post time 3 min
(ukupno vreme analize 15 min), uz konstantan protok od 1 ml/min. Standardi se prave u seriji od 7
duplih razblazenja u opsegu od 97,7 ng/ml do 6250 ng/ml. Razdvajanje se postize na Rapid
Resolution HT Zorbax Eclipse XDB-C18 50 mm x 4,6 mm, 1,8 um koloni (Agilent Technologies)
temperiranoj na 50 °C, ispred koje je vezan in-line filter (2 mm, 0,2 pm, Agilent Technologies).
Celokupna koli¢ina eluata prosleduje se u maseni spektrometar. Parametri jonskog izvora su: protok
gasa za susenje (N2) 10 1/min, temperatura 350 °C, pritisak gasa za nebulizaciju 50 psi, napon na
kapilari 4 kV, negativni polaritet. Genistein se prati u SRM modu (eng. selected reactions
monitoring), uz optimizovane parametre: m/z prekursora 269, m/z produkta 133, napon fragmentora
145 V, napon kolizione ¢elije 32 V, scan time 200 ms. Kvantifikacija se radi metodom eksternog

standarda. Za svaki uzorak koriste se samo 4 najbliza standarda.
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4.2.2.2. Antioksidativni kapacitet hrane

Za analizu antioksidativne aktivnosti hrane koriS¢ena su dva testa: sposobnost inhibicije lipidne

peroksidacije (LP) i FRAP test.

Priprema metanolnih ekstrakata hrane: Uzorci hrane se podvrgnu postupku maceracije koristeci
metanol kao ekstragens (2 g hrane ekstrahuje se tri puta sa po 20 ml metanola u toku 60 min uz
konstantno muckanje). Nakon filtriranja, ekstrakt se upari do suva, a suvi ostaci se rastvore u 1 ml

DMSO. Dobijeni ekstrakti su koncentracije 2 g hrane/1 ml.
— Inhibicija lipidne peroksidacije (LP)

Sposobnost ispitivanih ekstrakata da inhibiraju lipidnu peroksidaciju odredena je TBA metodom
(Miller 1 Aust, 1989). Polinezasi¢ene masne kiseline izolovane iz semena lana, ekstrakcijom po
Soxhlet-u, koriste se kao supstrat za lipidnu peroksidaciju izazvanu Fe** jonima u sinergizmu sa
askorbatom. Krajnji produkt lipidne peroksidacije, MDA (malondialdehid), sa tiobarbiturnom
kiselinom (TBA) gradi obojeni kompleks.

Reagensi: (1) Fosfatni pufer, pH=7,4; 0,067 M: 1,7506 g KH2PO4 i1 9,6334 g NaxHPO4 x 2H20 u
1000,0 ml destilovane vode (n.s.). (2) Emulzija masnih kiselina iz lanenog ulja u vodi, 0,035%: 35
pl lanenog ulja 1 250 pl Tween-80 u 100,0 ml fosfatnog pufera pH=7.4, 0,067 M drzati na
ultrazvu¢nom kupatilu 90 min. (3) Rastvor gvozde-(II)-sulfata, 4,58 mM: 0,0127 g FeSO4 x 7H20 u
10 ml destilovane vode. (4) Osnovni rastvor askorbinske kiseline, 3,49 M: 0,0615 g CsHsOs¢
rastvoreno u 100 ml destilovane vode (n.s.). (5) Radni rastvor askorbinske kiseline, 0,087 mM: 10
pl osnovnog rastvora pomesano sa 390 pl destilovane vode. (6) Rastvor dinatrijumove soli etilen-
diamin-tetrasiréetne kiseline (EDTA), 3,72%: 1,86 g Na2H2EDTA u 50,0 ml destilovane vode. (7)
TBA reagens: 3,0 g tiobarbiturne kiseline (TBA), 120,0 g trihlorsiréetne kiseline (TCA) 1 10,4 ml
perhlorne kiseline (HCIO4) u 800,0 ml destilovane vode.

Uzorci: Pripremljena je serija dvostrukih razblazenja ispitivanih ekstrakata hrane u DMSO, u

intervalu pocetnih koncentracija 0,06-2 g hrane/ml (6 razblazenja).

Postupak: Za svaku koncentraciju ekstrakta hrane pripremljene su po tri radne probe i jedna
korekcija. Radne probe sadrze: 1,5 ml emulzije masnih kiselina, 20 pl uzorka, 10 pl Fe2SOa, 10 pl
askorbata. Korekcije sadrze: 1,5 ml pufera, 20 pl uzorka, 10 pul Fe2SOa, 10 ul askorbata. Kontrole
sadrze: 1,5 ml emulzije masnih kiselina, 20 pl DMSO, 10 pl Fe2SO4, 10 ul askorbata. Po isteku 60
minuta inkubacije na 37 °C, u sve probe doda se 100 ul EDTA i 1 ml TBA reagensa. Nakon toga,
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sve epruvete se zagrevaju na klju¢alom vodenom kupatilu u toku 15 min, centrifugiraju 10 minuta

na 3500 o/min, a apsorbancija se meri na 532 nm. Faktor razblazenja u epruveti: 10/2640.
— FRAP test (Feric ion Reducing Antioxidant Power)

FRAP test se zasniva na redukciji [Fe**—2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin] kompleksa do intenzivno

plavo obojenog [Fe**-TPTZ] kompleksa u kiseloj sredini (Benzie i Strain, 1996).

Reagensi: (1) Acetatni pufer, pH=3,6: 155,0 mg CH3COONa % 3H20 i 800 pul ccCH3COOH u 50 ml
destilovane vode (n.s). (2) 2,4,5-tripiridil-s-triazin (TPTZ), 10 mM rastvor u 40 mM HCI: 15,6 mg
TPTZ u 5 ml 40 mM HCI (20 pul 36% HCI u 4,980 g dH20). (3) Gvozde (III)-hlorid, 20 mM: 27,0
mg FeCls x 6H20 u 5 ml destilovane vode. FRAP reagens se dobija meSanjem pripremljenih

rastvora (1), (2) 1 (3) u odnosu 50:5:5.

Kalibraciona kriva: Askorbinska kiselina, 1,024 mg/ml: 0,1024 g askorbinske kiseline u 100 ml

destilovane vode (n.s.).
Uzorci: Pocetne koncentracije uzoraka hrane u DMSO su: 2,0 g/ml, 1,0 g/ml i 0,5 g/ml.

Postupak: TIspitivanja se rade sa tri koncentracije svakog uzorka. Radne probe se rade u tri
ponavljanja. Radne probe sadrze: 300 pul Frap reagensa 1 10 pl uzorka. Korekcije sadrze: 300 pl
destilovane vode i1 10 pl uzorka. Slepa proba sadrzi: 300 ul FRAP reagensa 1 10 pl destilovane
vode. Po isteku 6 minuta, apsorbancije se mere na talasnoj duzini od 593 nm na c¢itacu mikrotitar

ploca (Multiskan reader). Faktor razblazenja u well-u: 10/310.
4.2.3. Proizvodni rezultati

Kontrolna merenja oglednih jedinki izvrSena su pri useljavanju jednodnevnih brojlera (1. dan), a
zatim 1 nakon svake faze tova (10., 21., 42. i 58. dan). Merenja su izvrSena na elektronskoj vagi sa
tacnoS¢u od 1 g. Iz razlika telesnih masa na pocetku i kraju svake faze tova, kao i na osnovu trajanja
svake faze tova, izraCunat je ukupni i dnevni prirast za svaku fazu tova. Na kraju svake faze, tokom
celog ogleda, izmerena je koli¢ina utroSene hrane i rastur hrane za svaku grupu (ova merenja su
vrsena po boksevima, 6 po grupi). Iz dobijenih podataka o utrosku i rasturu hrane izracunata je
ukupna 1 dnevna konzumacija posebno za svaku fazu tova. Na osnovu podataka o utrosku hrane
(konzumaciji) 1 prirastu izraunata je konverzija hrane za svaku fazu tova (pri ovom izracunavanju

boks je bio eksperimentalna jedinica).
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4.2.4. Analiza krvnog seruma (holesterol i trigliceridi)

Uzorci krvi uzimani su na klanici za oba eksperimentalna perioda u epruvetama za
separaciju seruma koje sadrze inertni gel (8 ml). U toku 1 h uzorci su centrifugirani 15 minuta na
3000g kako bi se izdvojio serum. Enzimskim, kolorimetrijskim GPO/PAP i CHOD-PAP testom
odredena je koncentracija triglicerida i holesterola pri ¢emu je koriS¢en automatski biohemijski

analizator (RA-1000, Bayer Corp., Tarrytown, NY, USA).
4.2.5. Masa organa

Nakon evisceracije trupova, po 36 brojlera 42. i 58. dana eksperimenta, sa jetre, slezine, srca i
jajnika uklonjeno je sve adheriraju¢e tkivo i izmerena je masa ovih organa na vagi sa precizno$cu
od 1 g. Nakon odredene apsolutne mase organa izracunata je i relativna masa organa u odnosu na

zivu masu brojlera za svaki period.
4.2.6. Histoloska ispitivanja

Za oba eksperimentalna perioda (42. dan i 58. dan), odmah nakon klanja, gastrointestinalni trakt 18
brojlera po grupi (3 brojlera po boksu) je izvaden i segmenti dugi priblizno 1 cm su uzeti iz srednjeg
dela duodenuma, jejunuma i ileuma, isprani fizioloSkim rastvorom i fiksirani u puferisanom 10%
rastvoru formalina [10% formalin (37-40%), NaH2PO4-H20 4.0 g i NaHPO4-H20 6.5 g] tokom
24h. Nakon fiksacije i oblikovanja, uzorci creva (jedan uzorak za svaki od tri intestinalna segmenta
po brojleru) su dehidrirani u rastu¢im koncentracijama etil alkohola, prosvetljeni u ksilolu,
infiltrirani parafinom i uklopljeni u parafinske blokove. Preseci debljine od 5-8 pm postavljeni su
na staklenu plocicu i bojeni Majerovim hematoksilinom i eozinom (Smirnov i sar., 2005).
Histomorfometrijske analize izvrSene su koris¢enjem svetlosnog mikroskopa Olympus BXS53, sa
kamerom UCS50. Na svakom popre¢nom preseku odabrano je 10 polja koja su mikroskopski bila
ispitana  koriS¢enjem  ,,Olympus  cellSens”  softvera  (www.olympus-lifescience.com).
Morfometrijska analiza obuhvatala je visinu resica, Sirinu resica i dubinu kripti. Na osnovu ovih
merenja izracunat je odnos Visina resice/Dubina kripti za svaki intestinalni segment (duodenum,

jejunum 1 ileum) (Aptekmann 1 sar., 2001).
4.2.7. Mikrobioloska ispitivanja

Na kraju konvencionalnog (42 dana) i produzenog (58 dana) tova neposredno nakon klanja i
evisceracije brojlera uzet je sadrzaj cekuma (po 6 uzoraka iz svake grupe, odnosno jedan uzorak po
boksu) radi utvrdivanja ukupnog broja bakterija mlecne kiseline u ovom segmentu digestivnog
trakta. Uzorci za bakteriolosSka ispitivanja uzeti su direktno iz creva sterilnim Spricem i

transportovani u hladnim uslovima do laboratorije. Oko 1 g crevnog sadrZaja, uzet od svakog
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uzorka, dodat je u 9 ml fizioloskog rastvora (0,9% NaCl) i homogenizovan tokom 3 minuta na
vortex mikseru. Od ovih homogenata su pravljena decimalna razblazenja od 102 do 10”. Kako bi se
odredio broj Lactobacillus spp., 0,1 ml odgovaraju¢eg razblaZzenja zasejavano je direktno na
selektivnu podlogu MRS agara (MRS, Hi Media, India). Petri ploc¢e su inkubirane pri temperaturi
30 °C tokom 72 h, a mikroaerofilni uslovi su bili obezbedeni primenom Anaerocult A GasPak CO2
sistema (Merck, Darmstadt, Germany). Rezultati su izrazavani kao log CFU po gramu intestinalnog

sadrzaja.

4.2.8. Odredivanje ukupnih proteina i aktivnosti antioksidativnih enzima u homogenatima
jetre

Na kraju konvencionalnog (42 dana) i produzenog (58 dana) tova, neposredno nakon klanja i
evisceracije brojlera, uzeti su uzorci jetre i zamrznuti u te€nom azotu (-196 °C). U homogenatima
jetre pilica odredena je aktivnost superoksid-dizmutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation-
peroksidaze (GSH-Px).

Priprema homogenata: Homogenati se prave u odnosu 1:3 u 5 mM TRIS-HCI puferu, pH 7,4 (na
500 mg jetre dodato je 1500 pl pufera). Sadrzaj se homogenizuje pomocu ultrazvucnog
homogenizatora (Bandelin Sonopuls) u toku 30 sekundi. Homogenati se zamrznu pri temperaturi od
-20 °C. Nakon odmrzavanja homogenati se centifugiraju na 7000 o/min na 4 °C u toku 10 min, a

supernatant se razblazi 10x sa 5 mM TRIS-HCI puferu, pH=7,4.
— Odredivanje ukupnih proteina jetre

Ukupni proteini odredeni su metodom po Gornall i sar. (1949), koja se zasniva na biuretskoj
reakciji, tj. osobini peptidne veze da u alkalnoj sredini sa jonima Cu®" gradi kompleks plavo-

ljubicaste boje sa maksimumom apsorpcije na 540 nm.

Reagensi: Osnovni rastvor Biuret reagensa: a) 10% NaOH (10,0 g NaOH se rastvori u 1000 ml
destilovane vode), b) 22,5 g K-Na-tartarata, 2,5 g kristalnog CuSO4 x 5 H2O 1 2,5 g KJ se rastvori
u 300 ml 10% NaOH 1 dopuni do 1000 ml sa destilovanom vodom (dH20). Radni rastvor Biuret
reagensa dobija se razblaZivanjem osnovnog rastvora sa dH20 u odnosu 1:1. Standardni rastvor

albumina govedeg seruma: 1 g albumina govedeg seruma rastvoren u 100 ml destilovane vode.

Postupak: Radna proba: 250 ul radnog rastvora Biuret reagensa i 50 pul homogenata; Slepa proba:
250 pl radnog rastvora Biuret reagensa i 50 ul dH20. Probe se inkubiraju 30 min na sobnoj
temperaturi, a potom se meri apsorbanca na talasnoj duzini od 540 nm (Multiskan Spectrum,
Thermo Scientific). Od apsorbance radne probe oduzima se apsorbanca slepe probe, a zatim

izracunava koncentracija proteina u uzorcima na osnovu kalibracione krive za albumin. Za izradu
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kalibracione krive koristi se standardni rastvor albumina govedeg seruma u seriji pocetnih
koncentracija od 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml, 3,125 mg/ml, 1,5625 mg/ml,
0,7813 mg/ml, u dva ponavljanja.

— Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost superoksid-dizmutaze odredena je po metodi Umasuthan i sar. (2012) u kojoj se prati
koncentracija superoksid anjona na osnovu intenziteta obojenjana 560 nm ljubiCasto obojenog
NBT-formazana nastalog u reakciji superoksid anjona i NBT reagensa. Superoksid anjon se
generiSe in situ dodatkom enzima ksantin-oksidaze i njenog supstrata ksantina. Aktivnost SOD je
obrnuto proporcionalna koncentraciji superoksid anjona. Aktivnost SOD izrazena je u pmol

potrosenog SOA min™' mg'proteina.

Reagensi: a) 50 mM fosfatni pufer pH 8; b) 3 mM ksantin: 0,6 ml 10 mM ksantina u 1M NaOH 1
1,4 ml fosfatnog pufera pH 8; ¢) 3 mM EDTA u destilovanoj vodi; d) 0,15% (w/v) BSA (bovine
serum albumin; e) 0,75 mM NBT u destilovanoj vodi; f) 1200 mU/ml ksantin-oksidaza.

Postupak: Blank proba, kontrola, radna proba 1 korekcija A za sam homogenat (160 pl pufera, 6,75
ul ksantin, 6,75 pl EDTA, 6,75 ul BSA, 6,75 ul NBT). Po 5 ul pufera blank probe i kontrole, i po 5
ul homogenata radne probe i korekcije stavlja se 10 min na inkubaciju na 25 °C. Zatim se dodaje po
10 pl pufera u blank probu 1 korekciju, i po 10 pl ksantin oksidaze u kontrolu i radnu probu 1 sve
stavlja na inkubaciju 60 min na 25 °C. Nakon inkubacije od 60 min na 25 °C merena je
apsorbancija na 560 nm na Multiskan Spectrum c¢itacu mikroploca (Thermo Fisher Scientific).
Rezultati su izracunati na osnovu formule:

aktivnost SOD [U/mg proteina]= (AA / (1 (cm) x & (dm? x mol™! x cm™)) x V (dm?)) / (60 min x
mg proteina) x 1000000, gde su: AA = AA kontr —AA rp; AA kontr = A kontrole — A korekcija
kontrole; AA rp= A radne probe — A korekcija radne probe; £ — 30000 dm® mol! cm™ (Witmer,
2012).

— Aktivnost katalaze (CAT)

Za odredivanje aktivnosti katalaze koriS¢ena je metoda koja se zasniva na spektrofotometrijskom
pracenju brzine raspadanja vodonik-peroksida delovanjem katalaze iz homogenata jetre (Beers i

Sizer, 1952). Brzina raspadanja H20:2 ekvivalentna je brzini smanjenja apsorbance na 240 nm.
Reagensi: 50 mM fosfatni pufer pH 7; razblazeni rastvor H2O2 (70 ul 30% H202u 50 ml H20).

Postupak: U UV mikrotitar plocu sa 96 bunarc¢i¢a sa ravnim dnom (Thermo Scientific) odmeravaju

se reagensi: radna proba (285 pl pufera pH 7, 10 pul homogenata i 5 pl razblazenog rastvora H202);
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slepa proba (290 pl pufera pH 7 i 10 pul dH20). Meri se apsorbanca na 240 nm (Multiskan Spectrum
¢ita¢ mikroploca (Thermo Fisher Scientific)) odmah nakon dodatka H202, a zatim na svaki minut u
toku 3 min. Za izraCunavanje aktivnosti CAT uzima se razlika apsorbance izmedu prvog i nultog
minuta. Aktivnost CAT izraZena je u U po mg proteina.

Rezultati su izraCunati na osnovu formule:

aktivnost CAT [U/mg proteina]= (AA x 10° X Vwen) / 43,6 x 10* x Cpr x Vuz x 0,7, gde su: AA —
promena apsorbance uzorka u minuti (AA =Ao min - A1 min); Cpr — koncentracija proteina u uzorku
[mg/ml]; Vwel- zapremina reakcione smese [dm®]; Vu, — zapremina homogenata [ml]; 0,7 — duZina

predenog puta svetlosti [cm] ; 10°- prevodenje iz mol u pmol; e= 4,36 x 10* dm® mol"'ecm™.
— Aktivnost glutation-peroksidaze (GSH-Px)

Koris¢ena je metoda koja se zasniva na reakciji oksidacije redukovanog GSH do njegove
oksidovane forme GSSG posredstvom glutation-peroksidaze u prisustvu supstrata kumol
hidroperoksida (Edwards, 1996). Prac¢eno je smanjenje koncentracije GSH merenjem apsorbance

produkta nastalog u reakciji GSH sa DTNB (5,5-ditio-bis (2-nitrobenzojeva kiselina)) na 412 nm.

Reagensi: Pufer I — 50 mM TRIS HCI pufer pH=7,6; Pufer I — 4 M TRIS HCI pufer pH=8,9; 0,6
g/l redukovani glutation (GSH) u puferu I; 4 g/l DTNB u puferu II; Kumol hidroperoksid — 50 pl
kumol hidroperoksida u 10 ml MeOH; 10% trihlorsiréetna kiselina (TCA).

Postupak: Radna proba (100 pul homogenata, 700 ul pufera I, 100 ul GSH i1 100 pl kumol
hidroperoksida); kontrola (100 pl homogenata, 800 pl pufera I i 100 pl GSH). Radna proba i
kontrola se stavljaju na inkubaciju 10 min na 37 °C. Zatim se reakcija zaustavlja sa 1 ml 10% TCA
i centrifugira 10 min na 3000 o/min. Posle centrifugiranja 100 pl supernatanta prebacuje se u
mikrotitar plo¢u sa 96 bunarcica sa ravnim dnom, a zatim dodaje 10 ul DTNB rastvora i 190 pl
pufera II. Nakon 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi ocitava se apsorbanca na 412 nm na
Multiskan Spectrum ¢ita¢u mikroplo¢a (Thermo Fisher Scientific).

Rezultati su izracunati na osnovu formule:

aktivnost GSH-Px [U/mg proteina] = ((Ak— Auz) X 10° X Vyeir) / (1.36 x 10* x Cp x Vuz x 0,7)/ 10
min, gde su: Ax—apsorbanca kontrole; Aur—apsorbanca homogenata; Cp- koncentracija proteina
homogenata [mg/ml]; Vwel — zapremina reakcione sme$e [dm’]; Vi, — zapremina homogenata u
probi [ml]; 0,7 —duZina svetlosnog puta [cm]; 10°- prevodenje mol u pmol; e= 1.36 x 10* dm> mol

lem™,
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4.2.9. Analize kostiju

Nakon rasecanja trupova i izdvajanja bataka sa karabatakom, sve meko tkivo i hrskavica su
uklonjeni sa leve tibije i izmerena je masa ovih kostiju. Kao i kod ostalih organa, izracunata je i
relativna masa tabije u odnosu na Zivu masu brojlera. Ovako pripremljene kosti (od 6 brojlera po
boksu) zamrznute su u plastiénim kesama na -20 °C i1 uvane do momenta odredivanja mineralnog
sastava. Nakon suSenja i spaljivanja uzoraka kostiju i odredivanja sadrzaja pepela, za hemijske

analize kostiju koriS¢ene su slede¢e metode:

- Odredivanje sadrzaja fosfora (spektrometrijska metoda) (SRPS ISO 6491:2002) (identicna metodi
navedenoj u potpoglavlju 4.2.2.)

- Odredivanje sadrzaja kalcijuma (metoda atomskoapsorpcione spektrometrije) (modifikovana

SRPS ISO 6869:2008)

Princip metode: susenje dela uzorka za ispitivanje na 103+£2 °C, suvo spaljivanje dela uzorka za
analizu, tretiranje pepela hlorovodoni¢nom kiselinom i1 odredivanje sadrzaja kalcijuma atomsko
apsorpcionom spektrometrijom (AAS) koriS¢enjem spektrofotometra (Perkin-Elmer AAnalyst 700
MHS, PerkinElmer Life and Analytical Science, Connecticut, United States), plamenom tehnikom

iz rastvora uz prisustvo lantan hlorida.
4.2.10. Odredivanje prinosa mesa

Na kraju oba eksperimentalna perioda, brojlerima je uskracena hrana 12 h pre klanja i izmerena je
njihova masa pre klanja. Nakon omamljivanja elektricnom strujom zaklani su presecanjem
jugularne vene i izmerena je masa trupova obradenih na naCin «spremno za rostilj». Na osnovu
dobijenih podataka izraunat je prinos trupova ili randman klanja. Nakon hladenja i merenja mase,
trupovi su rasecani na nacin propisan Pravilnikom o kvalitetu mesa pernate Zivine (Anon, 1988) na
osnovne delove (batak sa karabatakom, grudi, krila, vrat, leda sa karlicom) ¢ija masa je takode
odredena na vagi sa tacno$¢u od £1 g. Na osnovu mase trupa i mase osnovnih delova izraunat je
udeo svakog dela trupa u ohladenom trupu brojlera. Grudi i batak sa karabatakom su iskoS¢eni kako

bi se utvrdile mase i odnosi tkiva (misi¢no tkivo, koza, kosti).
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4.2.11. Odredivanje hemijskog sastava mesa

Za hemijsku analizu metodom sluc¢ajnog odabira (od 6 trupova iz svake grupe) uzimani su uzorci

misi¢nog tkiva grudi i bataka sa karabatakom, a koriS¢ene su slede¢e metode:
- Odredivanje sadrzaja proteina prema standardu SRPS 1SO 937:1992

- Odredivanje sadrzaja vode prema standardu SRPS ISO 1442:1998

- Odredivanje sadrzaja ukupne masti prema standardu SRPS ISO 1443:1992

- Odredivanje sadrzaja ukupnog pepela prema standardu SRPS 1SO 936:1999

Principi metoda identi¢ni su principima za utvrdivanje sadrZaja proteina, vode, masti 1 pepela u

uzorcima hrane za zivotinje navedenim u potpoglavlju 4.2.2.
4.2.12. Merenje pH vrednosti i temperature mesa

Merenje pH vrednosti izvrSeno je 15-30 minuta, 24 sata i 48 sati nakon klanja, na kraju
konvencionalnog i1 produZenog tova, pH-metrom «Testo 205» (Nemacka) koji meri pH i
temperaturu mesa direktnim ubadanjem elektrode, odnosno sonde pH-metra, u muskulaturu grudi
(m. pectoralis). Pre 1 tokom upotrebe pH-metar je kalibrisan standardnim fosfatnim puferima (pH
pufera za kalibraciju je bio 7,00 i 4,00 na 20 °C). Merenja temperature izvrSena su 15-30 minuta

nakon klanja za oba eksperimentalna perioda.
4.2.13. Analiza genisteina u mesu grudi

Sadrzaj genisteina u mesu grudi brojlera odreden je HPLC-DAD-ESI-MS/MS tehnikom po
validovanoj metodi (Or¢i¢ i sar., 2014), nakon ekstrakcije genisteina iz uzoraka mesa po metodi

D'Souza 1 sar. (2005).

Priprema uzoraka mesa: Na 2 g usitnjenog misi¢nog tkiva dodaje se 9 ml Tris pufera (45 mmol
dm>, pH 7,4) i homogenizuje Ultra Turax-om (T18B, IKA) u toku 1 min. Radi digestije, u
homogenat se dodaje 2 ml preparata lipaza i proteaza (1 tableta Digestala® ekstahovana sa 10 ml

Tris pufera), 8 ml Tris pufera i inkubira na 37 °C u toku 60 min.

Ekstrakcija genisteina: Oslobadanje genisteina iz konjugata izvrSeno je dodavanjem 120 pl g-
glukuronidaze 1 aril-sulfataze (iz Helix pomatia, Roche Diagnostics GmbH, Germany), 10 ml
acetatnog pufera (45 mmol dm, pH 5) i inkubacijom uzoraka na 37 °C u toku 6 sati. Nakon
inkubacije dodaje se 15 ml metanola i 15 ml heksana, smesa se ekstrahuje u toku 10 min, a zatim

centrifugira na 3000 g u toku 30 minuta na 4 °C. Vodeno-metanolni sloj se razblazi sa 15 ml vode 1
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nanosi na SPE kolonu (Agilent Technologies C18 6CC, 500 mg). SPE kolonu je potrebno
prethodno kondicionirati sa po 4 ml etil-acetata, 4 ml metanola i 4 ml vode. Nakon nanoSenja
uzorka kolona se ispere sa 4 ml 10% metanola. Analit se eluira sa 4 ml metanola 1 uparava na

vakuum uparivacu do suva. Za HPLC analizu, suvi ostatak je rastvoren u 1 ml metanola.

Postupak kvantitativnog odredivanja genisteina: 1zvrsi se injektovanje po 5 pl uzorka. Kao mobilna
faza A koristi se 0,05% V/V mravlja kiselina, a kao faza B — MeOH. Komponente se eluiraju u
gradijentnom rezimu: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 min 100% B, post time 3 min
(ukupno vreme analize 15 min), uz konstantan protok od 1 ml/min. Standardi se prave u seriji od 6
duplih razblazenja u opsegu 3,05 ng/ml do 97,70 ng/ml. Razdvajanje se postize na Rapid Resolution
HT Zorbax Eclipse XDB-C18 50 mm x 4,6 mm, 1,8 um koloni (Agilent Technologies)
temperiranoj na 50 °C, ispred koje je vezan in-line filter (2 mm, 0,2 pm, Agilent Technologies).
Celokupna koli¢ina eluata prosleduje se u maseni spektrometar. Parametri jonskog izvora su: protok
gasa za susenje (N2) 10 1/min, temperatura 350 °C, pritisak gasa za nebulizaciju 50 psi, napon na
kapilari 4 kV, negativni polaritet. Genistein se pratiti u SRM modu (eng. selected reactions
monitoring), uz optimizovane parametre: m/z prekursora 269, m/z produkta 133, napon fragmentora
145 V, napon kolizione ¢elije 32 V, scan time 200 ms. Kvantifikacija je uradena metodom

eksternog standarda.
4.2.14. Odredivanje sposobnosti vezivanja vode

Sposobnost vezivanja vode odredena je preko gubitka te¢nosti bez primene spoljasnje sile (pritiska),

tzv. ,,bag® metodom prema Honikel (1998).

Postupak: Komadi miSi¢nog tkiva grudi brojlera, priblizno istog oblika i veli¢ine, mase oko 100 g,
izmere se na vagi sa tacnoS¢u +0,01 g. Uzorci se okace o konac i stavljaju u staklene sudove sa
poklopcem, osiguravsi da meso nema kontakt sa unutrasnjim povrSinama sudova i iscetkom koji
nastaje usled izdvajanja te¢nosti i ¢uvaju se pri +4 °C. Posle stajanja u sudovima 24, odnosno 48
sati, uzorci se vade, a zatim se pre merenja povrSina uzoraka obriSe papirnim ubrusima. Uzorci se
mere na vagi sa tatnos$¢u +0,01 g. Gubitak te¢nosti je prikazan kao procenat gubitka mase nakon

24, odnosno 48 sati ¢uvanja na +4 °C.
4.2.15. Metode odredivanja TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

Nakon klanja, uzorci mesa karabataka za oba eksperimentalna perioda, aerobno su spakovani,
zamrznuti i skladiSteni pri temperaturi -20 °C tokom 1, 3, 6, 9 1 12 meseci. Za odredivanje
malondialdehida (MDA) kori$¢en je TBK test koji se bazira na spektrofotometrijskom odredivanju
ruzicastog kompleksa formiranog nakon reakcije MDA sa dva molekula 2-tiobarbiturne kiseline.
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TBK testom se odreduju takozvane TBK-reaktivne supstance (TBARS), a rezultat testa se zbirno

izrazava kao TBK-broj (mg MAL/kg) (Tarladgis i sar., 1960).
4.2.16. Senzorska analiza

U kvantitativnoj deskriptivnoj analizi ucestvovalo je deset obucenih ocenjivaca sa Fakulteta
veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, odabranih prema standardima (SRPS EN ISO 8586-
2:2012; SRPS EN ISO 8586:2015). Uzorci mesa grudi, odnosno bataka sa karabatakom, odmrznuti
su pri temperaturi frizidera (4 °C) i termicki obradeni na 180 °C u standardnoj komercijalnoj rerni
tokom 40 min. Komadi mesa su iseceni i posluzeni panelistima koji su ocenjivali boju, miris, ukus,
mekocu, so¢nost i ukupnu prihvatljivost na skali u opsegu od 1 do 7. Prihvatljivim su se smatrali svi

parametri koji su dobili ocenu visu od 3,5 (SRPS ISO 6564:2001).
4.3. Izracunavanje ekonomicnosti proizvodnje

Na osnovu strukture obroka i cene pojedinih sirovina izracunata je cena kostanja jednog kilograma
hrane za svaku eksperimentalnu grupu. Ekonomski pokazatelji (ekonomicnost, cena koStanja i
finansijski rezultat) izraunati su na kraju ogleda, i za konvencionalnu duzinu tova (42 dana), 1 za
produzeni tov (58 dana), preko ostvarene vrednosti i troSkova proizvodnje. Konstrukcija kalkulacije
proizvodnje mesa brojlera izvrSena je na osnovu strukture cene koStanja, tako S§to su ucesce
troSkova amortizacije, licni dohodak, indirektni troskovi, troskovi pocetne supstance i ostalih
materijalnih troskova fiksni za sve grupe piladi, a samo troskovi hrane imaju varijabilan karakter

(Tesic i sar., 2013).
4.4. Statisticka obrada podataka

U statistickoj analizi dobijenih rezultata koriS¢ene su kao osnovne statisticke metode 1 deskriptivni
statisticki parametri (aritmeticka sredina, standardna devijacija, standardna greska, minimalna,
maksimalna vrednost i koeficijent varijacije). Znacajnost razlika izmedu srednjih vrednosti
ispitivanih grupa brojlera utvrdena je univarijatnom analizom varijanse (ANOVA) uz Tukey post-
hoc test. Za proizvodne rezultate boks se smatrao eksperimentalnom jedinicom, dok su svi ostali
parametri analizirani na pojedina¢nim zivotinjama. StatistiCka znacajnost je odredena na nivou
P<0,05. Svi dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i graficki. Statisticka analiza dobijenih
rezultata uradena je u statisticCkom paketu PrismaPad 6.00 za Windows (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA, www.graphpad.com).
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5. REZULTATI ISPITIVANJA
5.1. Hemijski sastav hrane za brojlere

Hemijski sastav potpunih smesa za ishranu brojlera za sve tri faze tova, kao 1 za produzeni tov (do
58. dana) prikazan je u Tabeli 5.1. Sve eksperimentalne grupe su dobijale hranu istog hemijskog
sastava. Potpune smeSe za ishranu piladi III (finiSer) u svim ispitivanim grupama su bile
izoenergetske i izoproteinske i razlikovale su se samo u koli¢ini dodatog Cistog ekstrakta genisteina
(0 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg 1 800 mg/kg). Sadrzaj proteina je opadao od prve do
tre¢e faze tova, tako da je najvisi bio u starteru (potpunoj smesi za ishranu piladi I) (22,4%), a
najnizi u finiSeru (18,19%). U istom opadajuéem nizu (starter>grover>finiSer) bio je i1 sadrzaj
pepela, kalcijuma i fosfora. U potpunoj smesi za ishranu piladi II (grover) sadrzaj vlage, masti i
sirove celuloze je bio najvisi, dok je sadrzaj BEM-a bio najnizi. Sadrzaj vlage, masti i sirove
celuloze je bio visi u starteru (12,61%, 6,89%; 2,74%, pojedinac¢no), u odnosu na finiSer (10,54%;
6,48%; 2,59%, pojedinacno), dok je sadrzaj BEM-a bio nizi u starteru (50,04%) nego u finiSeru
(57,09%).

Tabela 5.1. Hemijski sastav smesa za ishranu brojlera kontrolne i oglednih grupa

Starter Grover FiniSer

Hemijski sastav smeSa (%)

Vlaga 12,61 13,32 10,54
Sirovi pepeo 5,32 5,20 5,11
Sirovi proteini 22,40 20,85 18,19
Mast 6,89 7,90 6,48
Sirova celuloza 2,74 3,39 2,59
Ca 0,85 0,77 0,76
P 0,67 0,58 0,56
BEM* 50,04 49,35 57,09

*Bezazotne ekstraktivne materije

5.2. Analiza genisteina u hrani

U Tabeli 5.2. prikazan je analiticki sadrzaj genisteina u potpunim smesama za ishranu piladi III
odreden HPLC-DAD-ESI-MS/MS tehnikom. U hrani koju je dobijala kontrolna grupa brojlera
utvrdeno je da je sadrZaj genisteina bio nizi od 20 mg/kg. U hrani oglednih grupa brojlera, nakon
mesSanja i peletiranja, sadrzaj genisteina bio je 97, 213, 432 1 651 mg/kg, za grupe kojima je dodato
200 (O-I), 400 (O-II), 600 (O-II) i 800 (O-1V) mg genisteina/kg hrane u praskastom obliku. Na
grafiku 5.1. mogu se videti hromatogrami u SRM modu (Selected Reactions Monitoring) ispitivanih

uzoraka finiSera za kontrolnu i ogledne grupe brojlera.
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Tabela 5.2. Kvantitativni sadrzaj genisteina u kontrolnoj i hrani sa dodatim ekstraktom genisteina

Uzorak Area Cg (ng/ml) u vialu mg/kg hrane
Hrana K 355 <100 <20
Hrana O-I 3287 484.87 97
Hrana_O-II 6435 1066.07 213
Hrana O-III 10398 2160.05 432
Hrana O-IV 14470 3253.17 651

3
x10 LESI MRM Frag=145.0V CID@32.0 (269.0000 -> 133.0000) hrana5.d
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0.8
0.6
0.4
0.2
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Grafik 5.1. SRM hromatogrami ispitivanih uzoraka hrane

5.3. Antioksidativni kapacitet hrane

Antioksidativna aktivnost metanolnog ekstrakta hrane koju su dobijali brojleri kontrolne 1 oglednih
grupa tokom zavr$ne i produzene faze tove (od 21. do 58. dana tova) odredena inhibicijom lipidne
peroksidacije (LP) i FRAP testom prikazana je u Tabeli 5.3. Vrednosti LP testa su bile znacajno
viSe za hranu u kojoj je dodato 200 mg/kg genisteina (11,6 mg/ml) u poredenju sa svim ostalim
uzorcima hrane (P<0,05). Ekstrakti kontrolnih uzoraka i hrane sa dodatim 400 mg/kg, 600 mg/kg 1
800 mg/kg genisteina se nisu razlikovali u sposobnosti da inhibiraju lipidnu peroksidaciju 1 date
vrednosti bile su u opsegu od 6,3 do 8,8 mg/ml (P>0,05). Vrednosti FRAP testa ispitivanih
ekstrakata hrane bile su u opsegu od 14,7 do 16,9 ug eq askorbinske kiseline/g hrane, pri ¢emu se

antioksidativni kapacitet svih uzoraka nije znacajno razlikovao (P>0,05).
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Tabela 5.3. Antioksidativna aktivnost smesa za ishranu brojlera kontrolne i oglednih grupa

Uzorak LP FRAP
ICso
(mg hrane/ml)* (ug eq Askorbinske kiseline/g hrane)

Hrana K 7,0+£0,8 2 16,9+4,5
Hrana O-I 11,6+1,9 < 15,4+1,6
Hrana_ O-II 6,8+1,9° 14,7+5,1
Hrana O-III 6,3+1,4° 15,1£3,9
Hrana O-1V 8,8+2,1¢ 16,1+4,3

Legenda: ICsp vrednosti — koncentracija hrane u well-u pri kojoj se postize 50% inhibicije LP; U istoj koloni ista slova
abed_p<(),05;

5.4. Zdravstveno stanje

Tokom svih faza konvencionalnog, kao i tokom produzenog tova, brojleri kontrolne i oglednih
grupa bili su normalne telesne grade, pravilno razvijenog koStano-miSi¢nog sistema, zivahnog
temperamenta i dobre kondicije. Koza i vidljive sluznice bile su uobicajnog izgleda. Apetit je bio
dobar kod svih eksperimentalnih grupa, a feces uobiCajno formiran za datu provenijenciju.
Sposobnost aktivnog kretanja bila je uskladena. Tokom celog eksperimenta nije doslo do
poremecaja zdravstvenog stanja i/ili ispoljavanja klinickih simptoma bolesti 1 nije utvrdeno

uginjavanje brojlera.

5.5. Proizvodni rezultati
5.5.1. Masa brojlera tokom ogleda

Prose¢na masa jednodnevne piladi na pocetku ogleda bila je 44,11+4,25 g, dok je 10. dana tova
prosecna masa svih brojlera bila 343,10+32,14 g. Dvadeset 1 prvog dana eksperimenta prosena
masa piladi je bila ujednac¢ena po grupama, nije se znacajno razlikovala (P=0,2645) i iznosila je od
966,90 g (K grupa) do 993,30 g (O-II grupa). Nakon konvencionalnog tova (42. dan) prose¢na masa
brojlera koji su u hrani dobijali 400 i 600 mg/kg genisteina bila je znac¢ajno veca od mase kontrolne
grupe brojlera (P=0,0012). Sa produzenim davanjem hrane koja je bila suplementirana razli¢itim
koli¢inama genisteina, tokom 37 dana (58. dan eksperimenta), masa piladi kontrolne i oglednih

grupa se nije znacajno razlikovala (P=0,0870) (Tabela 5.4.).

Tabela 5.4. Telesne mase brojlera tokom tova (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K O O-11 O-III 01V P vrednost
Telesna masa (g)

1. dan' 44,11+4,25 /

10. dan! 343,10+32,14 /

21. dan? 966,90+57,1  980,30+46,3 993.30+68,5 971,90+52,4 979,40+57.2 0,2645
42. dan? 2623+347.4% 272742812 284743229 27814354,9° 277243272 0,0012
58. dan® 40214396,8  4029+516,5 4122+401,4  3835+536,8  4095+475.0 0,0870

Legenda: U istom redu ista slova **-P<0,05; '-n=360; 2-n=6 (12x6=72); 3-n=6 (6x6=36); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg
genisteina; O-1I- 400 mg/kg genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina
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5.5.2. Prirast brojlera tokom ogleda

Prosecan ukupni i dnevni prirast brojlera tokom celog tova prikazan je u Tabeli 5.5. Tokom prve i
druge faze tova, kada pilad nije bila raspodeljena prema grupama, ukupni, odnosno dnevni prirast,
iznosio je 299 g i 635,3 g, odnosno 29,9 g i 63,53 g, pojedinacno. Od 21. do 42. dana tova uocen je
znacajan pozitivni efekat dodavanja 400 mg/kg, 600 mg/kg i 800 mg/kg genisteina u hrani na
ukupni 1 dnevni prirast brojlera u poredenju sa kontrolnom grupom (P=0,0003). Tokom produzenog
tova, od 43. do 58. dana, zabeleZen je znacajno nizi ukupni i dnevni prirast kod brojlera O-III grupe
koja je u hrani dobijala 600 mg/kg genisteina (1139 g 1 75,92 g, pojedina¢no) u poredenju sa

kontrolnom i ostalim oglednim grupama brojlera (P<0,0001).

Tabela 5.5. Prose¢an ukupni i dnevni prirast brojlera tokom tova (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K O O-I1 O oIV P vrednost
Ukupni prirast (g)

1-10. dan' 299,00+28,27 /
11-20. dan' 635,30+£32,24 /

21-42.dan> 1656+292,9° 1747+237,5 1854+257,3*  1809+305,1°  1793+272,9°  0,0003
43-58.dan’  1293+221,7* 1298+259,9° 1323+173,1¢ 1139+264,1° 1407+171,9°  <0,0001

Dnevni prirast (g)

1-10. dan' 29,90+2,83 /
11-20. dan' 63,5343,22 /
21-42. dan®> 82,81+14,65 87,33+11,87 92,68+12,86° 90,45+1526° 89,63+13,64°  0,0003
43-58. dan’ 86,19+14,78" 86,51+17,33° 88,21+11,54° 75,92+17,60°¢ 93.78+11,46° <0,0001

Legenda: U istom redu ista slova *>¢4-P<0,05; '-n=360; 2-n=6 (12x6=72); 3-n=6 (6x6=36); ); K-kontrola; O-I- 200
mg/kg genisteina; O-11- 400 mg/kg genisteina; O-111- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina

5.5.3. Konzumacija i konverzija hrane tokom ogleda

Ukupna i1 dnevna konzumacija hrane prikazana je u Tabeli 5.6. Od prvog do desetog dana tova,
ukupan, odnosno dnevni unos hrane, iznosio je 341,4 g i 34,14 g, dok od jedanaestog do dvadesetog
dana ogleda je iznosio 847,3 g i 84,73 g, pojedinacno. Tokom konvencionalne zavr$ne faze tova,
kao 1 tokom produzenog tova, nije uocena razlika u koli¢ini unete hrane izmedu kontrolne i
oglednih grupa brojlera (P=0,0821 i P=0,5720, pojedina¢no). Ukupna konzumacija za period od 21.
do 42. dana bila je u opsegu od 2959 g (O-1V grupa) do 3293 g (O-II), a dnevna u opsegu od 140,9
g (O-1V grupa) do 156,8 g (O-II). Za period od 43. do 58. dana tova ukupna konzumacija bila je od
3251 g kod brojlera O-I grupe do 3484 g kod O-III grupe brojlera, dok je dnevna konzumacija bila
od 216,7 g do 232,3 g za iste grupe brojlera.
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Tabela 5.6. Prose¢na ukupna i dnevna konzumacija brojlera tokom tova (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K O O-I1 O-III 01V P vrednost
Ukupna konzumacija (g)

1-10. dan' 341,40+6,38 /
11-20. dan' 847,30+£66,47 /

21-42.dan®>  3236+250,6  3133+214,7 3293+308,0 2964+230,6 29594+206,0 0,0821
43-58.dan’  3460+305,2  32514256,3  3484+376,2 3282+294,8 3332+244,0 0,5720

Dnevna konzumacija (g)

1-10. dan' 34,14+0,69 /
11-20. dan' 84,73+6,65 /
21-42.dan’>  154,1411,93  149,2+10,22 156,8+14,67 141,1+10,98  140,9+9.81 0,0821
43-58.dan®>  230,7+20,34 216,7+17,09 232,3+25,08 218,8+19.65 222,1+16,27 0,5720

Legenda: '-n=360; 2-n=6 (12x6=72); 3-n=6 (6x6=36); ); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-1I- 400 mg/kg
genisteina; O-11I- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina

Za period od 21. do 42. dana tova znacajno bolju konverziju hrane su imali brojleri O-1II i O-IV
grupe, u poredenju sa kontrolnom grupom (P=0,0023). Za vreme produZenog tova uocena je
znacajno visa konverzija kod brojlera koji su u hrani dobijali 600 mg/kg genisteina u poredenju sa
kontrolnom i grupama koje su hranjene hranom sa 200 mg/kg i 800 mg/kg genisteina. Dodatno,
grupa koja je u hrani dobijala 800 mg/kg genisteina je imala i najbolju konverziju koja je bila

znacajno niza od kontrolne grupe brojlera (P=0,0008) (Tabela 5.7.).

Tabela 5.7. Konverzija hrane tokom tova (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K O O-I1 O OV P vrednost
Konverzija (g)

1-10. dan' 1,14+0,03 /
11-20. dan' 1,33+£0,11 /

21-42. dan® 1,96+0,15% 1,79+0,11 1,78+0,17 1,64+0,12° 1,65+0,11° 0,0023
43-58.dan’  2,68+0,20" 2,50+0,08¢ 2,63+0,23 2,88+0,19°  2,37+0,16™ 0,0008

Legenda: U istom redu ista slova ®>¢4-P<0,05; '-n=360; 2-n=6 (12x6=72); 3-n=6 (6x6=36); ); K-kontrola; O-I- 200
mg/kg genisteina; O-11- 400 mg/kg genisteina; O-11I- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina

5.6. Biohemijske analize krvi

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnog holesterola u serumu kontrolne i oglednih grupa
brojlera prikazani su na Grafiku 5.2. Nakon konvencionalnog i produZenog tova najvisa
koncentracija holesterola bila je u kontrolnoj grupi (3,42 i 3,36 mmol/l, pojedinacno), dok je najniza
zabelezena u O-II grupi brojlera (2,81 1 2,77 mmol/l, pojedinacno). Medutim, pokazano je da
suplementacija 200, 400, 600 1 800 mg/kg genisteina nije imala znacajan efekat na koncentraciju

holesterola u serumu brojlera za oba eksperimentalna perioda (42. i 58. dan tova) (P>0,05).
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Grafik 5.2. Koncentracija holesterola u krvnom serumu brojlera

Za razliku od holesterola, suplementacija genisteinom u svim koli¢inama znafajno je snizila
koncentraciju triglicerida u serumu tokom prvog eksperimentalnog perioda (42. dan) u svim
oglednim grupama u poredenju sa kontrolnom grupom (P=0,0014) (Grafik 5.3.). S druge strane,
negativni efekat na ovaj parametar je uocen duzim hranjenjem brojlera hranom u kojoj je dodato
600 1 800 mg/kg genisteina, tako da je u ovim grupama koncentracija triglicerida bila znacajno visa

(0,42 1 0,43 mmol/l, pojedinacno) nego u kontrolnoj grupi brojlera (0,31 mmol/I) (P=0,009).

mmol/l
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Grafik 5.3. Koncentracija triglicerida u plazmi brojlera
Ista slova ***9.P<0,05 izmedu grupa 42. dana tova; Ista slova *2-P<0,05 izmedu grupa 58. dana tova
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5.7. Mase organa

Apsolutne mase organa kolntrolne i oglednih grupa brojlera za oba eksperimentalna perioda
prikazane su u Tabeli 5.8. Iz prilozene tabele moze se uociti da je suplementacija 800 mg/kg
genisteina u hrani tokom dvadeset i jednog dana dovela do poveéanja mase slezine (3,87 g), koja se
znacajno razlikovala od svih ostalih ispitivanih grupa brojlera (P<0,0001), i mase srca (17,33 g)
koja je bila znacajno veca u poredenju sa kontrolnom (12,27 g) i O-I grupom brojlera (12,73 g)
(P=0,0002). Nakon 42. dana tova masa jetre izmedu svih ispitivanih grupa se nije razlikovala
(P=0,1110), dok masa jajnika je bila manja od 1 g za sve ispitivane grupe brojlera. Produzeni tov
nije uticao na razlike u masi jetre, slezine i srca (P>0,05), masa jajnika kontrolne grupe je 1 dalje
bila <1 g, dok je masa jajnika O-IV grupe brojlera bila znac¢ajno niza u odnosu na O-I 1 O-III grupu

brojlera (P=0,0036).

Tabela 5.8. Apsolutna masa organa brojlera (X + Sd)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-] O-11 O-II1 O-1vV vrednost
Jetra
42. dan 41,60+5,18 44,00+7,36 45,07+7,64 46,07+5,16 47,87+6,63 0,1110
58. dan 63,07+12,82 60,0749,15 58,40+7,06 57,204+9,72 56,60+10,45 0,4082
Slezina
42. dan 2,13+0,35% 2,074+0,26° 2,27+0,70° 2,3340,62¢ 3,87+1,19%4  <0,0001
58. dan 3,80+1,01 3,93+1,10 3,87+1,19 3,80+1,15 3,40+1,06 0,7085
Srce
42. dan 12,27£2,79°  12,73+2,99 14,67+3,56 15,4742,59  17,33+3,74®  0,0002
58. dan 22,33+4,94 19,13+4,58 21,87+4,31 21,33+3,83 19,47+3,40 0,1527
Jajnik*
42. dan <1 <1 <1 <1 <1 /
58. dan <1 2,17+£0,41% 1,67+0,52 1,83+0,41° 1,17+0,26% 0,0036

Legenda: U istom redu ista slova *>“9-P<0,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-1II- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina; *-n=18 (3x6)

Sli¢ni rezultati su dobijeni i izrazavanjem mase organa prema Zivoj masi brojlera pre klanja (Tabela
5.9.). Relativna masa slezine O-1V grupe (0,137%) 42. dana tova bila je znacajno visa u odnosu na
sve ostale grupe brojlera (P<0,0001), dok se relativna masa srca ove grupe razlikovala samo u
odnosu na grupu koja dobijala 200 mg/kg genisteina u hrani (P=0,0158). Nakon drugog
eksperimentalnog perioda znacajno niza je bila samo relativna masa jajnika O-1V grupe u poredenju

sa O-1 1 O-III grupom brojlera (P=0,0053).

64



Rezultati ispitivanja

Tabela 5.9. Relativna masa organa (% Zive mase) brojlera (X + Sd)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-1 O-11 O-II1 O-1vV vrednost
Jetra
42. dan 1,69+0,21 1,63+0,22 1,56+0,20 1,63+0,18 1,68+0,21 0,4004
58. dan 1,57+0,30 1,49+0,17 1,42+0,14 1,49+0,18 1,38+0,14 0,0733
Slezina

42. dan 0,088+0,017* 0,077+0,013°  0,079+0,024°  0,083+0,025¢ 0,137+0,043™  <0,0001
58. dan 0,096+0,028  0,101+0,037  0,094+0,029  0,101+0,029 0,083+0,027 0,5174

Srce

42. dan 0,50+0,10 0,47+0,11° 0,51+0,12 0,55+0,13 0,61+0,11* 0,0158
58. dan 0,55+0,11 0,47+0,08 0,53+0,09 0,56:+0,09 0,47+0,05 0,1730
Jajnik*

42. dan nd nd nd nd nd /
58. dan nd 0,060+0,012*  0,045+0,016  0,055+0,014°  0,032+0,008% 0,0053

Legenda: U istom redu ista slova »>4-P<(,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-1I- 400 mg/kg
genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina; *-n=18 (3x6); nd-nije detektovano

5.8. Ispitivanje sadrZaja ukupnih proteina i aktivnosti enzima antioksidativne zasStite u jetri
brojlera

Dodavanje rastuc¢ih koli¢ina genisteina u hrani za brojlere tokom prvog eksperimentalnog perioda
(21. - 42. dana tova) nije imalo uticaja na sadrzaj ukupnih proteina jetre (P=0,0967) 1 aktivnost
enzima katalaze (CAT) (P=0,5017). Aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD) je bila znacajno
niza u grupi koja je u hrani dobijala 400 mg/kg genisteina u poredenju sa grupom suplementiranom
sa 200 mg/kg genisteina (P=0,037), dok dodavanje 600 mg/kg genisteina znacajno je smanjilo
aktivnost enzima glutation-peroksidaze (GSH-Px) u jetri brojlera O-III grupe u poredenju sa
kontrolnom 1 ostalim oglednim grupama (P=0,0014). Nakon drugog eksperimentalnog perioda, koji
je trajao 37 dana, uoCen je znacajno nizi sadrzaj proteina jetre (3,25 mg proteina/ml), i visa
aktivnost enzima SOD i1 CAT (1,23 mU/mg proteina i 1,75 mU/mg proteina, pojedinacno) u grupi
brojlera koja je dobijala 200 mg/kg genisteina u hrani (O-I grupa) u odnosu na ostale ispitivane
grupe brojlera, dok je aktivnost GSH-Px ove grupe (229,9 mU/mg proteina) bila znacajno visa u
odnosu na K, O-III i O-IV grupu brojlera. Kod O-III grupe brojlera utvrdena je znacajno niza
aktivnost enzima SOD (0,91 mU/mg proteina) u poredenju sa O-IV grupom, i enzima CAT (0,83
mU/mg proteina) u poredenju sa kontrolnom i O-IV grupom brojlera. Pedeset i osmog dana
eksperimenta i aktivnost enzima GSH-Px u jetri brojlera hranjenih sa 400 mg/kg genisteina (208,0
mU/mg proteina) bila je znacajno visa od kontrolne i grupe brojlera koji su u hrani dobijali 600

mg/kg genisteina (Tabela 5.10.).
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Tabela 5.10. Ukupni proteini jetre i1 aktivnost enzima antioksidativne zastite jetre brojlera kontrolne
i oglednih grupa (X + Sd)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-1 O-11 O-II1 O-1V vrednost
Ukupni proteini jetre (mg proteina/ml)
42. dan 3,58+0,30 3,40+0,27 3,79+0,33 3,85+0,22 3,77+0,38 0,0967
58. dan 4,05+0,54° 3,25+0,15% 3,8420,27° 4,28+0,35°¢ 3,88+0,19¢ 0,0003
SOD (mU/mg proteina)
42. dan 1,01£0,09 1,07+0,11* 0,94+0,07* 0,93+0,06 1,02+0,02 0,0370
58. dan 0,96+0,13° 1,23+0,06° 1,03+0,06° 0,91+0,05° 1,05+0,04% <0,0001
CAT (mU/mg proteina)
42. dan 1,46+0,44 1,69+0,50 1,80+0,41 1,61+0,35 1,47+0,16 0,5017
58. dan 1,2740,35®  1,75+0,11**  1,09£0,23¢  0,83+0,13" 1,3240,27°"  <0,0001
GSH-Px (mU/mg proteina)

42. dan 230,8+25,98* 238,4+27.06° 232.9+42.57° 175,631,574  261,6+25,93¢  0,0014
58. dan 129,5£9,61%® 229,9+68,69*¢  208,0+9,39%  142,70+27,59%° 169,20+13,24% <0,0001

Legenda: U istom redu ista slova *>¢4_P<(),05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-11- 400 mg/kg
genisteina; O-II1- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

5.9. Histomorfometrijska ispitivanja

Nakon 42. dana eksperimenta u duodenumu brojlera iz grupa koje su u hrani dobijale genistein
visina resica je bila viSa, medutim od kontrolne grupe znacajno se razlikovala samo O-II grupa
brojlera (P=0,0015). Dodavanje 400, 600 i 800 mg/kg genisteina znacajno je smanjilo Sirinu resica
u duodenumu (P<0,0001). Dodatno, u svim oglednim grupama brojlera koje su hranjene hranom sa
dodatim genisteinom dubina kripti je bila znacajno niza, a odnos visina resice/dubina kripti
znacajno visi u poredenju sa kontrolnom grupom (P<0,0001; P<0,0001, pojedinac¢no). Nakon
drugog eksperimentalnog perioda (58. dan) genistein nije imao efekat na visinu resica, §irina resica
je bila znacajno smanjena u grupi koja je u hrani dobijala 800 mg/kg genisteina, dok je dubina kripti
znacajno manja bila u O-II, O-III i O-IV grupama brojlera. Suplementacija od 800 mg/kg znacajno
je poboljsala odnos visina resica/dubina kripti (8,02) u duodenumu u poredenju sa svim ostalim

ispitivanim grupama brojlera (Tabela 5.11.).

Nakon prvog eksperimetalnog perioda efekat genisteina na morfologiju crevnih resica jejunuma bio
je varijabilan. Tako npr. na parametar visine resica najbolji efekat je postignut sa 400 mg/kg
genisteina (1132 um), dok je 800 mg/kg genisteina znacajno smanjio i visinu (880,1 um) i Sirinu
crevnih resica (62,5 um) u jejunumu. Znacajno dublje kripte 1 znacajno nizi odnos visina
resice/dubina kripti u odnosu na kontrolnu grupu zabeleZeni su u O-III i O-IV grupama brojlera.
Nakon produzene suplementacije genisteina u hrani za brojlere uocen je pozitivan efekat na sve
ispitivane morfometrijske parametre jejunuma. Visina resica i odnos visina resica/dubina kripti bili
su znacajno visi u svim oglednim grupama (P<0,0001), dok Sirina resica znacajno veca je bila u O-

II, O-II i O-IV grupama brojlera u poredenju sa kontrolnom grupom. Dodavanje 200 i 800 mg/kg
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genisteina znacajno je smanjilo dubinu kripti u mukozi jejunuma ovih grupa brojlera (P<0,0001)

(Tabela 5.11.).

Jo§ izrazenija nedoslednost u rezultatima uocena je na morfometrijskim parametrima mukoze
ileuma, naroCito u vezi Sirine resica i dubine kripti. Rastu¢e koliCine genisteina uticale su na
smanjenje visine resica u ileumu brojlera, gde nakon 42. dana tova znacajno su se razlikovale grupe
sa 600 1 800 mg/kg genisteina u hrani, dok nakon 58. dana sve grupe koje su dobijale genistein u
hrani su imale znacajno nizu visinu resica u odnosu na kontrolnu grupu brojlera. U svim oglednim
grupama dodavanje genisteina je negativno uticao na odnos visina resice/dubina kripti, sa najnizim

odnosom u O-III grupi (3,63) za oba eksperimentalna perioda (Tabela 5.11.).
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Tabela 5.11. Uticaj razli¢itih koliina genisteina u hrani na intestinalne morfometrijske parametre

brojlera (X + Sd)

Eksperimentalne grupe
Parametar K O O-I1 O OV P vrednost
Duodenum
Visina resice (um)
42. dan 1197+£73,9°  1212479.,8°  1284+68,5®  1226+126,2 1257+87,6 0,0015
58. dan 996,1+£102,7 962,8+92,11  964,1+63,17  944,5+63,8  969,2+79,13  0,1904
Sirina resice (pm)
42. dan 101,5€11,33%  101,7+7,7%  87,0+12,75%  76,4+10,92°¢  79,5+9.61°°  <0,0001
58. dan 77,57€11,60  77,50+£9,67  81,36+7,01°  84,85+7,59°  72,85+153%®  0,0004
Dubina kripti (pm)
42. dan 162,9+19,8%%4  133,6+11,7*°  131,3+11,0° 131,4+14,4° 125,9+13,8¢ <0,0001
58. dan 153,7410,3%  147,6+17,1%"  135+15,1%%  137+£17,4%" 1224114  <0,0001
Visina resice/Dubina kripti
42. dan 7,48+1,10%  9,10+0,90*  9,86+1,09" 9,38+0,85°  10,10+1,32%  <0,0001
58. dan 6,50+0,75 6,63+1,15° 7,2240,85° 7,0241,15¢  8,02+1,07*¢  <0,0001
Jejunum
Visina resice (pm)
42. dan 978,7+92,8%°  950,6+81,0° 1132+132,4%%  991+133,4%  880,1+91,2% <0,0001
58. dan 813+108%¢  965,7+156,3*  960,4+96,2°  938,6+89,6°  904+112,1¢  <0,0001
Sirina resice (um)
42. dan 81,2410,19®°  76,2+10,32°  74,3+9,48% 75,247,01°  62,5+8,94%%  <0,0001
58. dan 80,54+9.25%  82.60+9,69  88,00+8,07°  87,83+9.45°  88,33+8,21°  0,0009
Dubina kripti (um)
42. dan 98,3+13,2%  104,9+12,5%  108,649,4*  121,7+11,7°¥  114,249,7°  <0,0001
58. dan 148,9+11,3®  134,7+10,2*  142,2+16,3°  143,5+13,7¢ 127,4+11,9*¢ <0,0001
Visina resice/Dubina kripti
42. dan 10,0941,42%®  9,17+1,20°  10,61+1,54°®  8,21+1,27%"  7,75+0,99*¢  <0,0001
58. dan 5,5140,96¢  726+1,59° 6,85+1,07° 6,5140,88° 7,1340,86%  <0,0001
lleum
Visina resice (um)
42. dan 563,3+46,39®°  541,5485,2  542,3+47.0  503,6+44,77° 503,9+46,33° <0,0001
58. dan 590,1+78,2%  505,9+57,2*  531,1+78,15° 492,3+38,35° 493,7+53,83¢ <0,0001
Sirina resice (um)
42. dan 66,6+5,83%  71,04£6,64*%*  60,2+5,02°"  65,2+5,06% 64,1£7,25¢  <0,0001
58. dan 65,5346,53%  71,52+6,96*  63,95+7,72%"  72,8545,95%  74,28+6,99 <0,0001
Dubina kripti (um)
42. dan 118,5+11,5%  135,1+£12,6*  141,8+10,3%  139,5£12,9°  120,1+10,6%" <0,0001
58. dan 131,3+17,51  130,4+9,79  136,3+9,53*  136,1+8,02° 125,1+10,04® 0,0010
Visina resice/Dubina kripti
42. dan 4,79+0,56¢  4,06+0,81% 3,84+0,35° 3,6340,36%"  4,22+0,524  <0,0001
58. dan 4,54+0,67°¢  3.90+0,54*  3,93+0,73° 3,63+0,37° 3,97+0,48¢  <0,0001

Legenda: U istom redu ista slova *Pedefeh _p<(),05; n=18 (3x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400
mg/kg genisteina; O-I1I- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina
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5.10. Broj bakterija mle¢ne Kiseline (Lactobacillus spp.) u cekumu brojlera

Broj bakterija mle¢ne kiseline (BMK) u cekumu nije se znacajno razlikovao izmedu oglednih grupa
nakon 42. dana tova, dok sa dodavanjem 200 mg/kg genisteina u hrani njihov broj se znacajno
smanjio (5,80 log CFU/g) u poredenju sa kontrolnom grupom (6,40 log CFU/g). Medutim nakon
produzenog tova (58. dan), broj BMK u cekumu brojlera je bio znacajno visi (P=0,0009) u grupama
koje su u hrani dobijale genistein u koli¢inama od 400, 600 i 800 mg/kg (6,24, 6,42, 6,38 log
CFU/g, pojedinac¢no) (Grafik 5.4.).
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Grafik 5.4. Ukupan broj Lactocacillus spp. u cekumu brojlera;
Isto slovo *-P<0,05 izmedu grupa 42. dana tova; Ista slova ~®€-P<0,05 izmedu grupa 58. dana tova

5.11. Masa i hemijski sastav tibije brojlera

Grupe koje su u hrani dobijale genistein u koli¢ini od 200, 400 i 600 mg/kg imale su znacajno vecu
apsolutnu masu tibije u odnosu na kontrolnu grupu, dok sa produzenim tovom nije uocen efekat
dodavanja genisteina na apsolutnu masu tibije ispitivanih grupa brojlera. Relativna masa tibije za
oba eksperimentalna perioda se nije razlikovala izmedu grupa i bila je 42. dana u opsegu od 0,47%
u O-1V grupi do 0,55% u O-1 i O-II grupama brojlera, a 58. dana u opsegu od 0,44% u O-II grupi do
0,48% u O-1V grupi brojlera (Tabela 5.12).

Sadrzaj pepela tibije grupa brojlera suplementiranih sa 200, 400 i 600 mg/kg genisteina bio je
znacajno visi u odnosu na kontrolnu grupu brojlera nakon 42. dana tova (P<0,0001), dok je nakon
produzenog tova uocen znacajno nizi sadrzaj pepela tibije u O-I i O-II grupi brojlera (36,77% i

39,05%, pojedinac¢no) u poredenju sa kontrolnom grupom (42,96%) (P<0,0001) (Tabela 5.12).

69



Rezultati ispitivanja
Nakon prvog eksperimentalnog perioda suplementacija sa 200 1 400 mg/kg genisteina uticala je na
povecanje sadrzaja kalcijuma tibije ove dve grupe brojlera (17,33% i 16,75%, pojedinac¢no) koji je
bio znaajno viSi u poredenju sa kontrolnom grupom (15,32%), dok je sa produzZenom
suplementacijom ovih koli¢ina genisteina uoc¢en negativni efekat na posmatrani parametar (12,95%
1 13,66%, pojedinac¢no). Najnizi sadrzaj kalcijuma nakon 42. dana tova uocen je u O-IV grupi
brojlera (14,24%), medutim nakon produzenog tova sadrzaj kalcijuma tibije ove grupe (14,74%)
nije se znacajno razlikovao od kontrolne grupe (14,91%) (Tabela 5.12).
Grupe koje su u hrani dobijale 200 1 400 mg/kg genisteina nakon 42. dana tova imale su zna¢ajno
visi sadrzaj fosfora u uzorcima tibije u poredenju sa grupama koje su bile suplementirane sa 600 i
800 mg/kg genisteina. Nakon 58. dana tova grupa koja je dobijala 400 mg/kg genisteina je imala
najvisi (8,13%), a grupa sa 200 mg/kg genistena u hrani najniZi (6,68%) sadrzaj fosfora i po ovom

parametru se nisu znacajno razlikovale od kontrolne grupe brojlera (7,35%) (Tabela 5.12).

Tabela 5.12. Uticaj genisteina na apsolutnu i relativnhu masu i mineralni sastav tibije brojlera (X +

Sd)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-1 O-11 O-I1I1 O-1v vrednost
Masa (g)
42. dan 12,00+1,12%  14,67+1,12*  15,33+1,41°  14,00+1,41°  13,33+1,41¢  <0,0001
58. dan 17,89+2.76 18,89+2.47 19,002,69 17,56+2,07 20,00+2,24 0,2498
Relativna masa (% Zive mase brojlera)
42. dan 0,51+0,08 0,55+0,05 0,55+0,09 0,49+0,08 0,47+0,05 0,0719
58. dan 0,4340,08 0,46+0,09 0,44+0,05 0,45+0,09 0,48+0,07 0,6305
Pepeo (%)
42. dan 42.15+1,8%  49,19+0,6°*  49.27+0,61°%  44,24+0.41%"  41,62+0,82°"  <0,0001

58. dan 42,96+0,44™  36,77+1,58*¢  39,05+1,45" 40,94+1,69° 41,32+2,78¢  <0,0001

Kalcijum (Ca) (%)

42. dan 15,32+0,35%¢  17,33+0,11°%"  16,75+0,33*%"  15,53+0,31°¢  14,24+0,29°™  <0,0001

58. dan 14,91£0,28%°  12,9540,35*¢  13,66+0,23° 14,35+0,33°  14,74+1,52¢  <0,0001
Fosfor (P) (%)

42. dan 8,2340,34 8,60+0,66% 8,34+0,20%¢ 7,63+0,17% 7,5540,50% 0,0254
58. dan 7,35+0,22 6,68+0,38° 8,1340,69%° 7,2840,52° 7,2440,41° 0,0005

Legenda: U istom redu ista slova &?<defehip<(,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400
mg/kg genisteina; O-II1- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

5.12. Klani¢ni parametri brojlera

5.12.1. Parametri prinosa mesa brojlera

Prose¢na masa trupova, obradenih na nacin »spremno za rostilj«, i prinos mesa, izracunat kao udeo
mase trupa u masi zZivih Zivotinja pre klanja, prikazana je u Tabeli 5.13. Iz date tabele moze se
videti da su sve ogledne grupe brojlera imale znacajno viSu masu trupa nakon klanja 42. dana

eksperimenta u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,0001). Produzena suplementacija genisteina u
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koli¢ini od 600 mg/kg uticala je da masa trupa brojlera O-III grupe bude najniza (2808 g), pri cemu
se znacajno razlikovala od mase trupa brojlera O-11 i O-IV grupe (3074 g i 3085 g, pojedinacno,
P=0,0078), dok u poredenju sa kontrolnom grupom razlika u ovom ispitivanom parametru nije
uocena (P=0,4689). Nakon konvencionalnog tova (42. dan) dodavanje genisteina u hrani povecalo
je prinos mesa brojlera, a u odnosu na kontrolnu grupu znacajno su se razlikovale samo grupe koje
su dobijale 200 i 800 mg/kg genisteina u hrani (P=0,0020). S druge strane, produzena
suplementacija (58. dan) znacajno je povecala randman u svim oglednim grupama u odnosu na
kontrolnu grupu, s tim da su grupe koje su u hrani dobijale 200 i 800 mg/kg i dalje imale najbolji
randman (75,35% 1 75,29%, pojedinacno), koji se znacajno razlikovao i od O-III grupe brojlera

(73,34%) (P<0,0001).

Tabela 5.13. Masa trupova i prinos mesa (randman) brojlera (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K Ol O-11 O-III OIV P vrednost
Masa trupova (g)

42. dan 17184292,6  1898+177,0° 2004+243,4>  1980+284,7° 2005+222,9¢ <0,0001
58. dan 2876+347,9  3036+386,6 307443359 2808+370,/®  3085+370,9°  0,0078
Randman (%)

42. dan 69,06+1,26®  70,25+1,48"  69,26+1,71 69,32+1,51 70,13+1,06°  0,0020
58. dan 71,4043,49%4  753541,57*  74,50+2,08°  73,34+2,14%7  7529+1,39% <0,0001

Legenda: U istom redu ista slova ®>¢4¢£P<(,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-I11- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina

5.12.2. Masa i udeo pojedinih delova trupa brojlera

Iz Tabele 5.14. moze se uociti da tretman koji je podrazumevao dodavanje rastucih koli¢ina
genisteina u hrani brojlera (200, 400, 600 i 800 mg/kg) nije imao uticaj na masu bataka sa
karabatakom i1 masu vrata nakon prvog eksperimentalnog perioda (42. dan). Masa grudi je bila veca
u svim oglednim grupama brojlera, ali od kontrolne grupe znacajno su se razlikovale samo grupe
koje su suplementirane sa 400, 600 i 800 mg/kg genisteina. Masa krila 1 masa leda je takode bila
veca u oglednim grupama, ali sa znacajnom razlikom u odnosu na kontrolnu grupu samo u grupi
koja je u hrani dobijala 600 mg/kg genisteina (P=0,0158 1 P=0,0092, pojedina¢no). Nakon drugog
eksperimentalnog perioda (58. dan) masa svih posmatranih delova ohladenog trupa (grudi, batak sa
karabatakom, leda, krila i vrat) nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolne i oglednih grupa

brojlera (P=0,2486; P=0,7303; P=0,6664; P=0,2385 i P=0,0666, pojedina¢no).
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Tabela 5.14. Mase delova trupa brojlera (X + Sd)

Rezultati ispitivanja

Eksperimentalne grupe

Parametar K Ol O-11 O-III OIV P vrednost
Masa grudi (g)

42. dan 702,6+105,0  817,2+47,1  854,8+107,1°  869,6+93,8°  863,8+87,1°  0,0007
58. dan 1267+137,0 1350+134,8 1340+150,5 1277+114,3 1391+154,9  0,2486
Masa bataka sa karabatakom (g)

42. dan 503,5£78,92  548,2449,38  572,6+61,75  565,5£66,56  559,7+74,19  0,1715
58. dan 828,0+94.,9 870,9+165,5 830,4+120,4  796,0+111,6  849,2+111,9  0,7303
Masa leda (g)

42. dan 393,1+69,02*  419,6+43,48  461,3+60,11  486,5+73,59* 449,0+60,38  0,0158
58. dan 592,8468,59  585,2+105,9  582,3+51,14  549,3£76,17  596,4£70,48  0,6664
Masa krila (g)

42. dan 173,1+£20,98*  187,3£14,04  195,3£23,93  203,5+15,91* 192,9+14,25  0,0092
58. dan 296,4+30,48  305,8438,17 270,5448,31  283,5441,03 304,9+39,20 00,2385
Masa vrata (g)

42. dan 92,18+27,22 91,00+£7,65  93,64+22,83  87,46+12,82  85,45+£10,50  0,7922
58. dan 142,0£16,44  141,8416,92 125442296  132,2+16,84  123,3£16,53  0,0666

Legenda: U istom redu ista slova ***¢T-P<0,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-I1I- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

Na slede¢im graficima moze se videti procentualna zastupljenost mase pojedinih delova trupa
(grudi, batak s karabatakom, leda, krila i vrat) u masi ohladenog trupa nakon 42. dana tova brojlera
K grupe (Grafik 5.5.), O-I grupe (Grafik 5.6.), O-II grupe (Grafik 5.7.), O-III grupe (Grafik 5.8.) i
O-1V grupe (Grafik 5.9.). Udeo mase bataka sa karabatakom, mase leda i mase krila bile su u
opsegu od 25,51% (O-III grupa) do 26,95% (K grupa), od 20,30% (O-I grupa) do 21,89% (O-III
grupa) 1 od 8,99% (O-II grupa) do 9,30% (K grupa), pojedinacno, i sve grupe brojlera se nisu
razlikovale izmedu sebe prema ovim navedenim parametrima (P=0,0776; P=0,1449; P=0,5322).
Udeo mase grudi bio je ve¢i u oglednim grupama brojlera, a znacajna razlika je uocena izmedu
kontrolne (37,63%) i grupe koja je u hrani dobijala 800 mg/kg genisteina (40,20%) (P=0,0312).
Udeo mase vrata bio je znacajno veéi u kontrolnoj grupi brojlera (5,07%) u odnosu na grupe koje su

u hrani dobijale 400 (4,22%), 600 (4,11) 1 800 mg/kg genisteina (4,03%) (P=0,0011).

Procentualna zastupljenost mase pojedinih delova trupa (grudi, batak s karabatakom, leda, krila i
vrat) u masi ohladenog trupa brojlera nakon produzenog tova (58. dan) prikazana je na Grafiku
5.10. za kontrolnu grupu, Grafiku 5.11. za O-I grupu, Grafiku 5.12. za O-II grupu, Grafiku 5.13. za
O-III grupu 1 Grafiku 5.14. za O-1V grupu brojlera. Udeo mase grudi bio je u opsegu od 40,54% (K
grupa) do 42,62% (O-IV grupa), bio je ve¢i u svim oglednim grupama, ali bez uocene znacajne
razlike izmedu svih ispitivanih grupa (P=0,1367). Udeo mase bataka sa karabatakom i udeo mase
leda bio je u opsegu od 25,97% (O-IV grupa) do 26,65% (O-I grupa), i od 17,90% (O-I grupa) do
18,97% (K grupa), 1 za ova dva parametra nisu utvrdene znacajne razlike izmedu svih posmatranih
grupa brojlera (P=0,8619 1 P=0,1347). Udeo mase krila grupe koja je u hrani dobijala 400 mg/kg
genisteina (8,58%) znacajno je bila niza u poredenju sa kontrolnom grupom (9,49%) (P=0,0321),
72



Rezultati ispitivanja

dok grupa koja je dobijala 800 mg/kg genisteina je imala znacajno nizi udeo mase vrata (3,80%) u

odnosu na kontrolnu grupu (4,55%) (P=0,0086).
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Grafik 5.5. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera kontrolne
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Grafik 5.6. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 200 mg genisteina/kg hrane nakon
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Grafik 5.7. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 400 mg genisteina/kg hrane nakon
42. dana tova
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Grafik 5.10. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera kontrolne
grupe nakon 58. dana tova
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Grafik 5.11. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 200 mg genisteina/kg hrane nakon 58.
dana tova

O-II grupa (%)

99
= Grudi

8. 42.58

58_\ ',3.

= Batak s karabatakom
18.55
1 E
\ Krila
Vrat
26.30

Grafik 5.12. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 400 mg genisteina/kg hrane nakon
58. dana tova
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Grafik 5.8. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 600 mg genisteina/kg hrane nakon
42. dana tova
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Grafik 5.9. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 800 mg genisteina/kg hrane nakon
42. dana tova
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Grafik 5.13. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera
suplementiranih sa 600 mg genisteina/kg hrane nakon
58. dana tova
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Grafik 5.14. Procentualna zastupljenost mase pojedinih
delova trupa u masi ohladenog trupa brojlera

suplementiranih sa 800 mg genisteina/kg hrane nakon
58. dana tova

5.12.3. Masa i zastupljenost razlicitih tkiva grudi i bataka s karabatakom

Iz Tabele 5.15. moZe se uociti da je dodavanje razlicitih koli¢ina genisteina u hrani za brojlere u
poslednjoj fazi tova tokom dvadeset i jednog dana imalo pozitivni uticaj na masu mesa grudi i masu
grudne kosti, dok efekat na masu koze nije uocen (P=0,3486). Naime, ogledne grupe su imale vecu
masu misi¢nog tkiva grudi u poredenju sa kontrolnom grupom brojlera (535,8 g), a znacajna razlika
je uocena dodavanjem 400, 600 i 800 mg/kg genisteina (653,4 g, 667,8 g1 676,1 g, pojedinacno;
P=0,0004). Masa grudne kosti u kontrolnoj grupi brojlera bila je 93,2 g, i bila je znacajno manja u
odnosu na sve ogledne grupe brojlera u kojima se masa grudne kosti nalazila u opsegu od 127,7 g
(O-I grupa) do 133,1 g (O-II grupa) (P=0,0158). Suplementacijom rastu¢ih koli¢ina genisteina u
hrani za brojlere tokom trideset 1 sedam dana nije uocen efekat na masu misica, koze 1 kosti grudi
brojlera. Nakon prvog i drugog eksperimentalnog perioda zastupljenost mase razlicitih tkiva (meso,

koza, kost) u masi grudi brojlera nije se znacajno razlikovala izmedu svih posmatranih grupa, sa
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izuzetkom udela mase koze O-IV grupe (7,01%) 42. dana tova, koji je bio znacajno manji od
kontrolne grupe brojlera (9,30%) (P=0,0039). Dodatno, 42. dana, udeo mase grudne kosti je bio
veci u oglednim grupama brojlera (15,68%, 15,42%, 15,39%, 14,95%, za O-1, O-II, O-II i O-IV
grupu, pojedinacno), medutim nije uocena znacajna razlika u odnosu na udeo mase grudne kosti

kontrolne grupe (13,45%) (P=0,1353) (Tabela 5.15.).

Tabela 5.15. Masa i udeo tkiva grudi (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K O O-11 O-III OV P vrednost
Masa (g)

Meso

42. dan 535,8483,94%  624.5+43.89  653,4+78,58" 667,8+70,96° 676,1£74,26°  0,0004
58. dan 980,6+119.,9 1065+104,7 1107+96,33 990,1+98,36 1077+137,3 0,0593
Koza

42. dan 64,60+12,55 64,40+17,30 71,80+9,31 70,20+13,01 60,90+13,19 0,3486
58. dan 89,9+13,19 98,6+£16,63 97,8+15,40 94,8+13,16 91,2+14,10 0,5922
Kost

42. dan 93,2+23,95%  127,7+13,0°  133,1£29,57° 134,1+17,70° 128,713,709  0,0158
58. dan 199,9+23,10 197,0+£28,81  218,2+42,53 195,3+24,55  232,2+35,60 0,0507
Udeo (%)

Meso

42. dan 77,26+2,65 76,46+2,31 76,21+2,41 76,59+1,67 78,04+1,20 0,3108
58. dan 77,10+1,89 78,27+1,48 77,88+1,73 77,30+1,96 76,83+1,84 0,3801
Koza

42. dan 9,30+0,99? 7,86+2,02 8,38+0,46 8,02+0,90 7,01+1,28?* 0,0039
58. dan 7,09+0,90 7,23+0,87 6,87+0,92 7,42+0,95 6,55+0,97 0,0666
Kost

42. dan 13,45+2,83 15,68+1,81 15,42+2,33 15,39+1,33 14,95+1,76 0,1353
58. dan 15,81+1,75 14,51+1,79 15,25+1,93 15,28+1,60 16,62+1,91 0,1292

Legenda: U istom redu ista slova **¢9-P<0,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-II- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

Sli¢ni rezultati prethodno navedenim dobijeni su i ispitivanjem mase i procentualne zastupljenosti
mase mesa, koze i kostiju bataka sa karabatakom (Tabela 5.16.). Nakon 42. dana tova masa
misi¢nog tkiva bataka sa karabatakom je bila ve¢a u oglednim grupama, ali bez znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu brojlera (P=0,2093). Znacajne razlike nisu utvrdene i za masu koze
(P=0,6036). Slicno misi¢nom tkivu, masa kostiju (femur i tibija) bila je ve¢a u oglednim grupama,
sa znacajnom razlikom u odnosu na kontrolnu kod grupa suplementiranih sa 600 i 800 mg/kg
genisteina (P=0,0459). Nakon drugog eksperimentalnog perioda (58. dan) znacajno manja masa
koze (48,0 g), a znacajno veca masa kostiju (85,8 g) uo€ena je u O-IV grupi brojlera u odnosu na
kontrolnu grupu (62,70 g) i O-III grupu (64,7) (P=0,0160 i P=0,0211, pojedinacno). Nakon prvog
eksperimentalnog perioda uoCen je samo znacajno manji udeo mase koze u masi bataka sa
karabatakom u grupama koje su dobijale 600 i 800 mg/kg genisteina (P=0,0230). Nakon drugog
eksperimentalnog perioda, u grupi koja je u hrani dobijala 800 mg/kg genisteina odrzao se najmanji

udeo mase koze (11,30%) koji se znacajno razlikovao od kontrolne grupe (15,20%) (P=0,0247),
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dok je udeo mase kostiju iste grupe (19,91%) bio znacajno veéi u odnosu na sve ostale ispitivane

grupe (17,08%, 16,18%, 17,15% 1 16,15%, za K, O-I, O-II i O-III grupu, pojedina¢no) (P=0,0001).

Tabela 5.16. Masa i udeo tkiva bataka sa karabatakom (X + Sd)

Eksperimentalne grupe

Parametar K O O-I1 O-II OV P vrednost
Masa (g)

Meso

42. dan 169,6+£27,51 190,8+20,36  192,1+20,19 194,5+28,72 190,3+30,62 0,2093
58. dan 282,5+32,74  312,1£76,35 2982+44,65  281,9+48,14  296,1+42,34 0,6619
Koza

42. dan 38,80+7,16 39,10+8,28 36,60+4,86 35,00+6,91 35,10+9,39 0,6036
58. dan 62,70+9,75% 56,50+9,08 52,60+9,66 53,30+6,43 48,00+10,99*  0,0160
Kost

42. dan 41,6+10,20% 48,2+5,57 52,8+14,56 52,0+£7,20* 53,0+6,60° 0,0459
58. dan 71,8+15,31 70,3+11,86 73,0+14,64 64,7+12.25% 85,8+14,16° 0,0211
Udeo (%)

Meso

42. dan 67,90+1,15 68,55+2,39 68,45+3,44 68,99+2,64 68,22+2,97 09164
58. dan 67,73+£2,20 70,73+2,81 70,28+2,67 70,33+1,85 68,79+3,34 0,0705
Koza

42. dan 15,654+2,38% 14,08+2,57 13,01+0,66 12,47+2,20° 12,65+3,16° 0,0230
58. dan 15,20+2,83% 13,10+£2,19 12,58+2,74 13,53+2,20 11,30+2,75% 0,0247
Kost

42. dan 16,46+2,10 17,37+1,83 18,55+3,23 18,54+1,90 19,13+1,67 0,0687
58. dan 17,08+2,14% 16,18+1,78° 17,15+1,81° 16,15+1,40¢  19,91+1,8%¢  0,0001

Legenda: U istom redu ista slova *>“9-P<0,05; n=36 (6x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-1II- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

5.13. Vrednost pH i temperatura mesa grudi brojlera

Na Grafiku 5.15 prikazane su pH vrednosti mesa grudi brojlera kontrolne i oglednih grupa nakon
prvog eksperimentalnog perioda (42. dan). Uocena je znacajno visa pH vrednost 45 minuta nakon
klanja u oglednim grupama koje su u hrani dobijale 400, 600 i 800 mg/kg genisteina (6,27, 6,30 i
6,29, pojedinacno) u odnosu na kontrolnu grupu (6,08) (P=0,0051). pH vrednosti koje su izmerene
24 h, odnosno 48 h, nakon klanja nisu se razlikovale izmedu svih ispitivanih grupa brojlera i bile su

u opsegu od 5,78 (K grupa) do 5,96 (O-1V grupa), odnosno od 5,74 (K grupa) do 5,98 (O-II grupa).
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Grafik 5.15. pH vrednost mesa grudi brojlera kontrolne 1 oglednih grupa 45 min., 24 h 1 48 h nakon
klanja 42. dana tova

Na Grafiku 5.16. mogu se videti pH vrednosti mesa grudi brojlera 58. dana tova. Rezultati merenja
pH vrednosti 45 minuta nakon klanja bili su u opsegu od 6,18 (O-I grupa) do 6,25 (K grupa), bez
razlika izmedu posmatranih grupa (P=0,1499). Prilikom dva naredna merenja doslo je do pada u pH
vrednosti mesa grudi brojlera za oko 0,2, tako da je nakon 24 h ta vrednost bila oko 6,01, a nakon
48 h oko 5,98, za sve ispitivane grupe koje se izmedu sebe nisu znac¢ajno razlikovale (P=0,8598 i

P=0,8740, pojedinac¢no).
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Grafik 5.16. pH vrednost mesa grudi brojlera kontrolne 1 oglednih grupa 45 min., 24 h 1 48 h nakon

klanja 58. dana tova

Temperatura mesa grudi izmerena 15-20 minuta nakon klanja za prvi eksperimentalni period bila je
sli¢na za kontrolnu i ogledne grupe brojlera, oko 34,48 °C. Nakon drugog eksperimentalnog perioda

temperatura mesa grudi brojlera koji su u hrani dobijali 800 mg/kg genisteina (39,03 °C) bila je
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znacajno visa od kontrolne (35,38 °C) i grupe brojlera koje su dobijale 200 i 400 mg/kg genisteina
(33,34 °C 1 35,66 °C, pojedinac¢no). Dodatno, grupa koja je bila suplementirana sa 600 mg/kg
genisteina imala je znacajno viSu temperaturu mesa 15-20 minuta nakon klanja (37,94 °C) u

poredenju sa O-I grupom (P<0,0001) (Grafik 5.17).
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m42 dan ®=58. dan

Grafik 5.17. Tempertura mesa grudi 15-20 min. nakon klanja

Ista slova **“9-P<0,05 izmedu grupa 58. dana tova

5.14. Sposobnost vezivanja vode (SVV)

U Tabeli 5.14. moze se videti da je u svim oglednim grupama nakon prvog eksperimentalnog
perioda zabelezena znacajno bolja sposobnost vezivanja vode u mesu grudi brojlera u odnosu na
kontrolnu grupu, pri ¢emu je najniza SVV vrednost utvrdena u grupi koja je preko hrane dobijala
najvisu koli¢inu genisteina, 800 mg/kg (0,55%), a ova vrednost se znacajno razlikovala i od ostalih
oglednih grupa brojlera (P<0,0001). Nakon produzenog tova (58. dan) vrednosti parametra
sposobnosti vezivanja vode u grupama koje su bile suplementirane sa 200, 400 i 600 mg/kg
genisteina u hrani (0,658%, 0,749% 1 0,936%, pojedinac¢no) bile su znacajno nize (P<0,0001) od
kontrolne (1,582%) 1 grupe koja je dobijala 800 mg/kg genisteina (1,422%) koje se izmedu sebe
nisu razlikovale (P=0,3720).

Tabela 5.17. Uticaj genisteina na SVV vrednosti mesa grudi brojlera (X + Sd)

Eksperimentalne grupe P
K O-1 O-II O-I11 O-1v vrednost

Parametar

SVV (%)

42. dan 1,36740,154%4  0,867+0,145* 1,073+0,117°" 0,966+0,261°¢ 0,55+0,124%®  <0,0001
58. dan 1,582+0,374%  0,658+0,144* 0,749+0,141%  0,936+0,147  1,4240,196%" <0,0001

Legenda:U istom redu ista slova **¢defe.P<(),05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-11- 400 mg/kg
genisteina; O-1II- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina
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5.15. Hemijski sastav mesa brojlera

Nakon konvencionalnog tova (42. dan) sadrzaj proteina u mesu grudi brojlera kontrolne i oglednih
grupa nije se znacajno razlikovao, sa izuzetkom O-III grupe u kojoj je sadrzaj proteina (21,33%) bio
nizi u odnosu na kontrolnu (23,53%) 1 O-IV grupu (23,77%) (P=0,0008). Sadrzaj vode bio je visi u
grupama koje su dobijale 200, 400 i 600 mg/kg genisteina u hrani u odnosu na kontrolnu grupu
(P<0,0001). Uocen je nizi sadrzaj masti u mesu grudi oglednih grupa, sa najniZom vredno$¢u u O-
IV grupi (1,18%) koja se znacajno razlikovala od kontrolne (1,99%) i O-I grupe brojlera (1,76%)
(P<0,0001). Grupe koje su dobijale najveée kolicine genisteina (O-III i O-IV grupa) imale su
znacajno nizi sadrzaj pepela u odnosu na kontrolnu grupu (P=0,0049) (Tabela 5.18.). Sadrzaj
proteina u mesu grudi brojlera nakon 58. dana tova bio je znacajno visi u svim oglednim grupama u
poredenju sa kontrolnom grupom, a dodatno, grupe koje su dobijale 600 i 800 mg/kg genisteina
znacajno su se razlikovale i od O-I, i od O-II grupe brojlera (P<0,0001). Sadrzaj vode mesa grudi u
svim oglednim grupama bio je manji u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,0001), sa najnizom
vredno$¢éu u O-III grupi (69,97%) koja se razlikovala i od O-1 1 O-II grupe brojlera (72,18% 1
73,00%, pojedinacno). Suplementacijom sa 400, 600 i 800 mg/kg genisteina postignut je znacajno
nizi sadrzaj masti (1,57%, 1,67% 1 1,57%, pojedina¢no) u mesu grudi brojlera u odnosu na
kontrolnu grupu (2,50%) (P=0,0007). Sadrzaj pepela nije se razlikovao izmedu posmatranih grupa
brojlera nakon produzenog tova (P=0,2242) (Tabela 5.18.).

Tabela 5.18. Hemijski sastav mesa grudi brojlera (X + Sd)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-1 O-11 O-I1I1 O-1V vrednost
Proteini (%)
42. dan 23,53+0,25*  22,38+0,19 22.,48+0,35 21,3341,64®  23,77€1,17°  0,0008
58. dan 21,55+0,96%°¢  24.34+1,01%"  24,3240,43%"  2729+1,05%% 26,54+1,32"  <0,0001
Voda (%)

42. dan 73,38+0,26™  74,79+0,32®  74,90+0,37°  76,07+1,36%  74,00+1,09¢  <0,0001
58. dan 74,830,604 72.18+1,37*  73,00+0,64°®  69,97+1,12°"  70,81+1,10%  <0,0001

Masti (%)

42. dan 1,99+0,35° 1,76:+0,34° 1,57+0,28 1,57+0,38 1,18£0,27®  <0,0001
58. dan 2,50+0,38%°  2,39+0,57% 1,57+0,25% 1,67+0,46° 1,5740,43 0,0007
Pepeo (%)

42. dan 1,10+0,03% 1,07+0,03 1,05+0,02 1,0340,03° 1,05+0,03° 0,0049
58. dan 1,12+0,03 1,09+0,03 1,10+0,04 1,07+0,04 1,08+0,04 0,2242

Legenda: U istom redu ista slova *bedefeh p<0 05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400
mg/kg genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

U Tabeli 5.19. prikazan je hemijski sastav mesa karabataka brojlera kontrolne i oglednih grupa za
oba eksperimentalna perioda. Nakon 42. dana tova sadrzaj proteina i masti se nije razlikovao
izmedu grupa, bio je u opsegu od 19,57% (O-IV grupa) do 20,72% (O-II grupa) i od 2,38% (O-1V
grupa) do 2,66% (K grupa), P=0,1796 i P=0,8016, pojedina¢no. Grupa koja je dobijala 800 mg/kg

genisteina u hrani imala je znacajno visi sadrzaj vode u odnosu na grupu koja je dobijala 400 mg/kg
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genisteina (P=0,0232), dok sadrzaj pepela je bio visi u kontrolnoj u odnosu na grupu koja je
hranjena sa 200 mg/kg genisteina (P=0,0474). Nakon 58. dana tova grupe koje su dobijale najvise
koli¢ine genisteina u hrani, 600 1 800 mg/kg, imale su znaCajno visi sadrzaj proteina u mesu
karabataka u odnosu na sve ostale posmatrane grupe (P<0,0001). SadrZaj vode bio je najnizi u grupi
koja je hranjena hranom sa dodatkom 600 mg/kg genisteina (74,64%) i znacajno se razlikovao u
poredenju sa kontrolnom i ostalim oglednim grupama brojlera (P<0,0001). Sadrzaj masti u mesu
karabataka opadao je sa rastu¢im koli¢inama genisteina u hrani brojlera, 1 bio je od 4,83% (K grupa)
do 2,10% (O-IV grupa), pri ¢emu su se sve grupe znacajno razlikovale izmedu sebe (P<0,0001).
Prema sadrZaju pepela znacajno su se razlikovale samo O-I i O-II grupa brojlera (0,99% i 1,05%,

P=0,0182).

Tabela 5.19. Hemijski sastav mesa karabataka brojlera (X + Sd)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-] O-11 O-II1 O-1vV vrednost
Proteini (%)
42. dan 20,14+1,24 19,64+0,63 20,72+0,78 19,58+1,26 19,57+0,52 0,1796
58. dan 18,79+0,54™  18,94+0,29°  19,00+0,23°"  21,53+0,68"°  20,94+0,36""  <0,0001
Voda (%)
42. dan 76,10+1,33 76,77+0,23 75,65+0,89° 76,97+0,65 77,01+0,31% 0,0232

58. dan 75,37+0,53®  75,92+£0,29°  76,48+0,32*!  74,6440,41°%  7594+0,30°  <0,0001

Masti (%)

42. dan 2,66+0,15 2,58+0,62 2,58+0,41  2,41+0,61 2384038  0,8016
58. dan 4,83+0,201  4,15+0,48*®  347+0,14™"  2,82+0,38™  2,10+0,30%Y  <0,0001

Pepeo (%)

42. dan 1,10+0,04* 1,01+0,03* 1,06+0,05 1,05+0,06 1,04+0,05 0,0474
58. dan 1,01+0,03 0,99+0,02° 1,05+0,03" 1,01+0,02 1,02+0,04 0,0182

Legenda: U istom redu ista slova *Pedefehii_p<(,05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-1I- 400
mg/kg genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

5.16. Sadrzaj genisteina u mesu grudi brojlera

Koris¢enjem HPLC-DAD-ESI-MS/MS tehnike utvrdeno je da je sadrzaj genisteina u mesu grudi
brojlera kontrolne i oglednih grupa za oba eksperimentalna perioda bio ispod granice kvantifikacije
(<5,6 nmol/kg mesa). Grafik 5.18. predstavlja hromatograme ispitivanih uzoraka mesa grudi
kontrolne i1 grupa brojlera suplementiranih sa 200, 400, 600 1 800 mg/kg genisteina nakon 58. dana

tova pra¢enih u SRM modu (Selected Reactions Monitoring).
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Grafik 5.18. SRM hromatogrami ispitivanih uzoraka mesa. Crveni pik oznacava standardni rastvor

najnize ispitivane koncentracije (3,05 ng/ml).

5.17. TBARS vrednost u mesu karabataka brojlera

TBARS vrednost u uzrocima mesa karabataka, uzetih nakon klanja 42. dana, na pocetku i na kraju
skladiStenja nije se znacajno razlikovala izmedu grupa, bila je u opsegu od 0,12 mg MDA/kg (O-1V
grupa) do 0,16 mg MDA/kg (K grupa), i od 0,83 mg MDA/kg (O-1V grupa) do 0,96 mg MDA/kg
(K grupa), P=0,0599 1 P=0,0986, pojedina¢no. Nakon tri i devet meseci skladiStenja kontrolna
grupa je imala znacajno visi sadrzaj MDA u uzorcima karabataka u odnosu na grupe koje su u hrani
dobijale 200, 400 i 800 mg/kg genisteina (P=0,0081 i P<0,0001, pojedinac¢no). Grupa koja je
dobijala najviSu koli¢inu genisteina (O-IV grupa) nakon Sest meseci skladiStenja imala je najniZe
vrednosti TBARS u uzorcima karabataka (0,27), koje su se znac¢ajno razlikovale od kontrolne (0,42)
i grupa suplementiranih sa 200 i 600 mg/kg genisteina (0,35 i 0,38, P<0,0001). Nakon klanja
brojlera 58. dana TBARS vrednost bila je niza u O-IV grupi u odnosu na kontrolnu, O-II i O-III
grupu brojlera (P<0,0001). Nakon tri meseca skladiStenja sadrzaj MDA u uzorcima kontrolne grupe
brojlera (0,44) bio je znacajno visi u poredenju sa svim oglednim grupama, a dodatno, grupa koja je
u hrani dobijala 800 mg/kg genisteina imala je najnizi sadrzaj MDA (0,21) koji se znacajno
razlikovao od ostalih oglednih grupa (P<0,0001). Sestog meseca skladistenja se odrzala sli¢na
dinamika stvaranja produkata lipidne peroksidacije, odnosno kontrolna grupa je i dalje imala
znacajno viSu TBARS vrednost (0,91) u odnosu na sve ogledne grupe (0,59; 0,54; 0,66 i 0,55 mg
MDA/kg, za O-I, O-II, O-IIl i O-IV grupu, pojedina¢no) (P<0,0001). Nakon devet meseci
skladiStenja najvisa TBARS vrednost bila je u K grupi (0,96), znacajno visa od svih oglednih
(P<0,0001), dok je najniza bila u O-IV grupi (0,61) znacajno niZa u odnosu na O-II 1 O-III grupu

brojlera (P<0,0001). Prilikom poslednjeg merenja MDA u uzorcima mesa karabataka uzetih nakon
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produzenog tova nije uocena znacajna razlika izmedu grupe koja nije dobijala i grupa koje su u

hrani dobijale 200, 400, 600 i 800 mg/kg genisteina (P=0,0670) (Tabela 5.20.).

Tabela 5.20. Uticaj rastucih koli¢ina genisteina na oksidativnu stabilnost mesa karabataka tokom
skladiStenja pri temperaturi -20 °C izrazena kao TBARS vrednost (mg malondialdehida/kg mesa)

(X + 5d)

Parametar Eksperimentalne grupe P

K O-1 O-11 O-111 O-1v vrednost
0. dan
42. dan 0,16+0,025 0,15+0,025 0,13+0,018 0,15+0,024 0,12+0,027 0,0599
58. dan 0,25+0,043% 0,20+0,037° 0,21+0,033°¢ 0,27+0,047°  0,14+0,023*¢  <0,0001
3. mesec

42. dan 0,22+0,038"  0,17+0,019°  0,16+0,020°  0,19+0,026  0,17+0,029°  0,0081
58. dan 0,44+0,058"¢  0,29+0,037*  0,31+0,040""  0,33+0,037°  0,21+0,035** <0,0001

6. mesec
42. dan 0,42+0,051% 0,35+0,041°  0,31+0,046°  0,38+0,046°  0,27+0,041°¢  <0,0001
58. dan 0,9140,104*¢  0,594+0,057*°  0,54+0,057°  0,66+0,055°  0,55+0,089¢  <0,0001
9. mesec

42. dan 0,82+0,096™  0,65+0,058*  0,66+0,066°  0,77+0,071¢  0,54+0,065%  <0,0001
58. dan 0,96+0,079°  0,68+0,072*  0,73+0,074°"  0,80+0,062°¢ 0,61+0,059%% <0,0001

12. mesec
42. dan 0,96+0,080 0,87+0,093 0,89+0,074 0,91+0,078 0,83+0,070 0,0986
58. dan 1,13+0,102 1,06+0,093 1,01+0,098 1,11+0,085 0,98+0,116 0,0670

Legenda:U istom redu ista slova »>¢4et2.p<0,05; n=6 (1x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-I11- 600 mg/kg genisteina; O-1V- 800 mg/kg genisteina

5.18. Senzorska ispitivanja mesa grudi i bataka sa karabatakom

Rezultati kvantitativne deskriptivne analize uzoraka mesa grudi brojlera kontrolne i oglednih grupa
nakon prvog eksperimentalnog perioda prikazani su u Tabeli 5.21. Razlike u ocenama boje, mirisa,
mekoce i soCnosti nisu uocene izmedu svih ispitivanih grupa (P=0,4287; P=0,1321; P=0,3825 i
P=0,1558, pojedina¢no). Najnizu ocenu za ukus imala je grupa koja je dobijala 200 mg/kg
genisteina u hrani (5,56) i1 znacajno se razlikovala od grupa koje su suplementirane sa 600 i 800
mg/kg genisteina (6,75 1 6,75, pojedinacno) (P=0,0136). Dodatno, grupa koja je dobijala 200 mg/kg
genisteina u hrani imala je i najnizu ocenu za ukupnu prihvatljivost (5,56), a znacajno se razlikovala

od O-III grupe koja je bila najbolje ocenjena za ovaj parametar (6,81) (P=0,0089).
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Tabela 5.21. Senzorska ocena mesa grudi nakon 42. dana tova (X + Sd)

Uzorak Boja Miris Ukus Mekoca Soc¢nost ’Ukup.r.la
prihvatljivost
K 7,00+0,00 6,88+0,35 6,44+0,78 6,06+0,50 6,13+0,58 6,38+0,58
Ol 7,00:+£0,00 6,94+0,18 5,56+0,90% 6,00+0,53 5,69+0,65 5,56+0,86"
o1l 6,94+0,18 6,69+0,59 6,13£1,03 6,44+0,73 6,44+0,73 6,38+0,69
Olll 7,00+0,00 6,88+0,35 6,75+0,38% 6,50+0,76 6,56+0,73 6,81+0,37°
o1V 7,00+£0,00 6,44+0,50 6,75+0,46° 6,00+0,80 6,00+0,96 6,19+0,59

Legenda: U istoj koloni ista slova *-P<0,05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

Nesto izrazenije razlike pri senzorskoj oceni uofene su kod ispitivanja uzoraka bataka sa
karabatakom (Tabela 5.22.). Sli¢no uzorcima mesa grudi, i uzorci bataka sa karabatakom se nisu
razlikovali u oceni boje 1 mirisa izmedu ispitivanih grupa (P=0,6348 i P=0,3364). Medutim uzorci
bataka sa karabatakom grupa suplementiranih sa 600 1 800 mg/kg genisteina su dobili najvise ocene
za: ukus (znacajna razlika u poredenju sa O-II grupom, P=0,0099) i mekoc¢u (znacajna razlika u
poredenju sa O-1 1 K grupom, pojedinacno, P=0,0018). Dodatno, grupa koja je u hrani dobijala 800
mg/kg genisteina je bila najbolje ocenjena za socnost (6,87), 1 znacajno se razlikovala u odnosu na
O-I 1 O-II grupu (6,12 1 6,06; P=0,0061), dok kao najbolje ocenjena za ukupnu prihvatljivost (7,00)

znacajno se razlikovala od kontrolne i svih ostalih oglednih grupa brojlera (P<0,0001).

Tabela 5.22. Senzorska ocena mesa bataka sa karabatakom nakon 42. dana tova (X + Sd)

Uzorak Boja Miris Ukus Mekoca Soc¢nost 'Ukup.r'la
prihvatljivost
K 6,87+0,35 6,69+0,59 6,19+0,46 6,00£0,76*°  6,56+0,42 6,1940,46™
o) 6,81+0,26 6,25+0,65 6,12+0,88  6,00+0,53>*  6,12+0,79* 6,31+0,59%
oIl 6,87+0,35 6,44+0,50  5,94+0,68°  6,31+0,46 6,060,50° 6,19+0,37°
Olll 6,9440,18 6,69+0,60 6,81+0,37°  6,75+0,38"  6,75+0,38 6,94+0,18%f
0)4Y% 6,69+0,46 6,75+0,38 6,81£037°  6,94+0,18*  6,87+0,23"  7,00+0,00°%"

Legenda: U istoj koloni ista slova *>*4¢P<0,05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

Nakon produzenog tova (58. dan) senzorskom analizom uzoraka mesa grudi nije utvrdena razlika u
boji, kontrolna i O-I grupa bile su znacajno loSije ocenjene za miris u poredenju sa ostalim
oglednim grupama (P<0,0001), dok su grupe O-II i O-IV bile najbolje ocenjene za ukus sa
zna€ajnom razlikom u odnosu na kontrolnu, O-I 1 O-II grupu (P<0,0001). Ocene za mekocu i
socnost bile su u opsegu od 5,50 (K grupa) do 6,93 (O-II grupa) za oba ova parametra, za koje
razlika nije uoCena samo izmedu O-I 1 O-III grupe brojlera (P>0,05). Meso grudi grupa
suplementiranih sa 400 1 800 mg/kg genisteina bilo je najprihvatljivije (7,00 1 6,86) i znaCajno se
razlikovalo od ostalih grupa brojlera (P<0,0001) (Tabela 5.23.).
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Tabela 5.23. Senzorska ocena mesa grudi 58. dan (X + Sd)

Rezultati ispitivanja

Uzorak Boja Miris Ukus Mekoca Soc¢nost .Ukup.r.la
prihvatljivost
K 7,00+£0,00  6,07+0,19%¢  5.86+0,24®°  5,50+0,00® 5,50+0,00°¢  5,79+0,27%
o) 7,00£0,00  6,50+0,00%"  5,86+0,24°  6,00+0,00*"  6,00+0,00°"  6,07+0,19%
OIl 7,00£0,00  6,93+0,19*°  6,93+0,19°°  6,93+0,19%¢  6,93+0,19°¢  7,00+0,00*°
Olll 7,00£0,00  7,00+0,00°  6,07+0,19%°  6,07+0,45%" 593+0,45%"  6,07+0,45
(0)0Y% 7,00£0,00  6,93+0,19%  6,86+0,24%"  6,64+0,38"  6,57+0,35¢"  6,86+0,24%

Legenda: U istoj koloni ista slova ®bedefeh p<( 05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400
mg/kg genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

Uzorci bataka sa karabatakom nakon drugog eksperimentalnog perioda se nisu razlikovali u
pogledu boje 1 mirisa (P>0,05). Znacajno nize ocene za ukus dobila je grupa brojlera sa 600 mg/kg
genisteina u hrani (6,00) u odnosu na kontrolnu i grupe sa 200 i 400 mg/kg genisteina (P=0,0013).
Kontrolna grupa i grupa suplementirana sa 600 mg/kg genisteina dobile su najnize ocene za mekocu
1 ukupnu prihvatljivost, gde su se znacajno razlikovale od ostalih ispitivanih grupa za oba parametra
(P<0,0001 i P<0,0001, pojedina¢no). Takode su dobile i najnize ocene za socnost (6,00 i 6,36), s

tim da izmedu ove dve grupe nije postojala znacajna razlika (P>0,05) (Tabela 5.24).

Tabela 5.24. Senzorska ocena mesa bataka sa karabatakom 58. dan (X + Sd)

Uzorak Boja Miris Ukus Mekoca Soc¢nost ‘Ukup'r.la
prihvatljivost
K 7,00+0,00 6,64+0,24 6,5740,35*  6,07+0,19%°  6,00+0,00¢  6,14+0,24%¢
oI 7,00:£0,00 6,64+0,38 6,64+0,24°  7,00+£0,00*  6,93+0,19°  6,79+0,27%
OIl 7,00£0,00 6,71+0,39 6,86+0,24°  6,93+0,19  6,93+0,19*"  6,93+0,19"
Olll 7,00:£0,00 6,79+0,39  6,00+0,41°  6,36+0,24%"  6,36+0,24°"  6,14+0,24%"
(0)AY% 7,00+0,00 6,64+0,38 6,43+0,45 6,86+0,24°"  6,93+0,19%  6,93+0,19°

Legenda: U istoj koloni ista slova #>¢4e£2.P<(,05; n=12 (2x6); K-kontrola; O-I- 200 mg/kg genisteina; O-II- 400 mg/kg
genisteina; O-III- 600 mg/kg genisteina; O-IV- 800 mg/kg genisteina

5.19. Izrac¢unavanje ekonomic¢nosti proizvodnje brojlera u zavrSnoj fazi tova

U Tabeli 5.25. prikazani su razliciti pokazatelji ekonomicnosti proizvodnje brojlera kontrolne i
oglednih grupa konvencionalne (tokom 21 dana) i produzene zavr$ne faze tova (tokom 37 dana).
Ukupna potroSnja hrane je izracunata na osnovu ukupne konzumacije za svaku grupu za oba
eksperimentalna perioda. Za periode od 21.-42. i od 43.-58. dana tova ukupna potros$nja hrane bila
je sli¢na izmedu grupa, oko 224,4 kg i 121,02 kg za sve grupe, pojedina¢no. Cena hrane u oglednim
grupama je bila visa u odnosu na grupu koja nije dobijala ekstrakt genisteina u hrani. S povecanjem
koncentracije za 200 mg genisteina rasla je cena hrane za 9,17 dinara, tako da je kod kontrolne
grupe iznosila 40,20 din, a kod O-1V grupe 76,88 din. MnoZenjem cene sa ukupnom potro$njom
dobijena je ukupna cena hrane za konvencionalnu i produzenu trecu fazu tova. S obzirom da razlike

u potro$nji hrane nisu bile izrazene, ovaj parametar je rastao najviSe na rac¢un rasta cene hrane po
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Rezultati ispitivanja
kilogramu u oglednim grupama. Fiksni troSkovi, koji podrazumevaju rad zaposlenih i amortizaciju,
bili su isti za sve grupe po periodima. Tako da su za prvi period iznosili 26,83%, a za drugi 24,75%
srednje vrednosti varijabilnih troskova za sve grupe brojlera. Ukupni prirast je bio nizi u kontrolnoj
grupi (119,23 kg) u odnosu na sve ogledne u kojima je ukupni prirast bio u opsegu od 125,78 kg
(O-I grupa) do 133,49 kg (O-III grupa) nakon 42. dana tova, dok nakon 58. dana najnizi prirast je
zabelezen u O-III grupi (41,00 kg), a najvisi u O-IV grupi brojlera (50,65 kg).

Tabela 5.25. Parametri ekonomi¢nosti proizvodnje za dva eksperimentalna perioda

Eksperimentalne Parametri — - —
Ukupna . Ukupna cena  Fiksni troskovi ~ Ukupni prirast
grupe potrosnja hrane Cena (din/kg) hrane (din) brojlera
Konvencionalni tov (21.-42. dan)*
K 232,99 40,20 9366,20 3500 119,23
O-1 225,58 49,37 11136,88 3500 125,78
O-l1 237,10 58,54 13879,83 3500 133,49
O-III 213,41 67,71 14449,99 3500 130,25
O-1v 213,05 76,88 16379,28 3500 129,10
Produzeni tov (42.-58. dan)t
K 124,56 40,20 5007,31 1750 46,55
O-1 117,04 49,37 5778,26 1750 46,73
O-I1 125,42 58,54 7342,09 1750 47,63
O-111 118,15 67,71 7999,94 1750 41,00
O-1v 119,95 76,88 9221,76 1750 50,65

Legenda: * n=72 (6x12); 1n=36 (6x6)

Ukupni troskovi za prvi eksperimentalni period, dobijeni sabiranjem ukupne cene hrane i fiksnih
troskova, najnizi su bili u kontrolnoj grupi, dok u oglednim grupama su bili visi za 13,76%, 35,08%,
39,51% 1 54,51%. Za drugi eksperimentalni period rast ukupnih troskova u O-I i O-II oglednoj
grupi bio je manji uporedujuci sa konvencionalnim tovom (11,41% 1 34,55%), a ve¢i u O-111 1 O-1V
grupi brojlera (44,29% 1 62,37%). Vrednost proizvodnje, dobijena mnoZenjem ukupnog prirasta sa
cenom zive mase brojlera (160 din), nakon 42. dana tova bila je za ogledne grupe visa u proseku 7%
u odnosu na kontrolnu grupu. Nakon 58. dana tova porast vrednosti proizvodnje uocena je u O-I
(0,39%), O-1I (2,32%) 1 O-1V (8,81%) grupi u odnosu na kontrolnu grupu, dok je u O-III grupi
vrednost proizvodnje bila niza za 11,92%. Finansijski rezultat, izraunat iz razlike vrednosti
proizvodnje 1 ukupnih troSkova, za prvi eksperimentalni period bio je u opsegu od 776,7 din (O-IV
grupa) do 6210,6 din (K grupa), dok nakon produzenog tova je bio negativan u svim oglednim
grupama, i to u opsegu od -3190 din (O-III grupa) do -51 din (O-I grupa). Iz odnosa ukupnih
troSkova 1 ukupnog prirasta izracinata je cena koStanja po kilogramu koja je nakon konvencionalnog
tova rasla sa porastom koli¢ine genisteina u hrani, pa je najvisa bila u grupi sa 800 mg/kg genisteina
153,98 din, dok je u kontrolnoj grupi iznosila 107,91 din. Za razliku od prvog eksperimentalnog
perioda, nakon 58. dana tova najviSa cena koStanja je uocena u grupi koja je dobijala 600 mg/kg
genisteina u hrani (237,8 din) koja je bila 63,82% visa u odnosu na cenu koStanja kontrolne grupe
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(145,16 din). Koeficijent ekonomicnosti (odnos vrednosti proizvodnje i ukupnih troSkova) bio je
najbolji u kontrolnoj grupi za prvi eksperimentalni period (1,48), a u oglednim grupama se
smanjivao za 0,11, 0,25, 0,32 1 0,44 u O-I, O-II, O-III 1 O-1V grupama, pojedinac¢no. ProduZeni tov
je takode doveo do nizih vrednosti koeficijenta ekonomicnosti u oglednim grupama u odnosu na
kontrolnu grupu, pri ¢emu je najlosiju isplativost poslovanja ostvarila grupa suplementirana sa 600

mg/kg genisteina (0,67) (Tabela 5.26.).

Tabela 5.26. Finansijski pokazatelji ostvareni po grupama

Eksperimentalne grupe
Rezultat K O-1 O-I1 O-II1 O-1V
din indeks din indeks din indeks din indeks din indeks

Konvencionalni tov (21.-42. dan)*

g})‘;f:;l 12866,2 100  14636,9 113,76 17379,8 135,08 17950 139,51 19879,3 154,51

Vrednost 19076,8 100  20124,8 105,49 213584 111,96 20840 109,24 20656 108,28

proizvodnje

fg;‘ﬁﬁ;‘tﬁk‘ 6210,6 100 54879 8836 39786 64,06 2890 46,53  776,7 12,50

Ee?a . 10791 100 116,37 107,84 130,20 120,66 137,81 127,71 153,98 142,69
oStanja/kg

Kocficijent 1,48 100 1,37 92,57 1,23 83,11 1,16 78,39 1,04 70,27

ekonomiénosti

Produzeni tov (42.-58. dan)t

gé‘:lfg‘vll 67573 100 75283 111,41 9092,1 134,55 9749,9 144,29 10971,8 162,37

Vrednost 7448 100  7476,8 10039 7620,8 102,32 6560 88,08 8104 108,81

proizvodnje

fg;jﬁ;‘fk‘ 690,7 100 51,5 745  -1471,3 213,02 -3190 461,84 -2867,8 415,20

Ee?a . 145,16 100 161,10 110,98 190,89 131,50 237,80 163,82 216,62 149,23
ostanja/kg

Koeficijent 1,10 100 0,99 90 0,84 76,36 0,67 60,91 0,74 67,27

ekonomicénosti

Legenda: * n=72 (6x12); tn=36 (6x6)
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6. DISKUSIJA

6.1. Hemijski sastav hrane za brojlere

Formulisanje izbalansirane ishrane je osnova isplative i efikasne zivinarske proizvodnje 1 direktno
zavisi od nutritivnih potreba brojlera i hemijskog sastava i svarljivosti hraniva. Obroci za Zivinu se
primarno sastavljaju meSanjem nekoliko hraniva, kao §to su zrnasta hraniva, sojina sa¢ma, hraniva
zivotinjskog porekla, masti i vitaminski i mineralni premiksi. Ovakvi obroci, zajedno sa vodom,
obezbeduju energiju i hranljive materije (proteini, aminokiseline, ugljeni hidrati, masti, minerali 1

vitamini) koji su esencijalni za rast, razvoj 1 odrZavanje zdravlja brojlera (NRC, 1994).

Postoji vise faktora koji otezavaju odredevanje optimalnog nivoa esencijalnih materija u smeSama
za ishranu zivine, odnosno u sastavljanju obroka kojima se postize maksimalni profit proizvodnje.
Tako npr. posto nije prakti¢no odredivati hemijski sastav i svarljivost svake sirovine u smesi, kako
bi se sigurno obezbedio minimum nutritivnih specifikacija (potreba) u smeSama za ishranu zivine, u
smeSama se dodaju nesto vece koli¢ine pojedinacnih hraniva. Dodatno, tesko je utvrditi realnu
zavisnost konzumacije i prirasta brojlera u tovu (Pesti i sar., 2009). Brojlerima u tovu je obi¢no
dozvoljen ad libitum pristup hrani i vodi kako bi u $to kracem roku dostigli klani¢nu masu, a na
trziStu se mogu naci brojleri razli¢ite starosti 1 telesne mase (900-1000 g; 1,8-2 kg; 2,8-3 kg), u
zavisnosti da li se u promet stavljaju kao trupovi, polutke, Cetvrti ili u osnovnim delovima. Iz
navedenih razloga tesko je odrediti jedinstvene potrebe koje bi odgovarale svim tipovima

proizvodnje brojlera (NRC, 1994).

Sirovinski sastav smeSa za ishranu brojlera I, IT 1 III u ovom eksperimentu odreden je prema
standardnoj recepturi Katedre za ishranu i botaniku Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u
Beogradu. FiniSer kontrolne i oglednih grupa je bio istog hemijskog sastava, izbalansiran,
izoenergetski 1 izoproteinski, tako da dodavanje genisteina u koli¢ini od 200 do 800 mg/kg nije
uticao na parametre hemijskog sastava. AnalitiCki hemijski sastav potpunih smeSa za ishranu
brojlera delimi¢no je odstupao od kalkulativnog sastava (Tabela 4.1.; Tabela 5.1.). Sadrzaj vlage i
pepela je bio nizi, dok sadrzaj proteina, masti i sirove celuloze viSi kod hemijske analize, Sto
pokazuje da su koriS¢ena hraniva po hemijskom sastavu neznatno odstupala od standardnih
vrednosti definisanih programom “NUTRIMIX v7 software” kojim je izraunat kalkulativni sastav

smesa u ovom eksperimentu.

Prema uslovima za kvalitet potpune smeSe za ishranu kokosi, definisanim ¢lanom 61. Pravilnika o
kvalitetu hrane za zivotinje, najmanji sadrzaj proteina za starter, grover i finiser je 22%, 19% i 17%,
pojedina¢no (Anon, 2017). Prema nutritivnim preporukama za Cobb 500 provenijenciju sadrzaj
proteina za ove tri smeSe bi trebalo da iznosi 21-22% za starter, 19-20% za grover i 17-18% za
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finiSer (Anon, 2012). Dobijeni rezultati sadrzaja proteina za sve tri smese koje su kori§¢ene u ovom
eksperimentu (22,40%, 20,85% 1 18,19%) bili su u saglasnosti sa prethodno navedenim uslovima,
¢ime je pokazano da ovakva formulacija zadovoljava potrebe u proteinima Cobb 500 brojlera za

svaku fazu tova.

Energija koja je neophodna za odrzavanje metabolizma brojlera namenjenih za proizvodnju mesa
potice od komponenata koje podizu energetsku vrednost obroka, primarno ugljeni hidrati i masti, ali
takode 1 proteini. Vrednosti metaboliCke energije koriste se za normiranje potreba brojlera u
energiji. Metabolicka energija (ME) je energija koja se izrazava u megadzulima (MJ) i predstavlja
energiju koja preostaje za metabolizam, odnosno energiju koja se dobija oduzimanjem energije
urina i gasova od svarljive energije. MetaboliCka energija smeSa za ishranu brojlera iznosila je
12,64, 12,96 1 13,22 MJ/kg (Tabela 4.1.) za starter, grover i finiSer. Pravilnikom je odredeno da ME
ne sme da bude niza od 13 MJ/kg, medutim vodi¢ za uzgoj i ishranu Cobb 500 brojlera preporucuje
da sadrzaj energije bude 12,45, 12,66 1 13,18 MJ/kg za starter, grover i finiSer, pojedina¢no (Anon,
2017; Anon, 2012).

Prema istom c¢lanu Pravilnika o kvalitetu hrane za Zivotinje sadrZzaj masti najmanje bi trebalo da
bude 5% za starter i grover, sadrzaj vlage najvise 13,5%, a pepela 8% za sve tri smese, sadrzaj
celuloze 5% za starter i grover i 6% za finiSer, kalcijuma od 0,9 do 1,1% za starter, 0,8 do 1,0% za
grover i od 0,7 do 0,9% za finiSer i sadrzaj fosfora od 0,65% do 0,85% za starter, od 0,6 do 0,8% za
grover 1 0,5 do 0,7% za finiSer (Anon, 2017). Iz Tabale 5.1. se moZe zakljuciti da je po svim
navedenim parametrima obrok sastavljen prema Tabeli 4.1. hemijski ispunjavao sve Pravilnikom

propisane uslove za sve tri faze tova, kao i za produzeni tov kontrolne i oglednih grupa brojlera.
6.2. Genistein u hrani za Zivotinje

Sadrzaj genisteina u bazalnoj hrani na bazi kukuruza i sojine sa¢me, i hrani suplementiranoj
preparatima izoflavona ili ¢istom supstancom genisteina, najvise je izucavan u eksperimentima
nosilja, gde je praceno u kojoj koli¢ini izoflavoni poreklom iz hrane imaju potencijal da se prenesu i

akumuliraju u jajima.

Gjorgovska 1 Kiril (2013) su utvrdili da sojina saéma sa 44% proteina sadrzi 46,3 mg/kg ukupnih
izoflavona (genistin, genistein, daidzin, daidzein, glicitin i glicitein). Sojina sa¢ma sa 48% proteina
u studiji autora Akdemir i Sahin (2009) imala je 69,1 mg/kg genisteina, a 52,1 mg/kg daidzeina.
Hemijskom analizom hrane za nosilje Sahin i sar. (2006) i Onderaci i sar. (2004) su pokazali da
starter za nosilje sa sojinom sa¢émom u koli¢ini od 22,85% sadrzi 102,8 mg/kg genisteina, a grover

sa 23,85% sojine saéme sadrzi 107,2 mg/kg genisteina. U studiji Saitoh i sar. (2001) u bazalnoj
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hrani za nosilje koja je imala 16% sojine sa¢me ukupna koli¢ina izoflavona bila je 368,7 mg/kg, od
¢ega genistein je ¢inio 10 mg/kg. U bazalnoj hrani za nosilje koja sadrzi 25% sojine same Vargas
Galdos (2009) je utvrdio 204,9 mg/kg genisteina, dok u bazalnoj hrani obogacenoj sa ekstraktom
izoflavona (5 g/100 g) koji je sadrzao 5,9 mg/kg genisteina ukupni sadrzaj genisteina bio je 288,3
mg/kg. Saitoh 1 sar. (2004) su nosilje hranili bazalnom hranom i hranom sa dodatkom nize (1800
mg/kg) 1 vise (5300 mg/kg) koncentracije izoflavona ekstrahovanih iz sojinih hipokotiledona.
Hemijskom analizom ovako formulisane hrane ukupan sadrzaj izoflavona u kontrolnoj hrani iznosio
je 22 mg/kg, od cega je bilo 10 mg/kg glicitina, 5 mg/kg genistina i1 0,7 mg/kg ostalih izoflavona
koji ukljuc¢uju malonil glikozide, acetil glikozide i aglikone (daidzein, glicitein i genistein). Ukupan
sadrzaj izoflavona hrane sa niskom i visokom koncentracijom izoflavona bio je 1772 mg/kg i 5281
mg/kg, pojedinacno, $to je predstavljalo minimalno odstupanje (1,56% 1 0,36%, pojedinacno) od

teoretske koli¢ine ekstrahovane Ciste supstance izoflavona dodate u hranu za nosilje.

Pored navedenih eksperimenata vezanih za ishranu nosilja, radene su i studije u kojima se ispitivao
uticaj izoflavona iz hrane na rast, proizvodne performanse, kvalitet mesa i moguénost akumuliranja
ovih jedinjenja u mesu svinja. U eksperimentu Gatta i sar. (2013) hemijskom analizom sojine
sacme, graSka i boba pokazano je da su ova tri hraniva bogata fitoestrogenima imala najvisu
koncentraciju daidzina i daidzeina, dok je sadrzaj genistina bio 7546 mg/kg, 7,7 mg/kg i 8,2 mg/kg,
a genisteina 361,8 mg/kg, 1,18 mg/kg 1 0,43 mg/kg, pojedinacno. Nakon formulisanja tri razliite
smeSe za ishranu svinja: prva je u sirovinskom sastavu imala 15,1% sojine sa¢me, druga 8,75%
sojine sa¢me 1 20% graska i tre¢a 6,38% sojine sacme i 18% boba, i meSanja sa ostalim hranivima,
utvrdeno je da je sadrzaj genisteina u prvoj hrani bio 14,65 mg/kg, u drugoj 7,65 mg/kg, a u trecoj
1,59 mg/kg. Cook (1998) smatra da hrana za prasad koja u sirovinskom sastavu ima 35% sojine
sa¢me obezbeduje 1585 mg ukupnih izoflavona/kg hrane. Takode je pokazao da je bazalna hrana za
ishranu prasadi formulisana sa 38,28% koncentrata sojinog proteina sadrzala 17 mg/kg ukupnih
izoflavona, dok u drugom eksperimentu smesa za ishranu prasadi sa nizom koli¢inom koncentrata
sojinog proteina (28,85%) imala je ¢ak 79 mg/kg genisteina. U eksperimentu izvedenom na
pacovima Cook (1998) je utvrdio da bazalna hrana sa 31,19% koncentrata sojinog proteina ima 149
mg/kg ukupnih izoflavona, od ¢ega 84 mg/kg je bio genistein. Suplementacijom ove bazalne hrane
ekstraktom izoflavona poreklom iz soje u koli¢ini od 431, 862 i 1724 mg/kg, u hrani oglednih grupa
pacova sadrzaj ukupnih izoflavona bio je 571, 1024 1 1936 mg/kg. U sve tri eksperimentalne hrane
je uocen nizi sadrzaj izoflavona od pocetno dodatog i taj pad iznosio je 1,5%, 1,29% 1 3,36%,

pojedinacno (263, 468 i 868 mg/kg, pojedinacno).

U poredenju sa navedenim rezultatima drugih autora, u eksperimentu ove doktorske disertacije
uocena je znacajno niza koli¢ina genisteina u hrani kontrolne grupe brojlera. Naime, potpuna smesa
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za ishranu brojlera kontrolne grupe u zavrs$noj i produzenoj fazi tova, formulisana sa 20% sojinog
griza, 1% sojine sa¢me i 14,7% sojine pogace, imala je manje od 20 mg/kg genisteina. Dodatno,
suplementacijom 200, 400, 600 1 800 mg/kg genisteina, nakon mesanja i peletiranja, hemijskom
analizom utvrden je sadrzaj od 97, 213, 432 i 651 mg/kg genisteina, pojedinacno, Sto predstavlja
zna€ajno odstupanje od pocetno dodate koli¢ine, koje se smanjivalo sa viSom koli¢inom dodatog

genisteina (za 51,5%, 46,75%, 28% i 18,62%, pojedina¢no) (Tabela 5.2., Grafik 5.1.).

Sojina sa¢ma sa sadrzajem proteina u opsegu od 44-48%, viSim sadrZzajem energije 1 nizim
sadrzajem vlakana u poredenju sa ostalim uljanim sacmama predstavlja idealno hranivo pri
formulisanju izbalansiranih obroka koji obezbeduju optimalan rast i proizvodne performanse
monogastri¢nih zivotinja. S druge strane, cena sojine sacme je viSa od drugih hraniva koja
predstavljaju biljne izvore proteina (sacma od semena pamuka, suncokretova sacma, saéma uljane
repice), Sto se opravdava viSim sadrzajem kvalitetnih proteina i povoljnim sastavom
visokosvarljivih aminokiselina. Naime cena hraniva je u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem proteina

(Nahashon i Kilonzo-Nthenge, 2011).

Nivo izoflavona u soji varira u zavisnosti od vise faktora: sorte soje (od 2344 do 4216 mg/kg),
klimatskih uslova tokom godine i sezone gajenja (od 2776 do 3309 mg/kg) i mesta uzgoja (od 1176
do 1749 mg/kg). U odredenim sortama soje nivo izoflavona dostize ¢ak 8000 mg/kg (Wang i
Murphy, 1994; Kudou 1 sar., 1991). Pored ukupnog sadrzaja izoflavona, javljaju se razlike i u
masenoj zastupljenosti pojedinih vrsta izoflavona u zavisnosti od lokaliteta i sezone. Tako da
odstupanja mogu da budu u opsegu od 56% do 71% za genistein, od 16% do 38% za daidzein i od
4% do 13% za glicitein (Wang 1 Murphy, 1994). Od tri izoflavona prisutna u soji, u najvecoj
koli¢ini je zastupljen genistein (40-55% ukupnog sadrzaja izoflavona), dok daidzeina (30-40%) 1
gliciteina (4-14%) ima u manjim koli¢inama (Wang 1 Murphy, 1994).

Na varijabilnost u sadrzaju, aktivnosti 1 raspolozivosti bioaktivnih jedinjenja u hrani za Zivotinje
znacajno utiCe i prerada sirovine. Postupci prerade obuhvataju razli¢ite mehanicke (ljuSéenje,
seCenje, drobljenje, presovanje, prosejavanje, filtracija, mesanje) i termicke procese (kuvanje,
pecenje, pasterizacija, pritisak pare) (Irina i Mohamed, 2012; Nicoli i sar., 1999). U preradi soje
usavrseni su razliciti tehnoloski postupci primarno u cilju denaturacije termolabilnih antinutritivnih
faktora, ali 1 dobijanja mikrobioloski bezbedne hrane za Zivotinje (kontaminacija sojine sa¢me
salmonelama predstavlja rastuci globalni problem) (Nahashon i Kilonzo-Nthenge, 2011). U neke od
tih postupaka ubrajaju se kuvanje (autoklaviranje), tretmani sa talasnom emisijom (mikrotalasni
tretman, mikronizacija), tretmani sa zagrejanim vazduhom (flekienje, ekspanzija 1 “jet sploading®),

przenje (uobicajeni rotirajuc¢i bubnjevi, przenje u fluidizovanom sloju) i najsofisticiraniji metod
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vlazna i suva ekstruzija (Jaji¢ i sar., 2006). Ove metode i varijacije tokom procesa prerade mogu da
uticu na sveukupni kvalitet proizvoda od soje, odnosno preterana obrada uti¢e na smanjenje
nutritivne vrednosti proizvoda od soje kroz kvalitet osnovnih hranjivih sastojaka, proteina i ulja.
Tako da varijacije u temperaturi, duzini tretmana, vlaznosti i kvalitetu soje utiCu na nutritivni sastav
sojine sa¢me 1 sojinog koncentrata (Nahashon i Kilonzo-Nthenge, 2011; Jaji¢ i1 sar., 2006;
Papadopoulos, 1989). Dodatno, izdvajanje i uklanjanje estrogena i rastvorljivih ugljenih hidrata
(oligosaharida) iz vodeno-alkoholnih rastvora ekstrahovanih sojinih ljuspica pri proizvodnji
koncentrata sojinog proteina Cini da ovaj proizvod ima nizi sadrZaj oligosaharida i izoflavona u
poredenju sa sojinom sa¢mom (Peisker, 2001). S druge strane, Douglas i Parsons (2000) su pokazali
da primena procesa ekspandiranja pre ekstrakcije rastvara¢ima ne menja znacajno hranljivu
vrednost sojine sa¢me. Sojina pogaca je proizvod koji se dobija hidrotermickim tretmanom sojinog
zrna sa fazom presovanja 1 mlevenja, bez upotrebe hemijskih reagenasa, tako da je i u ovom
proizvodu zadrzana visoka hranljiva i bioloska vrednost sastojaka soje. Takode, Cook (1998) smatra
da proces prerade soje pri proizvodnji sojine saéme ne uklanja izoflavone, pa u krajnjem proizvodu
je njihova koncentracija slicna koncentraciji u sirovoj soji. Kod Zivotinja, kao §to su svinje i
brojleri, u ¢ijoj ishrani 1 do 40% moze biti zastupljena sojina sacma, koli¢ine ovih jedinjenja unetih
hranom mogu biti znacajne i potencijalno mogu ostvariti efekat na rast i druge bioloske parametre

(Cook, 1998).

Nizi sadrzaj genisteina u bazalnoj hrani ovog ogleda se mozZe objasniti prethodno navedenim
varijacijama u sirovini i preradi kori§¢enih sojinih hraniva. Medutim odstupanja u sadrzaju
genisteina u hrani oglednih grupa brojlera se mogu pripisati gubicima prilikom mesanja i peletiranja
koje je podrazumevalo primenu kondicioniranja pritiskom pare. TeSko je uporedivati rezultate
razli¢itih eksperimenata zato §to su razlike postojale kako u sirovinskom i hemijskom sastavu, tako
i u formi (obliku) smesa za ishranu zivine, a matriks hrane moze da bude barijera delovanju visokih
temperatura, ili s druge strane da podstice proces termicke degradacije sastojaka (Irina i Mohamed,
2012). Kondicioniranjem parom finiSer za ishranu brojlera kontrolne i oglednih grupa u ovom
eksperimentu bio je izlozen pritisku pare od 442 kPa, pri ¢emu temperatura smese dostize 80 °C, §to
je 1 preporuc¢en postupak za visoko proteinske smesSe koja sadrze od 25 do 45% proteina

(Sredanovi¢ 1 Levi¢, 2000).

Termicki procesi mogu dosta da utiCu na raspolozivost flavonoida u hrani u zavisnosti od
temperature i trajanja. Naime, pokazano je da vecina termickih procesa dovode do degradacije
fenolnih jedinjenja (Irina 1 Mohamed, 2012). U zavisnosti od hemijske strukture flavonoidi u
vodenim rastvorima su razli¢ito osetljivi pri izlaganju visokim temperaturama. Medutim bez obzira
na hemijsku strukturu, temperatura iznad 100 °C dovodi do degradacije flavonoidnih jedinjenja
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(Buchner i sar., 2006; Friedman, 1997). Temperatura zagrevanja na 50 °C tokom 90 sekundi
smanjuje sadrzaj ukupnih flavonoida za oko 22% (Vifia i Chaves, 2008). Zagrevanje vodenom
parom pod pritiskom od 0,2 MPa tokom 40 minuta smanjuje sadrZaj flavonoida za 25% (Zhang 1
sar., 2010). Glikozidi su pokazali vecu stabilnost u poredenju sa aglikonskim formama flavonoida,
Sto se pripisuje nemogucénoséu stvaranja karbanjona zbog glikozilacije 3-hidroksil grupe na C-
prstenu (Buchner i sar., 2006; Friedman, 1997). Pored hemijske strukture i temperature i drugi
parametri mogu uticati na razgradnju izoflavona, kao $to su npr. pH, interakcija sa razliitim
fitojedinjenjima 1 prisustvo ili odsustvo kiseonika pri preradi hrane (Irina i Mohamed, 2012;

Buchner i sar., 2006).

6.3. Antioksidativni kapacitet hrane

Siroko je prihvaéeno stanoviste da ishrana ima centralnu ulogu u odrzavanju zdravlja,
produktivnosti i reproduktivnih performansi zivine (Surai, 2007). Masti i ulja koja su dosta
zastupljena u smeSama za ishranu zivine predstavljaju pogodan medijum za nastanak uzeglosti.
Naime, hraniva u sme$ama mogu da reaguju sa kiseonikom i da stvaraju slobodne radikale.
Uzeglost smanjuje nutritivnu vrednost hrane 1 na taj nacin dovodi do velikih ekonomskih gubitaka
negativno uti¢u¢i na proizvodne rezultate i zdravlje brojlera (Engberg i sar., 1996). Awad i sar.
(1983) su pokazali da unos hrane koja sadrzi od 0,2 do 6% uzegle masti povecava mortalitet,
smanjuje konzumaciju i telesnu masu, a dovodi i do pojave dijareje kod zivine. Pored uticaja na
kvalitet 1 odrzivost hrane za zivotinje, antioksidansi su jedni od dijetnih faktora koji imaju narociti
znaaj za rast, reprodukciju i imunokompetenciju u Zivinarskoj proizvodnji. Ovaj koncept se
zasniva na uceScu antioksidanasa u smanjenju Stetnih efekata slobodnih radikala i toksi¢nih

metabolita u organizmu zivotinja (Surai, 2007).

Za nuticioniste u oblasti formulisanja obroka za zivotinje veliki je izazov da razumeju kada je
antioksidativnom sistemu organizma zivotinja potrebna “pomo¢” i u kojoj meri je ta pomoc
opravdana ve¢om cenom hrane, zbog toga §to su antioksidansi obi¢no skupe komponente u hrani za
zivotinje. Neki od stresogenih faktora u uzgoju brojlera koji dovode do stvaranja slobodnih radikala
i koji slabe antioksidativni kapacitet su: transport iz inkubatorske stanice do farme, suboptimalne
temperature u objektima, neadekvatna ventilacija (visok nivo amonijaka i COz), pojava bolesti,
vakcinacija, mikotoksini, teski metali, dioksini, pesticidi, fungicidi i herbicidi u hrani, peroksidacija

masti u hrani, kokcidiostatici u hrani i suficit vitamina A u hrani za brojlere (Surai, 2007).

Prooksidantni/antioksidantni balans u organizmu moZze biti izmenjen u slucajevima neoptimalne i
nedovoljne ishrane, dok pojedini suplementi u hrani za Zivotinje mogu pozitivno uticati na ovaj

parametar. Optimiziranjem unosa antioksidanasa putem hrane moze se smanjiti oksidativno
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oSte¢enje 1 poboljsati antioksidativni kapacitet organizma zivotinje. U neke od sintetskih
antioksidanasa u hrani za zivotinje ubrajaju se Santoquin (etoksikvin-1,2-dihidro-6-etoksi-2,24-
trimetil-kinolin), Diludin, Termox 1 EDTA (Waheed i sar., 2004). Pored njih, naj¢es¢e u hrani za
brojlere, koriste se vitamin E, karotenoidi, flavonoidi, natrijum butirat i askorbinska kiselina.
Poslednjih godina su narocito popularni razli¢iti biljni ekstrakti bogati etarskim uljima i aktivnim
supstancama koje pored antibakterijskih, imaju i antioksidativna svojstva. Dodatno, u organizmu
zivotinja postoje enzimi Cija sinteza direktno zavisi od minerala koji se unose hranom, odnosno
minerali su kofaktori ovih enzima. Tako je npr., selen esencijalan za sintezu enzima glutation
peroksidaze i tioredoksin reduktaze, cink, bakar i mangan su sastavni deo superoksid dismutaze,

dok gvozde je kofaktor enzima katalaze (Surai, 2014; Surai, 2007).

Sli¢no drugim fenolnim jedinjenjima poreklom iz biljaka, izoflavoni imaju antioksidativna svojstva
koja ostvaruju doniranjem vodonika /elektrona hidroksilnih grupa slobodnim radikalima (Mitchell i
sar., 1998). Niz metoda, koje obuhvataju razli¢ite hemijske 1 bioloske modele, razvijeno je kako bi
se izmerila efikasnost antioksidanasa koji se unose hranom, bilo da se radi o ¢istoj supstanci ili o
ekstaktima hrane, kao i da se utvrdi antioksidativna aktivnost plazme kao pokazatelja
antioksidativnog statusa in vivo (Pulido i sar., 2000; Mitchell i sar., 1998). Ove metode se baziraju
na razli¢itim mehanizmima sistema antioksidativne odbrane: uklanjanje kiseoni¢nih 1 hidroksilnih
radikala, redukcija lipid peroksil radikala, inhibicija lipidne peroksidacije ili heliranje metalnih jona
(Pulido 1 sar., 2000). Antioksidativna aktivnost, predstavljena stehiometrijski, moze se znacajno
razlikovati izmedu testova u zavisnosti od razli¢itih faktora koji odreduju redukcioni potencijal
hidroksilnih grupa u odnosu na slobodne radikale ili prelazne jone metala koji se koriste u
odredenom sistemu (Mitchell i sar., 1998). Imaju¢i to u vidu moze se zakljuciti da na
antioksidativni kapacitet uzoraka uti¢u slede¢i faktori: priprema uzorka razliitim rastvaracima
(etanol, metanol, acetat, DMSO, fosfatni pufer, etanol i K2HPO4 - vodeni dvofazni sistem -ATPS,
destilovana voda, hidrolizacija) 1 odabir metode (DPHH test, FRAP test, ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) ili TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) test, NBT
(nitro blue tetrazolium) test, ORAC (oxygen radical absorbance capacity) test, DMPD (N, N-dimetil-
p-fenilendiamin) test (Peuraca, 2017; Hanganu i sar., 2016; Zhang i sar., 2013; Rimbach i sar.,
2003; Pulido 1 sar., 2000; Fogliano i sar., 1999). Pored navedenih testova, razvijene su i druge
metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata: metoda sa fosfomolibdenom, ksantin
oksidaza test, Folin-Ciocalteu metoda, inhibicija lipidne peroksidacije kojom se kvantifikuju
proizvodi kao §to su konjugovani dieni, lipidni peroksidi ili hidroperoksidi, i proizvodi koji nastaju
razlaganjem lipidnih peroksida kao §to je malondiadehid izraZzen preko TBARS vrednosti (Boskovic

1 sar., 2019; Kalaskar i Surana, 2014; Pulido 1 sar, 2000). Cesto kori¢ena nestandardna metoda za
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odredivanje antiradikalske aktivnosti izoflavona je elektron spin rezonantna (ESR) spektroskopija
kojom se detektuju hidroksilni (Fentonova reakcija) i superoksidni anjonski radikali (ksantin

oksidaza sistem) (Rimbach 1 sar., 2003).

Antioksidativna aktivnost genisteina je dobro izucena (Polkowski i Mazurek, 2000). Jo§ 1979.
godine Pratt 1 Birac su pokazali u sistemu linoleinske kiseline i f-karotena da genistein ostvaruje
antioksidativne efekte. In vitro antioksidativna aktivnost genisteina pokazana je 1 u mikrozomalnom
sistemu koriS¢éenjem Fe?’/ADP/NADPH i inhibiciojom stvaranja superoksida u neutrofilima
(Kusunoki 1 sar., 1992; Jha i sar., 1985). Arteaga i sar. (2004) su odredivanjem stepena oksidacije
LDL-a (low density lipoproteins) utvrdili da pad koncentracije malonaldehida za 50% genistein
postize u koncentraciji 4,7 puta manjoj u odnosu na prekursor biohanin A 1 28,6 puta manjoj u
odnosu na daidzein, $to je s druge strane izuzetno slab antioksidativni efekat u odnosu na kvercetin i

estradiol.

U ovoj doktorskoj disertaciji su uzorci kontrolne hrane i hrane suplementirane sa 200, 400, 600 i
800 mg/kg genisteina pripremljene u metanolnom rastvaracu ispitivane FRAP testom i testom
lipidne peroksidacije. FRAP testom nije uocena razlika izmedu antioksidativne aktivnosti
ispitivanih uzoraka, dok je u testu lipidne peroksidacije pokazano da je hrana sa dodatim
genisteinom u koli¢ini od 200 mg/kg imala najmanji antioksidativni efekat, koji se znacajno

razlikovao od ostalih uzoraka hrane (Tabela 5.3.).

FRAP test se bazira na merenju sposobnosti supstance da redukuje Fe** u Fe*" i inicijalno je bio
namenjen utvrdivanju ukupnog antioksidativnog kapaciteta plazme, a kasnije je od strane istih
autora primenjen 1 na druge supstrate (Benzie i Strain, 1999; 1996). Antioksidativna aktivnost
jedinjenja u FRAP testu uglavnom zavisi od transfera elektrona sa jedinjenja na Fe’, i odredena je
redoks potencijalom supstance koja se ispituje. Kako se antioksidativna aktivnost neke supstance
obi¢no direktno dovodi u vezu sa njenim redukcionim kapacitetom, a vec¢ina metoda se zasniva na
utvrdivanju veze struktura-aktivnost jedinjenja (structure-activity relationships - SAR) 1 meri
kapacitet prema oksidansima, FRAP test predstavlja pouzdan metod za proucavanje antioksidativne
aktivnosti razlicitih jedinjenja ukljucujuci i flavonoide (Benzie i Strain, 1996). Ova metoda je dosta
koriS¢ena za brzo odredivanje antioksidativnog kapaciteta hrane, pi¢a i razlicitih biljnih ekstrakata

koji sadrZe flavonoide (Luximon-Ramma i sar., 2002).

Ranilla 1 sar. (2009) su ispitivanjem osam razli¢itih biljaka iz roda lupine (Lupinus), koje pripadaju
porodici mahunarki, utvrdili da su delovi semenjade sa najnizim sadrZzajem ukupnih fenolnih
jedinjenja imali manji antioksidativni kapacitet u odnosu na kotiledone i1 hipokotiledone, medutim
znacajna korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnog kapaciteta nije
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uocena. Ovi autori su antioksidativni kapacitet dovodili u vezu viSe sa ukupnim sadrzajem
izoflavona genisteina i njegovih derivata koji su ¢inili veéinu fenolnih jedinjenja u ispitivanim
biljkama. Naime, utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu sadrzaja ukupnih izoflavona u
sva tri dela semena biljaka (semenjaca, kotiledoni i1 hipokotiledoni) i antioksidativnog kapaciteta
odredenog metodom inhibicije DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala. Za razliku od
navedenog, u ovoj doktroskoj disertaciji se nije mogla uociti veza izmedu koliine genisteina i
antioksidativne aktivnosti ispitivanih uzoraka hrane. Oomah i sar. (2006) takode nisu utvrdili
zavisnost izmedu antioksidativne aktivnosti ektrakata semena osam razli¢itih genotipova lupina
(Lupinus angustifolius L.) 1 ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja. Medutim, Hanganu i sar. (2016)
su utvrdili da je etanolni ekstrakt Genista tinctoria, koji je imao veéi sadrzaj, kako ukupnih
polifenolnih jedinjenja, tako i flavonoida, pokazao znacajno bolji antioksidativni efekat DPPH,

ABTS 1 ORAC testovima u odnosu na G. sagittalis.

Ispitivanjem ekstrakata nadzemnih delova biljaka dve endemske vrste u Turskoj iz roda Genista
(leguminoze), G. vuralii 1 G. sandrasica, Orhan i sar. (2011) su pokazali da pored razlike u sadrzaju
ukupnih flavonoida (203,82 mg/g 1 158,06 mg/g) i ukupnog genisteina (0,363% i 0,582%) ekstrakti
ovih biljaka su imali sli¢nu aktivnost u DPPH 1 FRAP testu, s tim da su se hidrolizovani ekstrakti
pokazali bolji u odnosu na metanolne. U ovoj studiji je pokazano da koriS¢enjem DPPH i FRAP
testa nije uocena, ili je uocena slaba antioksidativna aktivnost genisteina 1 daidzeina u ispitivanim
ekstraktima. Njihovi rezultati su u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije u kojoj su uzorci
hrane sa razliitim sadrzajem genisteina pokazali slicnu aktivnost u FRAP testu. Varijacije u
rezultatima razli¢itih testova su utvrdili 1 Mitchell 1 sar (1998), gde ispitivani fitoestogeni,
ukljucujudi 1 genistein, su pokazali vec¢i antioksidativni kapacitet u TEAC testu u poredenju sa ESR

1 FRAP metodom.

U poredenju sa drugim podklasama flavonoidnih jedinjenja, izoflavoni daidzein i genistein
pokazuju manju antioksidativnu aktivnost FRAP testom najverovatnije zbog manjeg broja OH
grupa u molekulu (Firuzi i sar., 2005). Pulido i sar. (2000) smatraju da stepen hidroksilacije 1
konjugacije fenolnih jedinjenja su glavni kriterijum koji odreduje redukcioni kapacitet izoflavona u
hrani detektovan FRAP testom. U saglasnosti sa ovim studijama i Mitchell i sar. (1998) su utvrdili
manju antioksidativnu aktivnost izoflavona u odnosu na ostale fitoestrogene, s tim da je od svih
ispitivanih izoflavona (formononetin, biohanin A, daidzein i genistein) genistein u FRAP testu imao

najveci antioksidativni kapacitet.

U studiji Mitchell 1 sar. (1998) pokazano je i da su izoflavoni relativno slabi inhibitori lipidne

peroksidacije u mikrozomima jetre u poredenju sa drugim fitoestrogenima. Naime, ICso vrednost za
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izoflavone bila je 35, a za halkone i kumestane 22 i 16 puta viSa od a-tokoferola, pojedinacno. U
ovoj doktorskoj disertaciji metanolni ektrakti hrane sa dodatkom 200 i 800 mg/kg genisteina su se
pokazali cak kao 10siji inhibitori lipidne peroksidacije u odnosu na uzorke hrane kontrolne grupe. U
prethodnim studijama utvrdeno je da je genistein bio efikasan u spreavanju lipidne peroksidacije u
lipozomima indukovane UV svetlos¢u ili peroksil radikalima, dok nije imao uticaj na spreavanje
stvaranja konjugovanih diena u micelama linoleinske kiseline (Record i sar., 1995). Na osnovu ovih
dobijenih rezultata Record i sar. (1995) su zakljucili da je genistein antioksidans koji ne prekida
lanac kao a-tokoferol, ve¢ uklanja lipidne i druge peroksidne rezidue. S druge strane, metoda
obezbojavanja kateholom pokazala je da genistein ne helira gvozde (Record i sar., 1995).
Nemoguénost genisteina da helira gvozde objasnjava se njegovom fenolnom strukturom koja se
razlikuje od katehola, iako postoje i studije u kojima je pokazano da keto grupa na poziciji C4 i

hidroksilna grupa na poziciji C5 u molekulu ima moguénost helacije u odredenom stepenu (Pratt,

1993).

Metaboliti O-demetilangolensin (O-DMA) i 1,2,5-trihidroksibenzen (1,3,5-THB) ABTS testom su
pokazali dva puta veci antioksidativni kapacitet u odnosu na prekursore daidzein i genistein, dok za
genistein je isto potvrdeno i FRAP testom. Naime, utvrdeno je da metabolizam izoflavona od strane
enzima u organizmu zivotinja i ljudi, kao 1 od strane mikrobiote digestivnog trakta, moze da poveca
antioksidativna svojstva ovih jedinjenja (Rimbach i sar., 2003). Takode je bitno napomenuti da
antioksidativni efekat izoflavona nije isklju¢ivo posredovan njihovom sposobnos¢u da neutraliSu
slobodne radikale, ve¢ i drugim mehanizmima (povecanje aktivnosti enzima antioksidativne
zastite), tako da odsustvo antioksidativne aktivnosti uzoraka hrane u in vitro testovima ne iskljucuje

eventualni pozitivni efekat genisteina u organizmu Zivotinja (Wei i sar., 1995).
6.4. Proizvodni rezultati

Uticaj razliCitih izoflavona, ukljucujuc¢i 1 genistein, na telesnu masu, prirast, konzumaciju i
konverziju hrane kod zivine je dosta varijabilan. Proizvodni rezultati brojlera kontrolne i1 oglednih
grupa ove doktorske disertacije prikazani su u potpoglavlju 5. u tabelama od 5.4 do 5.7. Moze se
uociti da je dodavanje visokih koli¢ina genisteina u finiSer u trajanju od 21 dan pozitivno uticalo na
proizvodne performanse, dok je 600 mg/kg genisteina tokom 37 dana dovelo do znac¢ajno manjeg
prirasta 1 vece konverzije. Za oba eksperimentalna perioda nije uoCen uticaj genisteina na
konzumaciju hrane brojlera. U saglasnosti sa rezultatima ove doktorske disertacije Parvin i Rahman
(2015a) takode nisu uocili promene u konzumaciji kod brojlera koji su u hrani dobijali od 20 do 320
mg/kg genisteina, medutim 80 mg/kg genisteina je znacajno poboljsalo prirast 1 konverziju nakon

28 dana tova. U drugoj studiji istih autora (Parvin 1 Rahman, 2015b) takode je uocen pozitivan
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uticaj na prirast i konverziju hrane, s tim da je bolji efekat zabeleZen u slucaju kada je nivo proteina
u hrani bio nizi, odnosno zakljuceno je da sa suplementacijom genisteina nivo proteina u hrani
moze biti nizi za 1%. Pracenje efekta niske, srednje 1 visoke koli€ine genisteina u hrani tokom dve
faze tova, starter (1.-21. dan) 1 grover (22.-42. dan), izvrsili su Rasouli i Jahanian (2019). Pokazano
je da tokom prve faze suplementacija genisteina u koli¢ini od 20 do 80 mg/kg znacajno je povecala
konzumaciju i prose¢ni dnevni prirast brojlera, sa posledi¢no znacajno boljom konverzijom. Nakon
druge faze znacajno vec¢a konzumacija hrane uocena je samo sa 80 mg/kg genisteina, znacajno visi
prirast sa 40 1 80 mg/kg genisteina, dok nije uocen efekat na konverziju hrane u svim grupama koje
su dobijale genistein. S druge strane, kod grupa brojlera koje su dobijale visoke koli¢ine genisteina
(160-320 mg/kg) nisu uoceni efekti na ove parametre tokom obe faze tova, izuzev poboljSanja
konverzije sa 320 mg/kg genisteina nakon startera. U skladu sa ovom doktorskom disertacijom,
nedoslednost u rezultatima proizvodnih performansi utvrdili su i Jiang i sar. (2007b) tokom
produZenog tova (43. - 63. dana). Naime, u njihovoj studiji 10 i 20 mg/kg Ciste supstance gliciteina
znacajno je poboljsalo telesnu masu, prirast i konzumaciju, a 10 mg/kg je pozitivno uticalo i na
konverziju hrane. S druge strane, koli¢ina od 40 mg/kg gliciteina nije ostvarila efekat na sve
posmatrane proizvodne parametre u poredenju sa kontrolnom grupom, dok duplo visa koncentracija
80 mg/kg je povecala telesnu masu i prirast brojlera, Sto je u saglasnosti sa rezultatima ove
doktorske disertacije. U studiji Lv i sar. (2018a) kod brojlera kojima je u hranu dodato 40 mg/kg
genisteina, a koji su dobijeni od nosilja koje su tokom osam nedelja hranjene genisteinom u koli¢ini
od 400 mg/kg, nakon 21. dana tova prirast i konverzija hrane bile su znacajno poboljSane,
konzumacija se nije razlikovala od kontrolne grupe brojlera, dok s produzenom suplementacijom
uocen je uticaj genisteina samo na konverziju hrane. Rasouli i Jahanian (2015) su pokazali da
znacajno vecu konzumaciju su imale grupe brojlera koje su u hranu dobijale od 20 do 80 mg/kg
genisteina u odnosu na kontrolnu grupu i grupu brojlera sa viSim koli¢inama genisteina u hrani (160
1 320 mg/kg). Grupe koje su dobijale nizak i srednji nivo genisteina (20-80 mg/kg) su pokazale
tendenciju ka povecanju dnevnog prirasta, dok koli¢ine od 40 i 80 mg/kg genisteina su znacajno
poboljsale konverziju hrane brojlera. Ovaj povoljni efekat niskih i1 srednjih doza genisteina su

pripisali njegovim antimikrobnim i antioksidativnim svojstvima.

Uticaj visokih doza Ciste supstance genisteina u hrani dosta je izuCavan kod japanskih prepelica.
Svarljivost hrane, sirovih proteina, suve materije 1 pepela, pratili su Sahin i1 sar. (2006) kod
japanskih prepelica drzanih u termoneutralnim uslovima 1 uslovima toplotnog stresa.
Suplementacija genisteinom od 200 do 800 mg/kg nije imala efekta na svarljivost hrane u
termoneutralnim uslovima, dok kod izlaganja stresu znacajno je poboljSana svarljivost sirovih

proteina, suve materije i pepela, sa najboljim efektom postignutim u koli¢ini od 400 mg/kg. Onderci
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i sar. (2004) su takode pokazali da genistein u hrani u koli¢ini od 400 i 800 mg/kg pozitivno utice

na telesnu masu, prirast, konzumaciju i konverziju japanskih prepelica od 10. do 42. dana starosti.

Za razliku od rezultata ove doktorske disertacije, postoje studije u kojima nije uocCen uticaj
genisteina na parametre proizvodnih rezultata zivine. Dodavanje genisteina u hranu tokom Sest
nedelja tova u koli¢ini od 0 do 10 mg/kg nije uticalo na konzumaciju, prirast i konverziju brojlera
(Igbal i sar., 2014). Kamboh i Zhu (2014) takode nisu uocili uticaj 5 mg genisteina/kg hrane na
prirast, konzumaciju i konverziju brojlera, kako od 1. do 21., tako i od 22. do 42. dana tova. U
studiji Kamboh i Zhu (2013a) 5 mg/kg genisteina u hrani nije imao efekat na telesnu masu,
konzumaciju 1 konverziju hrane brojlera na kraju tova (42. dan), dok genistein u kombinaciji sa
hesperidinom (1:4) u koli¢ini od 10 1 20 mg/kg je ostvario pozitivni efekat na konverziju. Kod
nosilja sa sindromom masne jetre, suplementacija genisteinom tokom 64 dana u niskoj (40 mg/kg) i
visokoj dozi (400 mg/kg) nije uticala na konzumaciju hrane i konverziju izrazenu kao odnos
hrana/jaja (Lv 1 sar., 2018b). Genistein u vodi u koli¢ini od 100 ml/l nije uticao na telesnu masu

prepelica nakon 30. i1 60. dana eksperimenta (Kasim i sar., 2014).

Pored studija posvecenih prac¢enju suplementacije Ciste supstance genisteina, postoji dosta
eksperimenata koji su se bavili uticajem kombinacije genisteina sa drugim izoflavonima na
proizvodne rezultate kod zivine. Payne i sar. (2001a) su bili jedni od pionira u istrazivanju
izoflavona kao potencijalnih aditiva u hrani za brojlere. Pratili su uticaj koncentrovanog preparata
izoflavona Prevasteina u hrani na bazi kukuruza i sojine sacme i na bazi kukuruza i koncentrata
sojinog proteina tokom tri faze tova brojlera. U prvom eksperimentu u kojem su grupe dobijale
visoke doze izoflavona (dva i pet puta visSe u odnosu na kontrolnu grupu) nije uocena razlika u
zavr$noj telesnoj masi, prirastu i konzumaciji. Medutim, u druga dva eksperimenta gde su ogledne
grupe dobijale hranu koja je 1 pored dodatka Prevasteina imala nizi nivo ukupnih izoflavona od
hrane koja je sadrzala samo sojinu saému, zabeleZene su loSije vrednosti proizvodnih rezultata u
odnosu na kontrolne grupe. Sa porastom koli¢ine preparata izoflavona (koji sadrzi 400 mg
genisteina, 1700 mg daidzeina 1 1000 mg gliciteina na 100 g) u hrani (0, 25, 50 i 100 mg/kg), od 1.
do 14.,1 0d 1. do 21. dana tova uocena je bolja konverzija i ve¢i prirast brojlera, bez promena u
konzumaciji, a najbolji efekat je postignut sa najviSom koli¢inom preparata u hrani (Shiralinezhad 1
Shakouri, 2017). Qian i Sun (2009) su pokazali da odredena koli¢ina B-glukozidaze u hrani za
brojlere (enzima koji hidrolizuje glikozide izoflavona soje u aglikone forme koje imaju vecu
bioraspolozivost), moze poboljsati proizvodne perfomanse i1 zdravlje brojlera. Oni su potvrdili da
efekat na proizvodne performanse zavisi od koliine enzima, odnosno samo u koli¢ini od 0,2%
uocena je bolja iskoristivost hrane, dok to nije bio slucaj sa vi§im dozama (0,4 i 0,6%). Rezultati
studije Gjorgovska i sar. (2016) pokazuju da su izoflavoni efektivni suplementi u hrani za nosilje,
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¢ak 1 u izuzetno visokim koli¢inama (1800 mg/kg), naro€ito tokom kasne faze nosivosti (20 nedelja
stare nosilje). U drugoj studiji Gjorgovska i sar. (2014) su takode pokazali pozitivni efekat
suplementacije genisteina u koli¢inama od 300 do 1800 mg/kg na telesnu masu nosilja od 6. do 20.

nedelje starosti, ali bez uticaja na prirast.

Efekti izoflavona dovode se u vezu sa uslovima gajenja (podno ili kavezno drzanje) i sistemom
proizvodnje. Utvrdeno je da pozitivni uticaj izoflavona na proizvodne performanse je bolje izrazen
u slucajevima loSe higijene objekta, izloZenosti toplotnim ili drugim stresorima sredine, kao i kod
zivotinja sa virusnim i bakterijskim infekcijama (Shiralinezhad i Shakouri, 2017; Sahin i sar., 2006;
Onderci i1 sar., 2004). Ovo potvrduju i najnovije studije posvecene ispitivanju imunomodulatorskih
svojstava genisteina u digestivnom traktu brojlera. Kod brojlera kod kojih je intestinalno oboljenje
izazvano bakterijom Escherichia coli 1 endotoksinom lipopolisaharidom (LPS) ove bakterije,
genistein u hrani u koli¢ini od 20 i 40 mg/kg umanjio je Stetni efekat zapaljenskog procesa, a samim
tim 1 smanjio negativne efekte na rast, poboljSanjem intestinalne morfologije, mukozalne imunske
funkcije 1 smanjenjem permeabilnosti i razvoja apoptotickih procesa u crevima (Lv i sar., 2020;
Zhang 1 sar., 2020). Dodatno, Rasouli i Jahanian (2019) su pokazali da genistein moZe da smanji
broj patogenih bakterija u ileumu. Kako je poznato da izoflavoni mogu da imaju i povoljne i Stetne
efekte (Greiner i sar., 2001), od velikog je znacCaja da unos aglikona preko hrane bude dobro
izbalansiran. Pored odgovaraju¢e doze u hrani, Qian 1 Sun (2009) smatraju da varijabilnost efekata
izoflavona na rast zivotinja moze biti posledica visSe faktora, kao $to su vrsta Zivotinje, pol i starost.
Rasouli i Jahanian (2015) dodaju da nedoslednost u rezultatima studija vezanih za efekte izoflavona
se mogu pripisati 1 razlikama u hemijskoj strukturi flavonoidnih jedinjenja (vrsta i forma
izoflavona), da li se radi o Cistim supstancama ili preparatima sa kombinacijom izoflavona,
interakciji aktivnih supstanci, duZzini perioda primene izoflavona u hrani, endogene koncentracije

hormona i specificnom odgovoru, odnosno individualnom metabolizmu zivotinje.
6.5. Biohemijske analize krvi

Uticaj leguminoza bogatih izoflavonima koje se unose hranom na lipide u krvi je dosta nedosledan
(Nestel 1 sar., 1999). Deficit u estrogenu moze dovesti do promena u lipidnom i lipoproteinskom
profilu s posledi¢nim porastom koncentracije holesterola u krvnom serumu (Setchell i Cassidy,
1999). U nekim studijama je pokazano da izoflavoni, ponaSaju¢i se kao agonisti estrogenih
receptora, utiCu na snizavanje koncentracije holesterola (Ali i sar., 2004; Anthony, 2000). U studiji
sprovedenoj na 66 zena u postmenopauzi je utvrdeno da su sojini izoflavoni u dozi od 56 i 90 mg
dnevno tokom Sest meseci znacajno smanjili LDL i VLDL holesterol u krvi, a povecali HDL

holesterol (Potter 1 sar., 1998). Sli¢ni efekti sojinih izoflavona na LDL 1 HDL odnos pronadeni su 1
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kod majmuna (Anthony i sar., 1998). Medutim postoje i studije u kojima ovaj efekat nije uocen

(Dewell 1 sar., 2002; Nestel 1 sar., 1999).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da visoke doze genisteina u hrani nakon 21 i 37 dana
nisu uticale na koncentraciju ukupnog holesterola u serumu brojlera (Grafik 5.2.). Medutim
koncentracija triglicerida je bila znacajno niza u svim oglednim grupama nakon prve faze finiSera,
dok nakon prolongirane suplementacije uocen je porast koncentracije triglicerida u grupama koje su

dobijale 600 i 800 mg/kg genisteina u hrani (Grafik 5.3.).

U saglasnosti sa ovim rezultatima, u studiji Rasouli i Jahanian (2019) nakon 42. dana tova u serumu
brojlera koji su dobijali hranu suplementiranu genisteinom u koli¢ini od 10 do 320 mg/kg nije
uocena razlika u koncentraciji ukupnog holesterola u odnosu na kontrolnu grupu, kao ni u
koncentraciji HDL frakcije, dok su visoke koli¢ine genisteina u hrani (160 i 320 mg/kg) znacajno
smanjile LDL frakciju u serumu. Medutim za razliku od seruma, u jetri brojlera oglednih grupa koje
su dobijale od 20 do 320 mg/kg genisteina u hrani koncentracija ukupnog holesterola po jedinici
suve materije bila je znacajno niza (Rasouli i Jahanian, 2019). Dodatno, genistein u hrani u koli¢ini
od 80 do 320 mg/kg znacajno je smanjio koncentraciju triglicerida u serumu u odnosu na kontrolnu
grupu brojlera (Rasouli i Jahanian, 2019), Sto je takode u skladu s rezultatima ove doktorske
disertacije. Onderci i sar. (2004) takode nisu uocili efekat visokih doza genisteina na koncentraciju
holesterola i triglicerida u krvnom serumu japanskih prepelica drzanih u termoneutralnim uslovima.
Pozitivni efekat na ove parametre bio je izrazen u slucaju izlaganja prepelica toplotnom stresu. U
studiji Kamboh i Zhu (2013c) 5 mg/kg genisteina nije imao uticaj na serumske lipidne parametre
brojlera nakon 42 dana tova, efekat je uocen samo u kombinaciji genisteina sa najviSom koli¢inom
hesperidina (5 mg/kg genisteina i 20 mg/kg hesperidina). Qian 1 Sun (2009) su uocili da -
glukozidaza u koli¢ini od 0,2% nije uticala na koncentraciju ukupnog holesterola, kao 1 na HDL,
VLDL i LDL frakcije holesterola, i triglicerida u serumu brojlera nakon 6 nedelja tova. Medutim (-
glukozidaza znacajno je povecala HDL i smanjila LDL frakciju holesterola u odnosu na kontrolnu
grupu brojlera. Ovakav efekat objasnjava se nalazom preko dva puta vece aktivnosti malat
dehidrogenaze, bitnog enzima u metabolizmu lipida i amino kiselina, kod grupa koje su dobijale

0,2% B-glukozidaze.

Za razliku od ovih rezultata Igbal i sar. (2014) su pokazali da nakon 21. dana tova 2,5 mg/kg
genisteina u hrani znacajno je snizio koncentraciju holesterola u plazmi brojlera, dok nakon
produzene suplementacije u svim oglednim grupama, koje su dobijale od 2,5 do 10 mg/kg

genisteina, koncentracija holesterola je bila znac¢ajno niza u odnosu na kontrolnu grupu brojlera.
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Dodatak klijale i fermentisane soje u hrani brojlera u koli¢ini od 0,3 do 1% takode je znacajno

smanjio koncentraciju ukupnog holesterola (Lee i sar., 2010).

Kod nosilja sa lipidnim sindromom jetre od 82. do 90. nedelje starosti genistein u hrani u dozi od 40
1400 mg/kg znacajno je smanjio koncentraciju ukupnog holesterola i triglicerida u krvnom serumu,
kao 1 sadrzaj triglicerida u jetri. Pokazano je da unos genisteina per os na nivou transkripcije
reguliSe PPA (Peroxisome Proliferator-Activated) receptor y i smanjuje sadrzaj triglicerida u jetri
(Lv 1 sar., 2018b). Genistein u ¢istoj supstanci (100 ml/l vode) i genistein u kombinaciji sa
vitaminom E (150 ml/l i 10 ml/1, pojedinacno) smanjio je koncentraciju ukupnog holesterola nakon
30 dana eksperimenta, dok nakon 60 dana, genistein u kombinaciji sa vitaminom E znacajno je
povisio koncentraciju triglicerida u serumu japanskih prepelica (Kasim 1 sar., 2014). Pad
koncentracije holesterola nakon prolongiranog davanja genisteina autori objaSnjavaju
usmeravanjem holesterola za sintezu estrogenih hormona kod nosilja (Stevenson, 2012; Ryokkynen,
2006). Izoflavoni utiCu i na metabolizam holesterola u jajima. Tako je dokazano da u Zumancetu
jaja nosilja hranjenih hranom bogatom izoflavonima treeg dana eksperimenta se javlja znacajan
pad u koncentraciji holesterola, medutim od Sestog dana se vra¢a na pocetni nivo koji se odrzava do
kraja eksperimenta (Saitoh i sar., 2001). Izoflavoni u hrani koka nosilja za priplodna jaja tokom 10
nedelja doveli su do pada koncentracije ukupnog holesterola u serumu, ali bez uticaja na
koncentraciju triglicerida (Khalaji 1 sar., 2013). Kod japanskih prepelica sojini izoflavoni u koli¢ini
od 200 1 800 mg/kg znacajno su smanjili koncentraciju holesterola u misi¢ima i jetri (Yilmaz i sar.,

2008).

Pokazano je da sojin protein uti¢e na koncentraciju lipoproteina u plazmi tako S$to smanjuje LDL
holesterol za =~ 13% 1 trigliceride za ~10%, a pove¢ava HDL holesterol za 2% (Anthony, 2000). Za
razliku od sojinog proteina za koji je dobro poznato da ostvaruje povoljne efekte na
kardiovaskularni sistem (Polkowski i Mazurek, 2000), uloga genisteina u ovim procesima se i dalje
istrazuje. Medutim bioloski efekti utvrdeni u studijama u kojima je koriS¢en sojin protein mogu se
pripisati genisteinu s obzirom da je on najzastupljenije jedinjenje u soji (Polkowski 1 Mazurek,
2000). Takahashi 1 sar. (2009) su utvrdili da genistein ima hipolipidemic¢ni efekat, odnosno da u
dozi od 2 g/kg per os smanjuje koncentraciju triglicerida i holesterola u serumu pacova menjajuci
ekspresiju gena odgovornih za lipogenezu, $to je zatim potvrdeno i izmenjenom aktivno$¢éu enzima
koji ucestvuju u lipogenezi. U skladu s rezultatima koncentracije triglicerida ove disertacije,
Pakalapati i sar. (2009) su utvrdili da ekstrakt crvene deteline bogat izoflavonima u dozi od 450
mg/kg telesne mase dnevno tokom 4 dana kod ovariektomisanih Zenki pacova dovodi do porasta
koncentracije triglicerida u krvnoj plazmi. Isti nalaz je utvrden i kod Zena koje su dobijale
tamoxifen (Ntukidem i sar., 2008).
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Pad koncentracije holesterola u serumu, jetri i miSi¢ima zivotinja hranjenih flavonoidima moze se
objasniti inhibitornim efektom ovih jedinjenja na alosterni enzim HMG-CoA reduktazu (3-hidroksi-
3metil-glutaril-koenzim A) koji je klju¢ni u biosintezi holesterola u ¢elijama jetre (Rasouli 1
Jahanian, 2019; Kamboh i Zhu, 2013b; Lien i sar., 2008). Pokazano je da bioflavonoidi mogu da
smanje sintezu holesterola inhibirajuci aktivnost acil koenzim A-holestarol-O-aciltransferaze u
HepG2 ¢elijama, ¢ime se smanjuje sinteza apo-B lipoproteina, kao §to su VLDL, i na taj nacin se
smanjuje i koncentracija LDL holesterola u serumu (Borradaile 1 sar., 1999). Cavallini i sar. (2009)
navode da smanjena koncentracija holesterola je posledica smanjene apsorpcije holesterola i Zu¢nih
kiselina iz lumena intestinalnog trakta. S druge strane, odsustvo ovakvog efekta u ovoj doktorskoj
disertaciji podrzava ranije nalaze gde izoflavoni, kao selektivni estrogen receptor modulatori
razli¢ito uti¢u na plazma lipidni profil, §to se objasnjava time da izoflavoni mogu da moduliraju
apsorpciju 1 metabolizam holesterola reguliSu¢i enzime kao Sto su HMG-CoA sintaza, farnezil-
difosfat farneziltransferaza 1, lanosterol sintaza i citohrom P450 ili preko lipidnih oksidativnih
mehanizama (Pakalapati i sar., 2009). Da li ¢e se ostvariti hipoholesterolemicni efekat zavisi i od
vrste, doze 1 kombinacije izoflavona, ali i od inicijalne koncentracije holesterola u krvi (Anderson i
sar., 1995). Takode postoje 1 varijacije izmedu vrsta u hipolipidemi¢nom efektu imajuci u vidu da
izoflavoni fizioloskim stimulusom uticu na ¢eliju (Sto je uslovljeno vrstom zivotinje) i stvaraju
izoflavon-osetljive supstance koje intereaguju sa izoflavonima i menjaju krajnji ishod procesa

aktivacije (Middleton 1 sar., 2000).
6.6. Masa unutrasnjih organa

U eksperimentu ove doktorske diretacije uoceno je da najvisa koli¢ina genisteina (800 mg/kg) u
hrani je znacajno povecala apsolutnu i relativnu masu slezine i srca brojlera za oba eksperimentalna
perioda, dok je sa porlongiranom suplementacijom masa jajnika ove grupe brojlera bila niza u
odnosu na kontrolnu i grupe koje su dobijale 200, 400 i 600 mg/kg genisteina. Genistein u koli¢ini
od 200 do 800 mg/kg nije uticao na masu jetre nakon konvencionalnog i produzenog tova (Tabela

5.8.15.9.).

Za razliku od ovih rezultata, u studiji Rasouli i Jahanian (2019) suplementacija genisteina u hrani
tokom 42 dana tova smanjila je relativnu masu jetre brojlera, s tim da je znacajna razlika uocena
samo dodavanjem 160 mg/kg genisteina. Smanjenu relativhu masu jetre uocili su 1 Lv 1 sar. (2018b)
dodavanjem 40 i 400 mg/kg genisteina u hrani nosiljama tokom kasne faze nosivosti. Ali i sar.
(2004) su utvrdili da izoflavoni u hrani smanjuju masu jetre, bubrega i slezine, dok ne dovode do
promene u masi srca 1 nadbubreznih Zlezda, naglaSavaju¢i da efekat izoflavona, pored toga Sto

zavisi od specificnosti tkiva, zavisi i od vrste i pola zivotinje. Kod nosilja hranjenih
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visokoenergetskom hranom sojini izoflavoni su takode smanjili relativnu masu jetre (Khalaji i sar.,
2013). Izoflavoni smanjuju lipogenezu i metabolizam lipida u jetri, Sto moze da bude jedan od
uzroka smanjene mase jetre kod brojlera koji su dobijali genistein u hrani (Rasouli i Jahanian,
2019). U saglasnosti s rezultatima ove doktorske disertacije, odsustvo efekta genisteina na masu
jetre utvrdili su Takahashi i sar. (2009). U njihovoj studiji genistein u dozi od 1 i 2 g/kg telesne
mase nije uticao na relativnu masu jetre pacova. Isti nalaz su imali 1 Qian i sar. (2012) kod brojlera
koji su u hrani dobijali 0,6 U/g B-glukozidaze. Izoflavoni u koli¢ini od 25 do 100 mg/kg nisu uticali
na masu jetre, slezine i burze Fabrici brojlera nakon 21 dana eksperimenta (Shiralinezhad 1
Shakouri, 2017). Razlike u relativnoj masi jetre i slezine nisu uocene ni kod brojlera hranjenih
klijalom 1 fermentisanom sojom u koli¢ini od 0,3 do 1% (Lee i sar., 2010). Suprotno ovim
studijama, u eksperimentu koji je obuhvatao nosilje stare pet godina, nosilje stare dve godine 1
brojlere muskog pola, razlike u masi jetre su uocene samo kod brojlera, gde su grupe koje su
dobijale niske doze genisteina imale znacajno vecu apsolutnu i relativhu masu jetre (Stevenson,
2012). Veli¢ina i masa jetre moze biti promenjena zbog sveukupne promene veli¢ine, promena u
akumulaciji masti 1 drugih komponenata ili zbog promena u sadrzaju vode. Pokazano je da kod
vecdine Zivotinjskih vrsta estrogeni povecavaju sadrzaj lipida u jetri, medutim genistein, ponaSajuci
se 1 kao agonista i kao antagonista estrogenih receptora, u zavisnosti od doze, target tkiva, vrste,

starosti i pola zivotinje ostvaruje pleotropne efekte (Stevenson, 2012).

Timus 1 burza Fabrici su centralni organi imunskog sistema kod zivine odgovorni za diferencijaciju
limfocita 1 imunski odgovor. Periferni imunski organi, u koje spadaju limfni ¢vorovi i slezina,
ucestvuju u antigenom specificnom imunskom odgovoru (Lv i sar., 2018a). Promene u masi 1
veli¢ini ovih organa mogu uticati na proliferaciju limfocita i posledicno imunski odgovor (Whittow,
2000). Povecanu masu timusa i burze Fabrici kod brojlera utvrdili su Rasouli i Jahanian (2015)
dodavanjem genisteina, a Gao i sar. (2000) dodavanjem daidzeina u hrani. Dodatno, uocena je
povecana transformacija T limfocita kod brojlera koji su u hrani dobijali daidzein (Gao 1 sar., 2000).
Dodavanje genisteina i1 hesperidina u bazalnu hranu znacajno je povecalo relativnu masu burze i
slezine kod brojlera nakon 21 dana, dok produzena suplementacija (42 dana) je dovela do povecanja
u relativnoj masi timusa i slezine (Kamboh i sar., 2016). Greiner i sar. (2001) su pokazali da sa
porastom koli¢ine genisteina u hrani masa timusa ostaje nepromenjena, dok masa slezine linearno
raste kod svinja inficiranih virusom PRRS (porcine reproductive and respiratory syndrome), §to je u
skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije. Porast u masi slezine je indikator proliferacije B
¢elija, §to je 1 potvrdeno ve¢om koncentracijom ai-acilglikoproteina kod svinja koje su dobijale
genistein u hrani (Greiner 1 sar., 2001). Suprotno prethodno navedenom, Lv 1 sar. (2018a) nisu

uocili uticaj genisteina u hrani roditelja i brojlera na relativnu masu timusa, burze i slezine nakon
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21. dana tova, dok 40 i 400 mg/kg genisteina u hrani nosilja znacajno je smanjio masu slezine (Lv 1

sar., 2018b).

Bioflavonoidi imaju potencijal da u zivim sistemima ostvare imunomodulatorski efekat (Kamboh i
sar., 2016). Alipour i sar. (2012) smatraju da suplementacija genisteina u hrani, narocito u koli¢ini
od 20 1 40 mg/kg, moze pozitivno da utice na imunski odgovor brojlera. S druge strane, genistein
zbog niske toksi¢nosti i mehanizma delovanja preko enzima tirozin kinaze, ima veliki potencijal
kao imunosupresivna supstanca (Polkowski i Mazurek, 2000). Pokazano je da genistein u hrani
smanjuje masu timusa u koli¢ini od 1000 mg/kg i veéoj, dok u koli¢ini od 500 mg/kg i niZoj ne
ostvaruje efekat na masu timusa (Ganai 1 Farooqi, 2015). Ta¢an mehanizam imunomodulatorskog
dejstva nije dovoljno razjasSnjen, medutim, generalno se smatra da antioksidativha svojstva
izoflavona smanjuju Stetni uticaj slobodnih radikala na imunski sistem, $to dovodi do boljeg

funkcionisanja imunskog sistema (Kamboh i sar., 2015).

Goliomytis 1 sar. (2014) su utvrdili da rastu¢e koncentracije flavonoida kvercetina (0,5 1 1 g/kg) u
hrani brojlera tokom 42 dana tova utiu na porast relativne mase srca, sa zna¢ajnom razlikom
izmedu kontrolne 1 grupe koja je dobijala vecu koli¢inu flavonoida u hrani (1 g/kg), dok apsolutna
masa je takode pokazala tendenciju ka rastu, ali bez uo¢ene znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu. Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da rastu¢e koncentracije genisteina takode
dovode do porasta apsolutne 1 relativne mase srca (Tabela 5.8. 1 5.9.). Medutim postoje studije u
kojima nije uocCen efekat genisteina na masu srca brojlera (Rasouli 1 Jahanian, 2019; Lv 1 sar.,
2018a). Genetska selekcija brojlera ka ve¢em telesnom prirastu dovela je do pada relativne mase
srca brojlera, Sto je uticalo na nemogucnost srca da adekvatno snabdeva tkiva kiseonikom i
posledi¢no razvoja metabolickih poremecaja (Havenstein i sar., 1994). S pove¢anom masom srca
ostvaruje se povoljni efekat na kardiovaskularni sistem brojlera i prevenira moguéi nastanak
metaboli¢kih poremecaja kao $to su sindrom iznenadne smrti i ascit (Havenstein i sar., 2003).
Inkorporisanje genisteina u hrani za brojlere moze da bude dobra alternativa, koja ne zahteva veliki
utroSak vremena 1 novca poput genetske selekcije, u prevazilazenju ovakvog problema. Medutim
potrebna su dalja istrazivanja da bi se utvrdio ta¢an mehanizam i obim u kojem genistein ima

potencijal da pove¢a masu srca i samim tim smanji pojavu metabolickih poremecaja kod brojlera.

U eksperimentu Stevenson (2007) znafajno vecu apsolutnu i relativnu masu jajovoda imali su
brojleri koji su dobijali dietilstilbestrol per os u odnosu na kontrolnu i grupe koje su dobijale
genistein tokom 14 dana. Dodatno, genistein je pokazao dozno zavisni efekat na masu jajovoda, s
tim da nije uocena znacajnost razlika u odnosu na kontrolnu grupu. Na modelu jajovoda brojlera

utvrdeno je da genistein indukuje ekspreasiju estrogenih i progesteronskih receptora, povecava
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celularnu proliferaciju, i uti¢u¢i na progesteron indukuje sintezu ovabumina. Ovakav efekat nije
uocen u ovoj doktorskoj disertaciji s obzirom da najveca koli¢ina genisteina u poslednjoj fazi tova,
nakon 37 dana, znaCajno je smanjila masu jajnika brojlera. Khalaji 1 sar. (2013) su pokazali da
sojini izoflavoni kod nosilja hranjenih visokoenergetskom hranom nisu uticali na apsolutnu masu
jajnika 1 jajovoda. Promene na reproduktivnom traktu u ovoj studiji uocene su u vidu povecanog
broja belih folikula i smanjenog broja postovulatornih folikula. Izlaganje ovariektomisanih pacova
visokim dozama ekstrakta crvene deteline znacajno je smanjilo relativnu masu uterusa (Pakalapati i
sar., 2009). Rezultati studije Stevenson (2007) pokazuju da genistein u dozi od 10 i 40 mg ima slab
estrogeni efekat kod brojlera tokom prve dve nedelje starosti. Stevenson (2007) ovo objasnjava
moguénoscu da manja koli¢ina genisteina se apsorbovala u telo zbog razlaganja i konverzije od
strane mikrobiote digestivnog trakta, kao i delimi¢cnom antagonistickom estrogenom aktivnoscu
genisteina (kompetitivno vezivanje za receptore i plazma-vezujuce proteine). Stevenson (2007)
smatra da postoji mogucnost da su estrogeni efekti bolje izrazeni u slucaju duzeg davanja genisteina

u fazi starosti kada reproduktivni sistem brojlera moze bolje da odreaguje na estrogeni stimulus.
6.7. Sadrzaj ukupnih proteina i aktivnost enzima antioksidativne zaStite u jetri

Zivi organizmi su razvili razli¢ite mehanizme antioksidativne zastite kako bi se odbranili od 3tetnih
efekata reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koji se kod zivine naro€ito proizvode u stanjima stresa i mogu,
izmedu ostalog, da dovedu do imunosupresije 1 sindroma pulmonalne hipertenzije (Lv 1 sar., 2018a,
Kamboh i sar., 2015). Pokazano je da su sojini izoflavoni prirodni antioksidansi koji efektivno
uklanjaju slobodne radikale i uticu na in vivo antioksidativni sistem povecanjem aktivnosti enzima
SOD, GSH-Px, CAT, glutation reduktaza (GR) i dr. (Chen, 2001). Izoflavoni imaju sposobnost da
heliraju metalne jone, kao Sto su Fe i Cu, ¢ime smanjuju formiranje produkata lipidne oksidacije
(MDA). Takode, OH grupe u fenolnom prstenu na C4 1 C7 poziciji ponasaju se kao donori
vodonikovog jona peroksidnim radikalima koji su proizvod oksidacije i na taj nacin inhibiraju
stvaranje vodonik peroksida, smanjuju stvaranje 8-hidroksi-2-deoksiguanozina u celijama i
oStecenje DNK molekula (Fellenberg i Speisky, 2006; Giles 1 Wei, 1997). Antioksidativni efekat
izoflavoni mogu da ostvaruju i regulisanjem NO sintaze i ksantin oksidaza aktivnosti, smanjenom
imobilizacijom leukocita, kao i smanjenjem fluidnosti ¢elijske membrane (Kamboh i sar., 2019;

Jiang 1 sar., 2007a).

U ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da genistein u hrani brojlera nije imao uticaj na sadrzaj
ukupnih proteina jetre, izuzev koli¢ine od 200 mg/kg kod koje je znac¢ajno smanjen sadrzaj proteina
jetre nakon prolongirane suplementacije (Tabela 5.10.). Stevenson (2012) je uocio nizi sadrzaj

ukupnih proteina plazme kod brojlera koji su dobijali 10 i 40 mg genisteina tokom 15 dana u
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odnosu na negativnu kontrolnu grupu, Sto je u saglasnosti sa ovim rezultatima. U ovoj doktorskoj
disertaciji efekat genisteina u hrani na enzime antioksidativne zastite jetre utvrden je nakon
produZenog tova, 1 najbolji rezultati su postignuti u O-I grupi brojlera, gde 200 mg/kg genisteina je

znacajno povecao aktivnost SOD, CAT 1 GSH-Px u jetri (Tabela 5.10.).

U skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije, u mnogim prethodnim istraZivanjima je
potvrdeno da genistein povecava antioksidativni kapacitet organizma zivotinja. Genistein u hrani u
koli¢ini od 50 i 250 mg/kg tokom 30 dana znacajno je povecao aktivnost enzima antioksidativne
zastite (CAT, SOD, GSH-Px, GR, glutation-S-transferaza) u razli¢itim organima SENCAR miSeva,
sa najviSe izrazenim efektom u kozi i tankom crevu (Cai 1 Wei, 1996). Genistein u hrani,
povecavajuéi aktivnost SOD 1 GSH-Px, smanjio je Stetne efekte i oksidativni stres izazvan
ovariektomijom kod pacova (Choi i Song, 2009). U studiji Qian i Sun (2009) B-glukozidaza, enzim
koji konvertuje glikozide u aglikonske forme izoflavona, u hrani u koli¢ini od 0,2% znacajno je
povecala aktivnost enzima SOD, GSH-Px i GR u jetri i serumu brojlera, a istovremeno znac¢ajno je
smanjila koncentraciju MDA, koji je krajnji produkt lipidne peroksidacije, u serumu brojlera.
Utvrdeno je da izoflavon glicitein u hrani tokom zavr$ne faze tova (od 42. do 63. dana) pozitivno
uti¢e na antioksidativni status brojlera muskog pola (Jiang i sar., 2007b). U ovoj studiji 40 i 80
mg/kg gliciteina povecao je ukupni antioksidativni kapacitet plazme 1 aktivnost SOD u misic¢u
grudi, u plazmi efekat na SOD, GSH-Px 1 CAT nije uocen, dok je 40 mg/kg znacajno povecalo
aktivnost CAT u miSic¢u grudi brojlera. Za razliku od njih, Jiang i sar. (2007¢c) su pokazali da je 20
mg/kg sojinih izoflavona znacajno povecalo aktivnost samo CAT, dok efekat na SOD, GSH-Px i
ukupni antioksidativni kapacitet nije uoCen u plazmi brojlera hranjenih uzeglim ribljim uljem. U
eksperimentu Onderaci 1 sar. (2004) genistein, u dozama koje su koriS¢ene 1 u ovoj doktorskoj
disertaciji, uocili su znacajan pad koncentracije MDA u serumu i jetri japanskih prepelica, kako
onih koje su drzane u termoneutralnim uslovima, tako i onih koje su bile izlozene toplotnom stresu.
Iz njihovih rezultata se moze zakljuciti da genistein ima plato antioksidativnog efekta u dozi od 400
mg/kg, s obzirom da 400 i 800 mg/kg genisteina je ostvario gotovo identicni pad koncentracije
MDA u serumu i jetri prepelica. Sli¢no je utvrdeno i u ovoj doktorskoj disertaciji gde su koli¢ine
genisteina od 400, 600 i 800 mg/kg ostvarile 1osiji efekat na parametre antioksidativnog kapaciteta

organizma u odnosu na koli¢inu od 200 mg/kg genisteina.

Lv 1 sar. (2018b) su utvrdili da genistein, povec¢anjem antioksidativnog kapaciteta kod nosilja sa
sindromom masne jetre, smanjuje inflamatorni proces. U njihovoj studiji genistein u koli¢ini od 40 1
400 mg/kg uticao je na povecanje aktivnosti SOD za 10,58% 1 37,35%, pojedina¢no, znacajno
smanjio koncentaciju MDA u jetri nosilja, dok na aktivnost CAT i GSH-Px nije imao efekat. MDA
moze da intereaguje sa NF-kB, pa samim tim i poveca oslobadanje TNF u jetri, a dodatno je
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pokazano da genistein smanjuje ekspresiju TNF-a i NF-kB, pa su Lv i sar. (2018b) preko ovih
nalaza utvrdili da genistein indirektno i direktno moze ostvariti antiinflamatorni efekat u jetri. U
drugoj studiji Lv 1 sar. (2018a) genistein u hrani brojlera znacajno je povecao aktivnost SOD, GSH-
Px 1 ukupni antioksidativni kapacitet jetre, smanjio koncentaciju MDA u jetri, a nije imao uticaj na
aktivnost enzima CAT. Dodatno, podaci transkriptoma su pokazali da tretman genisteinom je
povecao ekspresiju iRNK za SOD3 i MT4 (metalotioneini 4- klasa proteina stresa) u jetri brojlera.
Rezultati njihove studije impliciraju da povecanje antioksidativnog kapaciteta brojlera dodavanjem

genisteina u hrani povoljno utice na proizvodne performanse i imunsku funkciju organizma.

U ex vivo studiji Jiang 1 sar. (2007a) u kulturi skeletnih miSi¢nih Celija aktivnost CAT je bila
znacajno poviSena sa najvis§im koncentracijama sojinih izoflavona (75 i 100 uM), dok je povecanje
aktivnosti SOD 1 GSH-Px utvrdeno sa nizom koncentracijom sojinih izoflavona (25 pM). Kasnije je
izvedena i in vivo studija u kojoj je potvrdeno da sojini izoflavoni povecéavaju aktivnost i ekspresiju
gena enzima antioksidativne zastite i u muskulaturi brojlera (Jiang i sar., 2014). Suplementacija 40 1
80 mg/kg sojinog izoflavona tokom produzene faze tova (43.-63. dan) znacajno je povecala kolic¢inu
iRNK enzima GSH-Px, dok 20, 40 i 80 mg/kg sojinog izoflavona znacajno je povecala iRNK
enzima CAT u mi$i¢u grudi brojlera (Jiang 1 sar., 2014). U istoj studiji aktivnost SOD je bila
poviSena u miSi¢ima grudi u grupama koje su dobijale 20 1 40 mg/kg sojinog izoflavona, i rasla je

48 1 72 h nakon klanja.

Suplementacija kombinicije genisteina i hesperidina znacajno je povecala ukupni antioksidativni
kapacitet plazme 21. dana eksperimenta, dok je samo najviSa koli¢ina genisteina i hesperidina (20
mg/kg) znacajno povecala aktivnost SOD u plazmi brojlera (Kamboh i sar., 2016). Suplementacija
kombinacije Ciste supstance genisteina i1 hesperidina u koli¢ini od 5 do 20 mg/kg znacajno je
poboljsala ukupni antioksidativni kapacitet plazme brojlera nakon 42 dana tova, dok je 5 mg/kg
genisteina imalo suprotni efekat na ovaj parametar koji predstavlja kumulativnu meru redoks statusa
organizma (Kamboh i Zhu, 2013b). Na pad koncentracije MDA u plazmi takode je znacajan efekat
uocen samo u kombinaciji genisteina 1 hesperidina, dok znafajno povecanje aktivnosti SOD
postignuto je samo u najviSoj koli¢ini ova dva flavonoida. Parametre antioksidativne zaStite
Kamboh 1 sar. (2018) su pratili i u misicu grudi i u jetri brojlera. U Cistoj supstanci genistein je
samo povecao aktivnost SOD i smanjio koncentraciju MDA u miSi¢ima grudi brojlera, dok je na
ostale posmatrane paramatre u jetri 1 miSiu pozitivni efekat ostvario samo u kombinaciji sa
hesperidinom. S obzirom da rezultati studija Kamboh i sar. (2018), Kamboh i sar. (2016) i Kamboh
1 Zhu (2013c) impliciraju da genistein i hesperidin znacajan efekat na parametre antioksidativne

zaStite ostvaruju ve¢inom u kombinaciji, moze se zakljuciti da bioflavonoidi pokazuju tendenciju ka
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sinergistickom delovanju. Medutim, Alvarez i sar. (2008) su utvrdili da flavonoidi u kombinaciji,

pored sinergistickog, mogu da ostvaruju i aditivne i antagonisticke efekte.

S druge strane, u studiji Liao i sar. (2018) flavonoidi u hrani u koli¢ini od 60 do 240 mg/kg nisu
uticali na aktivnost SOD i GSH-Px, kao ni na koncentraciju MDA u serumu brojlera nakon 21. 1 42.
dana eksperimenta. Sojini izoflavoni nisu imali efekat na aktivnost SOD i GSH-Px, kao i na
koncentraciju MDA u plazmi zdravih prasadi i prasadi kojima je injekciono dat lipopolisaharid
(Zhu i sar., 2015). Varijacije u rezultatima prethodno navedenih studija mogu se pripisati razlikama
u eksperimentalnom dizajnu: duzini tretmana, dozi i vrsti izoflavona, vrsti, starosti i polu Zivotinja

(Zhu i sar., 2015).
6.8. Histomorfometrijska ispitivanja

Kod zivine, tokom inkubacije jaja, intestinalna morfologija nije u potpunosti razvijena, pa podleze
drasti¢nim promenama nakon izleganja. Porast povrSine crevnih resica javlja se kod piladi starih tri
dana. Od nezrelih proliferativnih ¢elija u bazi kripti diferenciraju se enterociti i migriraju duz
povrsine resice do vrha same resice i na kraju deskvamisu u lumen creva (Hu i Guo, 2007). Sa
porastom visine 1 Sirine resica raste 1 apsorptivna povrSina creva, bolja je izloZenost enzima i
transportnih sistema, pa je posledicno veca iskoristivost nutrijenata i omogucen je bolji rast i razvoj
piladi. S druge strane, krace crevne resice i dublje kripte smanjuju apsorpciju i povecavaju sekreciju
u digestivnom traktu, pa samim tim nepovoljno uti¢u na rast i proizvodne performanse brojlera.
Veca dubina kripti pokazatelj je brzog obnavljanja ¢elija i velikih potreba za novim tkivom. Naime,
dublje kripte pokazuju da se viSe energije trosi na odrzavanje homeostaze intestinalnog epitela, a da
je manje energije dostupno za rast (Shiralinezhad i1 Shakouri, 2017; Kamboh 1 sar., 2015; Awad 1

sar., 2011).

Malo je studija koje su se bavile uticajem izoflavona na duodenalnu morfometriju. Kamboh i Zhu
(2014) su suplementacijom genisteina i hesperidina nakon obe faze tova (starter i grover) u
duodenumu uocili vise resice 1 bolji odnos visina resice/dubina kripti, dok su znacajno plic¢e kripte
bile samo nakon 21. dana tova, a §irina resica je bila promenjena nakon 42. dana tova. Za razliku od
ovih autora, Qian i sar. (2012) nisu utvrdili efekat 0,6 U/g B-glukozidaze na visinu i Sirinu resica
duodenuma brojlera starih Sest nedelja. Dodavanje od 0,5 do 4% preparata fermentisanih biljaka
bogatog izoflavonima u hrani tokom 42 dana nije uticalo na masu i duzinu duodenuma, jejunuma 1
ileuma brojlera. Takode, sa porastom koncentracije preparata fermentisanih biljaka u hrani u
duodenumu 1 jejunumu je uocen porast visine resica, povrSine resica, oblasti epitelnih celija,
hipertrofije i mitoze ¢elija (Lokaewmanee i sar., 2012). U ovoj doktorskoj disertaciji genistein je
ostvario pozitivan efekat na visinu resice, dubinu kripti i odnos visina resice/dubina kripti kod
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brojlera nakon 42. dana tova (Tabela 5.11.). Imajuéi u vidu da je duodenum glavno mesto varenja i
apsorpcije hranljivih materija (Qian i sar., 2012), bolji proizvodni rezultati brojlera ove doktorske

disertacije nakon komercijalne faze tova mogu se delimi¢no pripisati hipertrofiji duodenalnih resica.

U studiji Shiralinezhad i Shakouri (2017) preparat izoflavona u hrani brojlera tokom 21 dana
eksperimenta znacajno je povecao visinu resica jejunuma i povrsinu crevnih resica, dok pli¢e kripte
1 bolji odnos visina resice/dubina kripte je postignut samo sa ve¢om koli¢inom preparata (50 i 100
mg/kg). Ovaj pozitivni efekat na morfometriju digestivnog trakta za posledicu je imao bolju
svarljivost hrane i proizvodne performanse (prirast i konverzija hrane) brojlera. Znacajno vise
crevne resice 1 odnos visina resice/dubina kripte, bez promene u dubini kripte uocen je kod brojlera
koji su u hrani dobijali Cistu supstancu genisteina u koli¢inama od 10 do 80 mg/kg tokom 28 dana
tova. Medutim viSe koncentracije genisteina u hrani (160 i 320 mg/kg) nisu imale efekat na ove
morfometrijske parametre jejunuma (Rasouli i Jahanian, 2019). Kamboh i Zhu (2014) su pozitivni
efekat genisteina u kombinaciji sa hesperidinom na visinu 1 Sirinu resica 1 odnos visina
resica/dubina kripti u jejunumu uocili nakon 21. dana tova, dok nakon 42. dana samo znacajno visa
visina resica uocena je u grupi koja je dobijala najviSu koncentraciju genisteina i hesperidina (20
mg/kg). Za razliku od prethodnih studija, u ovoj doktorskoj disertaciji genistein u koli¢ini od 200 do
800 mg/kg nije uticao na morfometrijske parametre jejunuma nakon 21 dana tretmana, ve¢ samo

nakon prolongiranog davanja u hrani brojlera (37 dana) (Tabela 5.11.).

U studiji Kamboh i Zhu (2014) nakon prve faze tova (21. dan) genistein u €istoj supstanci je
povecao visinu resica, dok u kombinaciji sa hesperidinom je smanjo dubinu kripti i pove¢ao odnos
visina resica/dubina kripti u ileumu. Nakon produzene suplementacije genisteina i hesperidina (42.
dan) nisu uocene promene na morfometrijske parametre ileuma. Umerene doze genisteina (20-80
mg/kg) u studiji Rasouli i Jahanian (2019) povecale su svarljivost u ileumu koja je objasnjena
povecanim kapacitetom varenja i1 apsorpcije i manjim brojem bakterija u ileumu (Rasouli i
Jahanian, 2019). U suprotnosti s prethodno navedenim, rezultati ove doktorske disertacije pokazali
su da genistein u hrani je imao negativni efekat na sve posmatrane histomorfometrijske parametre

ileuma nakon komercijalnog i produzenog tova brojlera (Tabela 5.11.).

Kako ostvaruje antiinflamatorne i imunomodulatorske efekte, poslednjih godina se ispituje uticaj
genisteina na ublazavanje simptoma i odrzavanje integriteta epitela digestivnog trakta kod stanja
izazvanih zapaljenskom reakcijom. Genistein u hrani brojlera (40 mg/kg) sa intestinalnim
zapaljenjem izazvanim endotoksinom LPS smanjio je pojavu krvarenja i oSte¢enja crevnih resica
ileuma, smanjio je apoptoticki indeks ilealne mukoze, poboljSao mukozalnu imunsku funkciju 1

antioksidativni kapacitet ileuma (Lv 1 sar., 2020). Dodatno, rezultati analize transkriptoma uzoraka
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ileuma ove studije pokazali su da je 7131 gen bio razli¢ito eksprimovan (3281 stimulisan 1 3851
inhibiran) kod grupe koja je dobijala genistein u odnosu na grupu sa LPS. Na integritet intestinalnog
epitela genistein uti¢e tako Sto inhibira fosforilaciju tight junction — proteina (TJP1) 1 povecava

ekspresiju transmembranskih proteina E-kadherina i1 okludina (Lv i sar., 2020; Zhu i sar., 2015).

Nije poznat tacan mehanizam kojim izoflavoni menjaju morfologiju intestinalnog trakta.
Pretpostavlja se da zahvaljuju¢i antioksidativnom efektu, izoflavoni smanjuju razvoj apoptiti¢kih
procesa nastalih oksidativnim stresom u ¢elijama epitela creva (Zhu i sar., 2015; Kamboh i Zhu,
2014). Chen i sar. (2005) smatraju da genistein veci efekat ostvaruje na ¢elije u proliferaciji nego na
diferentovane intestinalne celije, s obzirom da nije uocen efekat genisteina na aktivnost enzima
(laktaza, a-glukozidaza) i transport nutrijenata. Takode, menjajuci sastav mikrobiote digestivnog
trakta izoflavoni mogu da ucestvuju u regulaciji morfologije crevnih resica (Kamboh i sar., 2015;
Bourne i Rice-Evans, 1999). Sa manjim brojem bakterija u digestivnom traktu, manja je destrukcija
intestinalnih ¢elija, pa je manja 1 potreba za njthovom zamenom novim ¢elijama, a poznato je da
nove Celije formiraju krace resice 1 manji odnos visina resice/dubina kripti (Emami 1 sar., 2012). Na
osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, moze se zakljuciti da bolje proizvodne
performanse brojlera koji su dobijali genistein u hrani nisu u direktnoj vezi sa promenama u
morfologiji digestivnog trakta, ve¢ su posledica delovanja drugih mehanizama kao $to je povecanje
antioksidativnog kapaciteta, bolja svarljivost hranljivih sastojaka i izmena sastava mikrobiote
digestivnog trakta (Rasouli i Jahanian, 2019; Shiralinezhad i Shakouri, 2017; Rasouli i Jahanian,
2015; Qian i sar., 2012; Jiang i sar., 2007b; Onderci i sar., 2004).

6.9. Broj bakterija mlec¢ne kiseline (Lactobacillus spp.) u cekumu brojlera

Poslednjih godina veliki deo nauc¢ne javnosti se bavi pronalazenjem supstanci i formulisanjem
proizvoda koji imaju prebioti¢ki potencijal. Prebiotici su nesvarljiva jedinjenja koja povoljno uti¢u
na organizam ljudi i zivotinja selektivno stimuliSu¢i rast i/ili aktivnost jedne ili veceg broja
pozeljnih bakterija u kolonu (Gibson i sar., 1995). Bioaktivna jedinjenja poreklom iz biljaka mogu
da menjaju sastav mikrobiote digestivnog trakta, smanjuju proizvodnju metabolita i kompeticiju za
kriti¢ne nutrijente od strane patogena, $to za rezultat ima pozitivni efekat na prirast i iskoristivost
hrane, pa se ova jedinjenja mogu smatrati prirodnim stimulatorima rasta (Klose 1 sar., 2010).
Flavonoidi se ubrajaju u jedinjenja koja imaju potencijal kao prebiotici, s obzirom da podlezu smo
delimi¢noj apsorpciji i metabolizmu u gornjim delovima digestivnog trakta (zeludac, duodenum i
jejunum), pa veéina dospe do cekuma i kolona (Spencer i sar., 2001). Dodatno, deo konjugovanih
flavonoida se preko zuci u obliku glukuronida moze akumulirati u lumenu ileuma, cekuma i kolona

(Laparra 1 Sanz, 2010).
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U prethodnim studijama pokazano je da polifenolna jedinjenja, ukljucuju¢i i flavonoide, menjaju
sastav mikrobiote i fekalnih aromati¢nih metabolita bakterija u digestivnom traktu (Liu i sar, 2014;
Tzounis 1 sar., 2008; Lee 1 sar., 2006). U studiji Liu 1 sar. (2014) pokazano je da je broj ukupnih
aeroba 1 koliforma opadao u cekumu nosilja, a broj Bifidobacteria rastao sa porastom koliCine
kvercetina u hrani. U viSe studija je pokazano da izoflavoni, primarno daidzein i formononetin,
mogu indirektno da utiCu na aktivnost i metabolizam mikrobiote rumena povecéavajuéi nivo
testosterona u krvi i rumenu zivotinja (Zhengkang i sar., 2006). Zatim su usledile 1 in vitro studije u
kojima je pokazano da daidzein i direktno utice na sastav i aktivnost mikroorganizama rumena sa
uocenim bifaznim efektom. Bifazni odgovor podrazumeva da daidzein nije ostvario efekat u
visokim dozama, odnosno estrogeni efekat daidzeina je uocen sa niskim dozama, dok je u visokim

dozama bio prisutan antiestrogeni efekat (Zhengkang i sar., 2006; Zhu 1 sar., 2002).

S promenom sastava mikrobiote, u zavisnosti od starosti i vrste zivine, menja se i metabolizam
flavonoida, njegova sposobnost da favorizuje rast odredenih bakterija, kao i njegova antibakterijska
1 bakteriostatska aktivnost prema patogenim bakterijama (Plaper i sar., 2003). Favorizovanjem rasta
Bifidobacteria stimuliSe se proizvodnja organskih kiselina, kao Sto su acetatna i mle¢na kiselina,
koje onemoguéavaju kolonizaciju patogenih bakterija na epitelu creva (Tzounis i sar., 2008).
Odredeni sojevi Bifidobacteria ucestviju u biotransformaciji glikozida flavonoida ¢ime povecavaju
njihovu bioraspolozivost. Izoflavoni podlezu deglikozilaciji, demetilaciji, redukciji 1 fuziji prstena
prilikom bakterijske biotransformacije koja menja njihovu bioloSku aktivnost (Clavel i sar., 2005).
Ovakvi metaboliti izoflavona (aglikoni) bolje se apsorbuju u crevima, a enterohepaticnom
cirkulacijom produzava se njihovo prisustvo u plazmi, tako da se duze zadrzavaju u organizmu pre
ekskrecije urinom u odnosu na njihovu glikozidnu formu (Laparra i Sanz, 2010). Ispitivanjem
antibakterijske aktivnosti biljnih ekstrakata bogatih flavonoidima (kvercetin, apigenin, luteolin,
naringenin, rutin, katehin, eriodiktiol) utvrdeno je da su Gram pozitivne bakterije osetljivije na
delovanje biljnih ekstrakata u odnosu na Gram negativne, naroCito bakterije iz familije
S. enteridis nije bio inhibiran (Proestos i sar., 2006). U studiji Rasouli i Jahanian (2019) genistein u
koli¢ini iznad 20 mg/kg u hrani brojlera tokom 28 dana znac¢ajno je smanjio broj Salmonella spp. u
ileumu, dok su na rast E. coli inhibitorni efekat ostvarile vise doze genisteina u hrani (160 1 320
mg/kg). Mehanizmi antibakteriskog delovanja flavonoida ukljucuju: inhibiciju sinteze nukleinskih
kiselina (inhibiranje aktivnosti bakterijske ziraze i cepanje molekula DNK), poremecaj u
funkcionisanju c¢eljiske membrane bakterija i inhibiciju energetskog metabolizma bakterija
(Proestos 1 sar., 2006; Cushnie i Lamb, 2005). Flavonoidi takode mogu da menjaju sastav mucina

na povrsini creva ¢ime modifikuju bakterijsku adheziju i kolonizaciju (Ito i sar., 2008).
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Bakterije Lactobacillus spp. najviSe su zastupljene u digestivnom traktu Zivine, gde Cine vise od
99% ukupnih bakterija prisutnih u duodenumu i jejunumu, dok u cekumu je njihov broj i1 diverzitet
najve¢i (Yeoman i sar., 2012). Broj bakterija mlecne kiseline cekuma prema rezultatima ove
doktorske disertacije znacajno je rastao sa porastom koli¢ine i duzine davanja genisteina u hrani
brojlera, tako da je bio visi kod oglednih grupa za oko 0,73 log CFU/g u odnosu na kontrolnu grupu
brojlera (Grafik 5.4.). U studiji Clavel i sar. (2005) pokazano je da sojini izoflavoni imaju
prebioticki potencijal in vivo, s obzirom da 1 kvantitativno i kvalitativno menjaju sastav mikrobiote
creva. Naime, utvrdeno je da je 100 mg dnevno aglikona izoflavona tokom mesec dana znac¢ajno
povecalo broj bakterija iz grupe Lactobacillus-Enterococcus, Faecalibacterium prausnitzii i
Bifidobacterium kod zena u postmenopauzi. Direktni uticaj izoflavona na mikroorganizme creva
prasadi izucavali su Yao i sar. (2004) ukazujuc¢i na potencijalni prebioticki efekat izoflavona u hrani
za zivotinje. Oni su u in vitro studiji utvrdili da je daidzein u intestinalnom sadrzaju prasadi iz

razlicitih delova digestivnog trakta znacajno povecao broj Lactobacillus spp.

6.10. Masa i hemijski sastav tibije brojlera

Kvalitet kostiju najc¢esce se koristi kao indikator adekvatne zastupljenosti minerala u ishrani zivine,
a glavni minerali neorganskog dela kostiju su Ca 1 P. Stepen mineralizacije utice na mehanicka
svojstva kostiju, pa je smanjena mineralizacija udruzena sa povecanim rizikom od nastanka
fraktura. Slabe kosti se lome prilikom procesa klanja i prerade i smanjuju prinos mesa. Takode,
slabost nogu ¢esto dovodi do smanjene konzumacije hrane, pa samim tim i manjeg prirasta kod
brojlera, kao 1 manjeg broja i loSijeg kvaliteta jaja kod nosilja (Onyango 1 sar., 2003). Dodatno,
slabost kostiju nosilja koje se drze u kavezu je veliki problem u intenzivnom zivinarstvu (Sahin i

sar., 2007).

U literaturi postoji dosta podataka o in vivo 1 in vitro anabolickim efektima sojinih izoflavona na
metabolizam kostiju i osteoporozu kod ljudi i Zivotinja (Barnes, 2003; Blair i sar., 1996). Sojini
izoflavoni se dovode u direktnu vezu sa Ca, odnosno pokazano je da sa ve¢im unosom izoflavona

raste mineralni sadrZaj kostiju i manje su izrazeni markeri resorpcije kostiju (Messina i sar. 2004).

U studiji Sahin 1 sar. (2007) sojini izoflavoni u koli¢ini od 400 i 800 mg/kg znacajno su povecali
nosivost 1 kvalitet jaja (debljina i masa ljuske, Haugh jedinice) japanskih prepelica u kasnoj fazi
nosivosti koje su bile izlozene toplotnom stresu. U istoj studiji suplementacija izoflavona znacajno
je povecala mineralnu gustinu kostiju, koncentraciju osteokalcina, vitamina D, Ca i P, i povecala je
1 aktivnost alkalne fosfataze u serumu, kako kod prepelica drzanih u termoneutralnim uslovima,

tako 1 kod onih koje su bile izloZene stresu. Dodatno, rezultati prethodne studije Sahin i sar. (2006)

112



Diskusija
su pokazali da dodavanje genisteina u hrani smanjuje sadrzaj Ca, P, Mg, Mn, Zn, Fe i Cu u
ekskretu, a povecava koncentraciju Ca, P i Mg u serumu japanskih prepelica. Naime, genistein
Stite¢i od Stetnih efekata toplotnog stresa, omogucava normalno funkcionisanje pankreasa i
sekreciju digestivnih enzima ¢ime se povecava retencija minerala u organizmu (Sahin 1 sar., 2006).
Kod nosilja u kasnoj fazi nosivosti visoka koli¢ina preparata izoflavona u hrani (1800 mg/kg)
pozitivno je uticala na masu i zapreminu tibije, koncentraciju pepela i sadrzaj Ca, dok nije uocen

efekat na sadrzaj P tibije (Gjorgovska i sar., 2016).

U ovoj doktorskoj disertaciji nize koli¢ine genisteina u hrani (200 i 400 mg/kg) imale su pozitivni
efekat na masu tibije, sadrzaj pepela i1 kalcijuma nakon prvog eksperimentalnog perioda (42. dan),
dok sa produzenom suplementacijom (58. dan) uocen je pad u sadrzaju pepela i Ca tibije brojlera
(Tabela 5.12.). Znacajno visa masa tibije grupe koja je u hrani dobijala 400 mg/kg genisteina moze
se objasniti ve¢om telesnom masom brojlera ove grupe na kraju komercijalnog tova. Veéi sadrzaj
pepela 1 Ca podrzava ranija ispitivanja u kojima genistein smanjuje resorpciju kostiju vezujuéi se za
jedarne receptore, sa vec¢im afinitetom prema ERP, koji su dosta zastupljeni u koStanom tkivu
(Morabito i sar., 2002), a dodatno su u saglasnosti i sa prethodnim studijama u kojima su objasnjeni
nehormonalni mehanizmi kojima genistein ostvaruje pozitivni efekat na koliinu i sastav kosStanog
tkiva (Akdemir 1 Sahin, 2009; Fitzpatrick, 2008; Arjmandi i sar., 2002; Polkowski 1 Mazurek, 2000;
Anderson 1 sar., 1999; Gao 1 Yamaguchi, 1998).

Pokazano je da sojini izoflavoni povecavaju proliferaciju i diferencijaciju osteoblastnih celija i
sintezu kolagena, smanjuju intracelularnu koncentraciju Ca u osteoklastima i inhibiraju osteoklastnu
resorpciju kostiju, $to implicira da se time obezbeduje veca koli¢ina Ca za formiranje kostiju i
ljuske jaja (Akdemir 1 Sahin, 2009; Fitzpatrick, 2008; Gao i Yamaguchi, 1998). Osteoklastnu
funkciju genistein moZe da suprimira i preko enzima tirozin kinaze (Polkowski i Mazurek, 2000).
Arjmandi i sar. (2002) su utvrdili da sojini izoflavoni povecavaju apsorpciju Ca iz intestinalnog
trakta, dok Anderson i sar. (1999) navode da genistein povecava aktivnost alkalne fosfataze u

osteoblastima koja je indikator kalcifikacije kostiju.

Kod mladih brojlera, formiranje medularne kosti ukazuje na neadekvatnu izozenost estrogenu,
odnosno rana reproduktivna zrelost moze da utice na prevremeno deponovanje Ca u kostima,
prevashodno u femuru (Stevenson, 2012). Tako da promene u mineralnom sastavu kostiju mogu da
ukaZzu na fromiranje medulane kosti. U eksperimentu autora Stevenson (2007) genistein u dnevnoj
dozi od 2, 20 1 40 mg aplikovan per os brojlerima tokom 14 dana nije uticao na apsolutnu i relativnu
masu femura i masu pepela femura, dok znacajno visu masu femura nakon susenja imala je samo

grupa koja je dobijala 20 mg genisteina. U drugom eksperimentu istog autora takode nije uocen
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uticaj estrogena i genisteina na koli¢inu koStane srzi femura brojlera u ranoj fazi razvoja
(Stevenson, 2007). Odsustvo efekta genisteina moze se pripisati niskoj dozi genisteina i nedovoljno
dugom tretmanu da bi se mogli ispoljiti estrogeni efekti kod mladih brojlera. Pretpostavlja se da bi
genistein bolji efekat ostvario kod starijih brojlera sa duzim periodom davanja. Genistein kada se
aplikuje per os ima slab estrogeni efekat kod piladi najverovatnije zato §to se brzo metabolise u
inertno jedinjenje (p-etilfenol) ili se brzo ekskretuje iz organizma (Stevenson, 2007). S druge strane,
nakon injekciono aplikovanog genisteina uocena je dozno-zavisna tendencija ka rastu mase femura
brojlera, ali bez znaCajne razlike izmedu tretmana, dok je estrogen znaCajno smanjio koli¢inu

kostane srzi 1 sadrzaj pepala u femuru brojlera nakon 14 dana eksperimenta (Stevenson, 2007).

Dozno-zavisni efekat genisteina pokazan je i u studiji Stevenson (2012), gde je srednja doza imala
lo$iji efekat u odnosu na visoku 1 nisku dozu genisteina kod nosilja u kasnoj fazi nosivosti. Masa
femura, masa femura nakon susSenja i masa pepela femura nosilja koje su dobijale visoku dozu
genisteina (20 mg/kg) bile su znacajno vece od kontrolne i grupe sa srednjom dozom (15 mg/kg),
dok se nisu razlikovale od mase femura nosilja koje su dobijale nisku dozu genisteina (10 mg/kg)
tokom osam nedelja. Razlika u relativnoj masi (% telesne mase) uocena je kod mase femura nakon
suSenja i mase pepela femura izmedu grupa koje su dobijale najvisu dozu genisteina u odnosu na
kontrolnu 1 grupu koja je dobijala srednju dozu genisteina. Ista razlika je utvrdena i1 za relativnu
masu femura nakon suSenja (% mase sveZeg femura), masu pepela femura izraZzenu kao procenat
mase svezeg femura i masu pepela femura izraZenu kao procenat mase femura nakon susenja, §to
implicira da dobijena razlika nije posledica razli¢itog sadrzaja vlage, ve¢ promena u sastavu kostiju
(Stevenson, 2012). Najvisa doza genisteina znacajno je povecala 1 silu lomljenja femura u odnosu
na femur grupe koja je dobijala srednju dozu genisteina, medutim suprotan efekat na silu lomljenja
genistein je imao na kost prsljena (Stevenson, 2012). Medularna kost, koja se stvara na racun
kortikalne kosti pod dejstvom estrogenih jedinjenja, smanjuje mehanicku snagu kostiju i povecava

rizik od nastanka fraktura (Whitehead, 2004).

Iz prethodno navedenih rezultata moze se zakljuciti da efekat genisteina zavisi od doze, naCina
aplikacije, starosti Zivine i tipa kostiju (Stevenson, 2012; 2007). U zavisnosti od doze izoflavoni
ostvaruju pleotropne efekte na mineralizaciju kostiju, tako da doze koje su previse niske ili doze
koje su previSe visoke samo delimi¢no inhibiraju gubitak kostiju (Branca, 2003). Rezultati ove
doktorske disertacije, u kojoj vise doze genisteina, ukljucujuéi i nize doze tokom prolongiranog
tova, nisu imale efekat na smanjenje gubitka kosStanog tkiva u poredenju sa kontrolnom grupom, u
saglasnosti su sa studijama u kojima je bifazni dozno-zavisni efekat genisteina uocen. Bifazni
dozno-zavisni efekat genisteina, u kojem nize doze genisteina ostvaruju pozitivni, a viSe doze ne
ostvaruju efekat na retenciju kostiju je pokazan u vise studija (Branca, 2003; Anderson i sar., 1998).
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Ovakav bifazni dozno-zavisni efekat najverovatnije je posledica istovremenog aktiviranja
estrogenih receptora i PPA receptora, koji u istim ¢elijama i tkivima mogu da pokrenu razlicite

procese (Branca, 2003).
6.11. Klani¢ni parametri brojlera nakon 42. i 58. dana tova

U ranijim istrazivanjma je pokazano da dodavanjem razli¢itih flavonoida, ukljucujuéi i izoflavone
genistein, daidzein ili njegov metabolit ekvol, 1 glicitein, ostvaruje se efekat na rast Zivotinja, prinos
1 kvalitet mesa. U eksperimentima Payne 1 sar. (2001a) veca koli¢ina izoflavona u hrani brojlera nije
uticala na randman, ali je povecala udeo mase grudi (% telesne mase), dok kod nizih koli¢ina
izoflavona nije uocen efekat na parametre trupa brojlera. Genistein u koli¢ini od 20 i 40 mg/kg
znacajno je povecao relativnu masu trupa brojlera bez koze (% telesne mase) nakon 42 dana tova,
dok na udeo mase bataka s karabatakom u zivoj masi brojlera nije uocen efekat suplementacije od
10 do 320 mg/kg genisteina (Rasouli i Jahanian, 2019). Genistein u koli¢ini od 5 mg/kg, kao i
kombinacija genisteina i hesperidina (5 mg; 1:4) znacajno su povecali masu toplog trupa, dok na
prinos mesa (randman) nije uocen efekat dodavanja ova dva flavonoida u hrani brojlera tokom 42
dana tova (Kamboh i Zhu, 2013a). Ekstrakt lucerke u hrani brojlera u koli¢ini od 5 do 15 mg/kg
tokom 42 dana tova nije uticao na randman i udeo mase bataka sa karabatakom izrazen prema
telesnoj masi na kraju tova brojlera, dok su vise doze (10 i 15 mg/kg) znacajno povecale udeo mase
grudi i smanjile udeo mase abdominalne masti (Ouyang i sar., 2016). Randman brojlera koji su u
hrani dobijali 10 i 20 mg/kg formononetina bio je veci nakon 42. dana eksperimenta, dok se udeo
mase grudi 1 bataka sa karabatakom nije razlikovao od kontrolne grupe brojlera nakon dva
eksperimentalna perioda (21. 1 42. dan) (Igbal i sar., 2013). Visoke doze genisteina u hrani
japanskih prepelica drzanih u termoneutralnim uslovima nisu uticale na masu trupa i na randman
nakon 42 dana eksperimenta, medutim 400 i 800 mg/kg genisteina pozitivno je uticalo na ova dva
klani¢na parametra kod prepelica koje su bile izlozene toplotnom stresu (Onderci i sar., 2004). Ovi
rezultati potvrduju da genistein zahvaljujuéi svojoj antioksidativnoj aktivnosti pozitivno uti¢e na
proizvodne performanse i karakteristike trupa kod Zivine izloZene ambijentalnom stresu. Kod
brojlera muskog i zenskog pola starih 49 dana, koji su dobijeni iz jaja u koje je injekciono sedmog
dana embrionalnog razvoja dodat ekvol u niskoj (20 pg) i visokoj dozi (100 ug), nisu uocene razlike
za parametre trupa kao Sto su masa bataka, masa masnog tkiva, relativna masa abdominalne masti,
masa miSiénog tkiva bataka, masa i1 povrSina miSi¢nog tkiva grudi. Znafajno veéa masa
abdominalne masti uocena je kod grupa brojlera muskog pola koje su dobile nisku i visoku dozu, a
kod brojlera zenskog pola samo nisku dozu ekvola in ovo, dok masa musculus gastrocnemius je bila
veéa kod grupe brojlera muSkog pola koja je dobila nisku dozu ekvola (Wei i sar., 2011).

Suplementacija od 0,3-1% klijale i fermentisane soje u hrani brojlera nije uticala na relativhu masu
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mesa grudi i mesa bataka izraZenu kao procenat Zive mase na kraju tova, dok za razliku od
prethodno navedene studije, relativna masa abdominalne masti bila je znacajno niza kod brojlera
koji su dobijali 1% klijale fermentisane soje u odnosu na negativnu 1 pozitivou kontrolnu grupu

(Lee i sar., 2010).

U saglasnosti sa prethodnim studijama, u ovoj doktorskoj disertaciji je takode uocen efekat
dodavanja visokih doza genisteina na prinos mesa brojlera tokom zavr$ne faze tova (21.-58. dan).
Masa trupa nakon klanja bila je znacajno viSa u svim oglednim grupama nakon prvog
eksperimentalnog perioda (42. dan), dok nakon produzenog tova masa trupa grupe koja je dobijala
600 mg/kg je bila najmanja. Ovi rezultati su podrzani i boljom telesnom masom brojlera nakon
suplementacije genisteinom tokom 21 dana, a najnizom telesnom masom brojlera O-III grupe na
kraju produzenog tova. S druge strane, prinos mesa (randman) bio je znacajno bolji u svim
oglednim grupama nakon produzenog tova (58. dan eksperimenta) (Tabela 5.13.). Mase delova
trupa (grudi, batak s karabatakom, leda, krila, vrat) nisu bile promenjene dodavanjem genisteina u
hrani brojlera za oba eksperimentalna perioda, sa izuzetkom mase grudi koja je bila visa u
genisteinom suplementiranim grupama nakon 42. dana eksperimenta (Tabela 5.14.), §to je u
saglasnosti sa boljom telesnom masom i masom trupa ovih brojlera za prvi eksperimentalni period.
Izracunavanjem udela mase grudi u masi trupa ova razlika se odrzala samo u grupi sa najviSom
koli¢inom genisteina (800 mg/kg) (Grafik 5.9.). Posledi¢no 1 masa mesa grudi i grudne kosti bila je
viSa u oglednim grupama nakon 42. dana tova (Tabela 5.15). Bolji prinos mesa grudi, pored toga §to
se dovodi u vezu sa veéom telesnom masom, moze se objasniti i povecanom mesnatos¢u trupa, $to
je u saglasnosti s rezultatima Cook (1998), gde je dodavanjem izoflavona u hrani znacajno
povecana masa miSi¢a trupa svinja, bez uticaja na masu masnog tkiva trupa. Pored vece mase
grudne kosti, uocena je i ve¢a masa kostiju bataka sa karabatakom u oglednim grupama 42. dana
eksperimenta i udela mase kostiju u masi trupa O-IV grupe brojlera 58. dana eksperimenta (Tabela
5.16.). Osim bolje telesne mase brojlera, ovi rezultati su u skladu 1 sa ve¢om apsolutnom masom
tibije nakon prvog eksperimentalnog perioda kod grupa brojlera koje su dobijale genistein u hrani, a
1 sa najveCom masom tibije u grupi koja je dobijala 800 mg/kg genisteina nakon drugog
eksperimentalnog perioda (Tabela 5.12.). Ovi nalazi dodatno idu u prilog tome da genistein
ostvaruje efekat na kostano tkivo brojlera povecavaju¢i masu 1 sadrzaj kalcijuma koji je detaljno
opisan u potpoglavlju 6.10. Masa koze i udeo mase koze bataka s karabatakom brojlera koje su
dobijale najvece koli¢ine genisteina u hrani (600 i 800 mg/kg) bile su znacajno manje u poredenju
sa kontrolnom grupom, §to se moze objasniti estrogenim efektom genisteina i posledicno
smanjenim deponovanjem masti u tkivima brojlera (Rasouli 1 Jahanian, 2019), ali 1

hipolipidemijskim efektom genisteina opisanom u potpoglavlju 6.5.
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Za razliku od prethodno navedenih studija, postoji i dosta istrazivanja u kojima efekat izoflavona
nije uocen na parametre prinosa mesa. Kod brojlera hranjenih uzeglim ribljim uljem u kasnoj fazi
tova (43.-63. dan), dodavanje 20 mg/kg sojinog izoflavona nije uticalo na relativnu masu (% telesne
mase na kraju tova) mesa grudi, bataka i abdominalne masti (Jiang i sar., 2007c). Nije uoCena
razlika u masi trupa nakon klanja, kao ni u prinosu mesa, kod 42 dana starih brojlera koji su u hrani
dobijali naringin ili hesperidin u koli¢inama od 0,75 i 1,5 g/kg hrane u odnosu na kontrolnu i grupu
suplementiranu vitaminom E (Goliomytis 1 sar., 2015). U studiji Simitzis i sar. (2011) hesperidin u
koli¢ini od 1,5 1 3 g/kg hrane tokom 40 dana takode nije ostvario efekat na apsolutnu masu trupa
brojlera nakon hladenja. Tokom 170 dana tova hrana na bazi sojine sacme bogata izoflavonima kod
svinja nije uticala na masu trupa, debljinu ledne slanine, udeo mase mesa, kostiju, masnog tkiva i
koze u masi trupa (Kuhn 1 sar., 2004). Prinos mesa i udeo mase grudi i mase bataka s karabatakom
u telesnoj masi brojlera nije bio znacajno promenjen dodavanjem 0,6 U/g B-glukozidaze u hrani
brojlera tokom Sest nedelja tova (Qian i sar., 2012). U studiji Pefia i sar. (2008) dodavanje
komercijalnog preparata koji sadrzi askorbinsku kiselinu i flavonoide rutin i kvercetin u koli¢ini od
250 do 1000 mg/kg tokom 33 dana, nije uticalo na udeo mase trupa, leda, grudi, bataka, karabataka,
krila, abdominalne masti i mesa grudi brojlera Zenskog pola. Nuhu (2010) dodavanjem proizvoda
lista biljke Moringa oleifera u hrani zeceva u koli¢ini od 5 do 20% tokom 12 nedelja eksperimenta

nije uocio razlike u masi toplog trupa i randmanu izmedu oglednih i kontrolne grupe.

Zahvaljuju¢i strukturnoj sli¢nosti sa endogenim estrogenom, izoflavoni se kao agonisti ili
antagonisti vezuju za ER, a pored hormonalnih mehanizma dejstva, na prinos mesa efekat ostvaruju
1 povecavajuci antioksidativni kapacitet zivotinja (Payne i sar., 2001a). Estrogenom aktivnoscu
smanjuju deponovanje masti u organizmu i povecavaju mesnatost trupova zivotinja (Rasouli i
Jahanian, 2019; Cook, 1998), pa se iz tih razloga mogu koristiti kao aditivi u hrani za Zivotinje.
Takode, smatra se da izoflavoni svoje efekte ostvaruju i preko razliitih mehanizama koji
moduliraju pankreati¢nu sekreciju insulina (Bhathena i Velasquez, 2002). Podaci koji se odnose na
prinos mesa dosta variraju u prethodno navedenim studijama, §to se moze pripisati koriS¢enju
razli¢itih flavonoida u eksperimentima, varijacijama u telesnoj masi, genetici ili uslovima gajenja

zivotinja (Goliomytis i sar., 2015).
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6.12. Vrednost pH i temperatura mesa grudi brojlera nakon 42. i 58. dana tova

Kvalitet Zivinskog mesa, narocito tokom procesa prerade, trenutno je od velike vaznosti s obzirom
da su u prodaji manje zastupljeni celi trupovi, ve¢ se vise konzumiraju delovi trupa i proizvodi od
zivinskog mesa. Kvalitet mesa u tehnoloskom procesu obrade podrazumeva dobar kapacitet
vezivanja vode (sposobnost vezivanja vode tokom skladiStenja), intenzitet i homogenost boje,
konzistenciju, ukus, odrzivost i prinos mesa nakon obrade. Kvalitet mesa je u bliskoj vezi sa padom
pH vrednosti u misi¢u post mortem, pa varijacije u stepenu pada pH vrednosti utiu i na varijacije u
kvalitetu mesa. Brzi pad pH vrednosti (<5,7), koji se kod zivine detektuje 45 min nakon klanja,
dovodi do pojave PSE mesa (pale, soft, exudative - bledo, meko, vodnjikavo) koje je bledo sa
smanjenim kapacitetom zadrzavanja vode. Niska pH vrednost izmerena 24 h nakon klanja Zivine
rezultuje “kiselim mesom” koje ima slicne nedostatke kao PSE meso, dok visoka pH vrednost mesa
24 h nakon klanja (>6,2) utic¢e na formiranje DFD (dark, firm, dry-tamno, ¢vrsto, suvo) mesa koje je
tamne boje sa kracom odrzivos¢u (Le Bihan-Duval 1 sar., 2008; Aksit 1 sar., 2006). U slucajevima
kada je pH mesa suviSe nizak, pocinje denaturacija proteina miofibrila i sarkoplazme, Sto uti¢e na
sposobnost vezivanja vode i povecanje L vrednosti boje povr§ine mesa, odnosno meso postaje bledo
na povsini i neprihvatljivo od strane potrosaca (Huff-Lonergan i Lonergan, 2005). U trenutku klanja
zivine, sadrzaj glikogena u miSi¢ima je visi od 53 nmol/kg, Sto je dovoljna koli¢ina kojom se
obezbeduje pad pH vrednosti obicno u opseg od 5,7 do 5,9 posle rigor mortisa (4 h post mortem)
nakon ¢ega ostaje nepromenjen, i na taj nacin se dobija Zeljeni kvalitet mesa (Barbut i sar., 2005).
Blagi porast pH vrednosti se moze ocekivati posle dugog skladistenja zbog formiranja baznih
jedinjenja (Souza, 2006). U miSi¢u post mortem glikogen, glukoza i glukozo-6-fosfat u procesu
anaerobne glikolize prelaze u laktat, a akumulacija laktata i oslobadanje protona hidrolizom
adenozin trifosfata dovodi do pada pH u misi¢u (Jiang i sar., 2007¢). Tokom stresa (npr. transport)

.....

neadekvatan, tako da pH ostaje visok, Sto negativno utice na kvalitet mesa (Kamboh i sar., 2019).

Vrednost pH, kao jedan od najvaznijih parametara kvaliteta mesa Zivine, dovodi se u vezu sa
razli¢itim faktorima stresa pre klanja, kao Sto su period gladovanja pre klanja, hvatanje, utovar,
transport 1 omamljivanje zivine (Kamboh i sar., 2019). Razli¢ita istrazivanja su pokazala da
suplementacija flavonoidima moze da ublazi Stetne posledice stresora sredine na kvalitet mesa
(najvise u fazama koje prethode klanju zivotinja), reguliSuci sintezu kateholamina i glukokortikoida

pre, i pH misi¢a nakon klanja (Gessner i sar., 2017).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je pH vrednost mesa grudi brojlera starih 42 dana

bila viSa u svim grupama koje su bile suplementirane genisteinom tokom zadnje faze tova, s tim da
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je znacajna razlika uocena samo u pH vrednosti 45 minuta nakon klanja izmedu grupa koje su
dobijale 400, 600 i 800 mg/kg genisteina i kontrolne grupe brojlera (Grafik 5.15.). U skladu sa ovim
rezultatima u razli¢itim studijama je pokazano da flavonoidi pozitivno uti¢u na pH vrednost,
odnosno povecavaju vrednost pH mesa i spre¢avaju nagli pad koji negativno uti¢e primarno na
sposobnost vezivanja vode i boju mesa. Vrednost pH 45 min nakon klanja rasla je u mesu grudi
bojlera dodavanjem u hrani genisteina i hesperidina pojedinac¢no, i u kombinaciji, tokom 42 dana,
ali sa znacajnom razlikom zabeleZenom samo u navec¢oj koli¢ini ova dva flavonoida (20 mg/kg,
1:4). U drugoj studiji 3 g/kg hesperidina znacajno je povecalo pH mesa grudi brojlera starih 40 dana
24 h nakon klanja (Simitzis i sar., 2011). Dodavanje 20 i 40 mg/kg izoflavona gliciteina u kasnoj
fazi, tokom produzenog tova, znacajno je povecalo pH vrednost mesa grudi 45 min nakon klanja
(Jiang 1 sar., 2007b). U studiji Pefia i sar. (2008) pH vrednost u mesu grudi brojlera nakon 1 h, 4 h i
24 h od klanja nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolne i grupa koje su dobijale visoke
koli¢ine preparata askorbinske kiseline i flavonoida (250-1000 mg/kg), medutim uoceno je da je

opadanje pH vrednosti bilo blaze u oglednim grupama brojlera.

Za razliku od prethodno navedenih studija i nalaza u ovoj doktorskoj disertaciji nakon prvog
eksperimentalnog perioda, nakon produzene suplementacije genisteina nije uocena razlika u pH
vrednosti mesa grudi brojlera 45 min, 24 h 1 48 h nakon klanja (Grafik 5.16.). U skladu sa ovim
nalazom, vrednost pH bila je nepromenjena u mesu grudi brojlera koji su tokom pet nedelja u hrani
dobijali klijalu i fermentisanu soju u koli¢ini od 0,3 do 1% (Lee i sar., 2010). Suplementacija
hesperidina ili naringina u hrani brojlera takode nije uticala na pH vrednost pektoralnog misica 24 h
nakon klanja (Goliomytis i sar., 2015). Sli¢no su pokazali i Goliomytis i sar. (2014) dodavanjem 0,5
1 1 g/kg kvercetina 1 Cao 1 sar. (2008) dodavanjem fermentisanog liS¢a Ginkgo biloba, s tim da je
pH vrednost nakon 24 h bio znacajno visi kod grupa koje su dobijale visoke koli¢ine lis¢a Ginkgo
biloba. Sojini izoflavoni u koli¢ini od 20 mg/kg nije znacajno uticao na pH vrednost mesa grudi
brojlera hranjenih uzeglim ribljim uljem tokom produzenog tova (43.-63. dan) (Jiang i sar., 2007¢).
Medutim u sledec¢oj studiji Jiang 1 sar. (2014), 40 mg/kg sojinog izoflavona tokom istog produzenog
tova znacajno je povecalo pH mesa brojlera nakon 24 i 48 sati skladiStenja. Ishrana bogata
izoflavonima u studiji Kuhn i sar. (2004) nije uticala na pH vrednost m. longissimus dorsi svinja
strarih 5,5 meseci 45 min nakon klanja. Razlike u pH vrednosti mesa grudi brojlera nisu uocene
izmedu kontrolne grupe i grupa koje su tokom Sest nedelja dobijale 5-15 mg/kg ekstrakta lucerke u
hrani (Ouyang i sar., 2016). Prosecna pH vrednost mesa svinja hranjenih hranom na bazi soje,
hranom sa dodatkom 20% graska i hranom sa dodatkom 18% boba takode je bila nepromenjena, u

granicama koje su uobicajne i1 koje ukazuju na adekvatnu acidifikaciju mesa (Gatta 1 sar., 2013). In

119



Diskusija
ovo aplikacija ekvola 7. dana embrionalnog razvoja u niskoj i visokoj dozi nije uticala na pH

vrednost mesa grudi brojlera starih 49 dana (Kamboh i sar., 2016).

Visi pH u mesu dovodi se u vezu sa manjom proizvodnjom mlecne kiseline u misi¢u post mortem,
odnosno mogué¢no$¢u misi¢ne ¢elije da ukloni produkte metabolizma, kao $to je mlecna kiselina,
koji dovode do pada pH vrednosti (Jiang 1 sar., 2007b; Raj i sar., 1992). Pokazano je da izoflavoni u
hrani brojlera povecavaju antioksidativni status brojlera i $tite skeletne misi¢ne ¢elije od sporednih
jedinjenja koja se stvaraju u metabolickim procesima, kao Sto je mlecna kiselina (Jiang i sar.,

2007b).

Znacajno visa temperatura misica grudi brojlera suplementiranih genisteinom u najvecoj kolicini
(800 mg/kg) moze se objasniti veCom apsolutnom masom grudi, ve¢im udelom mase grudi u masi
trupa, ve¢om apsolutnom masom mesa grudi i ve¢im udelom mase mesa grudi u masi trupa ove
grupe brojlera zbog cega je potrebno duze vreme hladenja da se postigne niza temperatura u mesu

grudi.
6.13. Sposobnost vezivanja vode (SVV)

Poznato je da su sposobnost vezivanja vode, kapacitet zadrzavanja vode i1 gubitak mase kuvanja od
velike vaznosti zbog toga Sto dosta uti¢u na finansijski aspekt industrije mesa. Meso koje ima nizu
vrednost SVV ima bolji izgled i vec¢u mekocu i1 so¢nost. Sa manjim gubitkom mesnog soka nakon
kuvanja, manji je gubitak esencijalnih minerala i vitamina, pa se samim tim povecava nutritivna
vrednost mesa (Yu i sar., 2005). Kapacitet zadrzavanja vode i SVV su u direktnoj vezi sa sadrzajem
intramuskularne masti i vode u mesu. Niza vrednost kapaciteta zadrzavanja vode, a visa SVV
vrednost, ukazuju na gubitak mesnog soka bogatog hemom 1 jedinjenjima koje uti¢u na ukus mesa.
Tako da gubitak mesnog soka, pored smanjene nutritivne vrednosti, uti¢e na fizicke karakteristike
(tvrdo 1 suvo meso), ukus i boju mesa (Luciano i sar., 2009). Kapacitet zadrzavanja vode u bliskoj
vezi je sa integritetom membrane miSi¢ne Celije, tako da stabilna sarkolema, koja zavisi od dobrog
antioksidativnog statusa, povecava kapacitet zadrzavanja vode u mesu. Izoflavoni pozitivni efekat
na ove parametre kvaliteta ostvaruju upravo povecanjem antioksidativnog kapaciteta (Kamboh i

sar., 2016).

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na pozitivni efekat genisteina u hrani brojlera tokom
prve faze finiSera na SVV vrednost mesa grudi u svim oglednim grupama, s tim da je najbolji efekat
postignut sa najviSom koli¢inom, 800 mg/kg genisteina u hrani (smanjenje za 59,77%) (Tabela
5.17.). Ovaj rezultat se moze dovesti u vezu i sa viSom pH vrednos¢u mesa grudi brojlera oglednih

grupa nakon prvog eksperimentalnog perioda (Grafik 5.15.). S produZzenim tovom pozitivni efekat
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genisteina na vrednost SVV uocen je u koli¢inama od 200, 400 i 600 mg/kg, dok grupa koja je
dobijala 800 mg/kg nije se znacajno razlikovala od kontrolne grupe (Tabela 5.17.).

U saglasnosti s ovim rezultatima, u studiji Jiang i sar. (2007b) kapacitet zadrzavanja vode mesa
grudi bio je blago poboljsan (za 17,24%) dodavanjem 40 mg/kg izoflavona tokom produzene faze
tova, dok u drugoj studiji Jiang i sar. (2007c) 20 mg/kg izoflavona znaajno je povecalo kapacitet
zadrzavanja vode mesa grudi brojlera. U studiji Jiang i sar. (2014) dodavanje od 10 do 80 mg/kg
sojinog izoflavona tokom produzenog tova znacajno je poboljSalo kapacitet zadrzavanja vode mesa
grudi brojlera starih 63 dana. Bolju vrednost SVV i manji gubitak vode kuvanjem uocili su i Cao i
sar. (2012) dodavanjem viSih koli¢ina proizvoda dobijenog fermentacijom liS¢a Ginkgo biloba.
Dodavanjem 0,6 U/g B-glukozidaze u hrani brojlera vrednost SVV bila je smanjena za 22% (Qian 1
sar., 2012), dok dodavanjem 15 mg/kg ekstrakta lucerke uocen je pad SVV vrednosti od 8,76%
(Ouyang i sar., 2016). Kao $to je napomenuto u prethodnom potpoglavlju, niska pH vrednost mesa
udruzena je sa smanjenim kapacitetom zadrzavanja vode, ve¢im SVV vrednostima i veéim
gubitkom mesnog soka nakon kuvanja, pa Jiang i sar. (2014) naglaSavaju vezu izmedu vise pH
vrednosti mesa, odnosno smanjene proizvodnje laktata u misi¢u post mortem, 1 boljeg kapaciteta

zadrzavanja vode u mesu.

U studiji Kamboh i Zhu (2013a) dodavanje genisteina i hesperidina, u ¢istoj supstanci i u
kombinaciji, u hrani brojlera tokom 42 dana znacajno je povecalo kapacitet zadrzavanja vode u
mesu grudi, ¢ime je pokazano da suplementacija ova dva flavonioda mogu potencijalno da smanje
negativne efekte stresogenih faktora na kvalitet mesa grudi brojlera. Lee i sar. (2010) su
dodavanjem od 0,3 do 1% klijale i fermentisane soje u hrani brojlera znacajno smanjili gubitak
mase kuvanja, a taj efekat su takode pripisali antioksidativnim svojstvima izoflavona koji odrzavaju
integritet membrane miSi¢nih Celija. Pored antioksidativnog efekta, pozitivni uticaj na SVV
vrednost mesa flavonoidi mogu da ostvare i preko imunomodulatorskog efekta uklju¢enog u
komponente humoralnog imunskog odgovora (Liao i sar., 2018; Middleton, 1996). Visoka doza
ekvola (100 pg) in ovo sedmog dana embrionalnog razvoja znacajno je smanjila vrednost SVV i
gubitak mase nakon kuvanja u uzorcima mesa grudi brojlera zZenskog pola starih 49 dana. Autori
navode da je pol klju¢ni faktor u regulatornom efektu maternalne suplementacije izoflavona na

kvalitet mesa (Kamboh i sar., 2016).

Postoje i studije u kojima flavonoidi u hrani nisu ostvarili efekat na ove parametre kvaliteta mesa.
Tako razli¢ite koncentracije hesperidina, naringina i kvercetina nisu uticale na gubitak mase
kuvanja mesa grudi brojlera (Goliomytis 1 sar., 2015; Goliomytis 1 sar., 2014; Simitzis i sar., 2011).

Liao 1 sar. (2018) dodavanjem flavonoida iz biljke Scutellaria baicalensis Georgi u koli¢ini od 120
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do 240 mg/kg nisu uvocili efekat na SVV vrednost mesa grudi brojlera. Ishrana svinja hranom sa
razli¢itom koli¢inom izoflavona nije znacajno uticala na SVV vrednost m. longissimus dorsi svinja
starith 170 dana (Kuhn i sar., 2004). Dodatno, najveca koli¢ina preparata askorbinske kiseline 1

flavonoida u hrani brojlera promovisala je ¢ak i najveci gubitak mase kuvanja (Pefia i sar., 2008).

Parametri gubitak mase kuvanjem i SVV zavise od razli¢itih faktora: starost, pol, ishrana, nacin
klanja, skladiStenje i temperatura (Lawrie, 1991). Novi podaci dobijeni izu¢avanjem antioksidanasa
poreklom iz biljaka mogu da budu od velike koristi u pronalaZzenju potencijalnih alternativa
neorganskim antioksidansima u hrani za Zivotinje kojima se prevazilaze problemi kvaliteta mesa

uzrokovani faktorima stresa pre klanja zivotinja.
6.14. Hemijski sastav mesa brojlera nakon 42. i 58. dana tova

Nutritivna vrednost mesa moze se odrediti na osnovu parametara kao Sto su sadrzaj i sastav
proteina, sadrzaj aminokiselina, sadrZaj masti, a dodatno i odredivanjem sadrzaja ugljenih hidrata,
minerala (K, P, Na) i vitamina (Suchy i sar., 2002). Kvalitet mesa zivine primarno se procenjuje na
osnovu hemijskog sastava i odnosa meso/mast u trupu. Hemijski sastav mesa Zivine, a najvise
sadrzaj proteina 1 masti, dosta varira u zavisnosti od vrste, provenijencije, starosti, pola i tipa misica,
odnosno funkcije odredenog tkiva. Tako npr. postoje razlike u sastavu belog i crvenog misiénog
tkiva, dok brojleri Zenskog pola imaju manji udeo vrednijih delova trupa i ve¢u masu grudi, a manju
masu karabataka u odnosu na brojlere muskog pola (Suchy i sar., 2002). Meso brojlera, zajedno sa
¢ure¢im mesom, karakteriSe se kao meso sa visokim sadrzajem proteina (23%), niskim sadrzajem
masti (3-8%), niskom energetskom vrednosc¢u (519-741 kJ/100 g), a visokim sadrzajem linolne, a-

linolenska i arahidonske kiseline (Suchy i sar., 2002).

Smatra se da su proteini najvaznije komponente mesa s nutritivnog i tehnoloSkog aspekta i da
sadrzaj proteina u mesu se nalazi u opsegu od 18 do 22%, ¢ime €ine najve¢i deo suve materije
mesa. Prema Simeonovova (1999) prosecan sadrzaj proteina u mesu grudi brojlera je 22%, dok u
mesu karabataka, koje sadrzi viSe masti, prosecan sadrzaj proteina je 17,2%. S druge strane, mast je
izuzetno vazna sa senzorskog aspekta zato $to je izvor brojnih aromati¢nih jedinjenja koja uticu na
ukus mesa. Utvrdena je znacajna negativna korelaciona zavisnost izmedu sadrzaja masti 1 sadrzaja
proteina u mesu, odnosno s ve¢im sadrZzajem masti, manji je sadrzaj proteina, i takvo meso prema

nutritivnim preporukama manje je pozeljno u ishrani ljudi (Suchy 1 sar., 2002).

U ovoj doktorskoj disertaciji suplementacija genisteinom nije znac¢ajno uticala na hemijski sastav
mesa grudi brojlera nakon prve faze eksperimenta, sa izuzetkom znacajno niZzeg sadrzaja proteina i

viSeg sadrzaja vode i pepela u grupi koja je dobijala 600 mg/kg (Tabela 5.18.). Nakon produzenog

122



Diskusija
tova, uocen je izrazeniji efekat, gde je u svim oglednim grupama sadrzaj proteina bio visi, a u
obrnutoj proporciji s ovim parametrom, sadrzaj masti je bio nizi u odnosu na kontrolnu grupu
brojlera. Sli¢ne razlike nakon produzenog tova uocene su i u hemijskom sastavu mesa karabataka, s
tim da je pad u sadrzaju masti bio viSe izraZen s porastom koli¢ine genisteina u hrani (za 56,53% u

grupi sa 800 mg/kg genisteina u odnosu na kontrolnu grupu) (Tabela 5.19.).

Izoflavoni vezujudi se za ER 1 ostvaruju¢i efekte sli¢ne estrogenu mogu da uticu na hemijski sastav
mesa, 1 ovaj parametar kvaliteta mesa u ranijim eksperimentima je izu€avan vise s aspekta prisustva
soje u hrani za zivotinje. Medutim o uticaju pojedina¢nih ¢istih supstanci izoflavona na hemijski
sastav mesa nema dovoljno podataka (D'Souza i sar., 2005; Dixon i1 Ferreira, 2002). Tako je npr.
pokazano da je sadrZaj masti u mesu kobije (Rachycentron canadum) znacajno rastao sa porastom
ucesca sojine satme u obroku, dok varijacije u sadrzaju pepela i proteina nisu pokazale odredeni
trend (Chou 1 sar., 2004). Supstitucijom sojine saéme graskom i bobom u hrani hemijski sastav
misi¢a m. longissimus lumborum svinja bio je izmenjen, pa je sadrzaj proteina i suve materije bio
znacajno visi u odnosu na kontrolnu grupu svinja (Gatta i sar., 2013). Izoflavoni u hrani pacova u
koli¢ini od 431, 862 1 1724 mg/kg tokom graviditeta samo kod potomaka zenskog pola znacajno su
povecali sadrzaj proteina trupa i miSi¢a zadnje noge (m. biceps femoris), ukazujuéi na generalno
anabolicki efekat, pri ¢emu izoflavoni ne ostvaruju efekat direktno na razvoj muskulature, ve¢

indirektno preko pol-zavisnog mehanizma (menjaju nivo androgena) (Cook, 1998).

Jedna od retkih studija koja nam pruZa informacije o uticaju pojedinacnih supstanci genisteina i
hesperidina na hemijski sastav mesa brojlera izvedena je od strane Kamboh i sar. (2016). U skladu
sa rezultatima ove doktorske disertacije nakon suplementacije genisteinom tokom 37 dana,
dodavanjem genisteina i hesperidina u ¢istoj supstanci, i u kombinaciji, povecan je sadrzaj proteina
u mesu grudi brojlera starih 42 dana, sa znacajnom razlikom u odnosu na kontrolnu grupu samo u
grupi sa najve¢om koli¢inom ova dva flavonoida (20 mg/kg, 1:4). U poredenju sa kontrolnom
grupom sve ogledne grupe, izuzev one koja je dobijala 5 mg/kg genisteina, imale su znacajno nizi
sadrzaj masti, sa najve¢im padom u grupi sa najviSom koli¢inom genisteina 1 hesperidina u hrani
(pad za 18,2%), dok suplementacija genisteina i hesperidina nije imala uticaj na sadrZaj vode 1

pepela u mesu grudi brojlera, $to takode podrzavaju rezultati ove doktorske disertacije.

Za razliku od navedenih povoljnih efekata flavonoida na hemijski sastav mesa, pokazano je da
genistein u koli¢ini od 500 do 3000 mg/kg tokom 6 i 12 meseci u hrani nije uticao na sadrzaj
proteina, pepela, masti i vode u filetima pastrmke (D'Souza i sar., 2005). Dodatno, razli¢ita koli¢ina
izoflavona u hrani svinja od 28. do 170. dana starosti takode nije uticala na hemijski sastav i sadrzaj

IGF-1R mRNA u m. longissimus dorsi (Kuhn 1 sar., 2004). Formononetin u hrani brojlera tokom 6
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nedelja nije uticao na sadrzaj proteina i vode u mesu grudi, dok je u nizoj dozi (10 mg/kg) pokazao
tendenciju ka padu sadrzaja masti u odnosu na kontrolnu grupu i grupu koja je dobijala 20 mg/kg

formononetina (Igbal i sar., 2013).

Pokazano je da flavonoidi u hrani za brojlere mogu efikasno menjati 1 masnokiselinski sastav mesa
tako Sto povecavaju sadrZzaj nezasi¢enih masnih kiselina ili ih Stite od oksidacije. Cao i sar. (2012)
su u mesu grudi smanjili ukupnu koli¢inu SFA (C16:0 1 C18:0), a povecali koli¢inu PUFA (C18:2,
C18:3 i C20:4) dodavanjem flavonoida dobijenih fermentacijom lis¢a Ginkgo biloba u hrani
brojlera. U studiji Kamboh i Zhu (2013c) suplementacija Ciste supstance genisteina i hesperidina
smanjila je sadrzaj holesterola i triglecirida 1 povoljno uticala na masnokiselinski sastav mesa grudi
brojlera (smanjen sadrzaj SFA 1 povecan sadrzaj PUFA, smanjen odnos n-6/n-3). Konzumiranjem
mesa ovakvog masnokiselinskog sastava smanjuje se rizik od nastanka koronarnih bolesti (Cao 1

sar., 2012).

6.15. SadrZzaj genisteina u mesu grudi brojlera

Kvalitet mesa zivotinja u velikoj meri zavisi od ishrane. Razli¢iti dodaci hrani za Zivotinje uti¢u na
hemijski sastav, masnokiselinski sastav, boju, teksturu, ukus i odrzivost mesa (Kamboh i sar.,
2019). Pored toga, aktivna jedinjenja poreklom iz hrane, izmedu ostalog i izoflavoni, imaju
potencijal da se deponuju u jestivim tkivima (meso i jaja) Zivotinja ¢ime se dobijaju namirnice sa
dodatom vredno$c¢u i na taj nacin povecava unos izoflavona koji mogu da ostvaruju povoljne efekte
na zdravlje potroSaca (Markovi¢ i sar., 2015; D’Souza i sar., 2005; Lin 1 sar., 2004). U vise
prethodnih studija pokazano je da jaja mogu da budu dobar izvor izoflavona u ishrani ljudi
(Akdemir 1 Sahin, 2009; Lin 1 sar., 2004; Saitoh 1 sar., 2001). U studiji Vargas Galdos (2009)
analiziranjem komercijalnih jaja utvrdeno je da je sadrzaj izoflavona bio u opsegu od 33 do 120
ng/100 g zumanceta jaja, dok dodavanjem suplemenata izoflavona u hrani nosilja tokom deset dana

kolicina izoflavona je dostigla vrednost do 998 pg/ 100 g Zumanceta.

Na bioraspolozivost izoflavona, od koje zavisi njihova koncentracija u tkivima zivotinja, uti¢e vise
faktora: sastav smeSe za ishranu, pol, hemijska forma jedinjenja i starost jedinke (Chen i1 Bakhiet,
2006). D’Souza 1 sar. (2005) dodatno navode da koncentracija genisteina u tkivu zavisi od vrste

zivotinje, tkiva, duzine davanja genisteina i nacina aplikovanja genisteina.

U zavisnosti od doze i izvora izoflavona u hrani, poluvreme eliminacije ovih jedinjenja iz plazme
preko bilijarne ili urinarne ekskrecije iznosi od 8 do 11 sati. Medutim jo§ uvek nema dovoljno
podataka o prisustvu 1 vrsti metabolita izoflavona u tkivu, odnosno nije dovoljno razjasnjeno u kojoj
meri odredeni organi mogu da koncentruju i deponuju metabolite izoflavona (Urpi-Sarda 1 sar.,

2008). U studiji Urpi-Sarda i sar. (2008) u tkivima ovaca utvrdeno je prisustvo izoflavona u formi
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glukuronida (daidzein i ekvol), dok su Chang i sar. (2000) utvrdili veliki udeo genisteina u formi

aglikona u tkivima pacova.

U eksperimentu Gatta i sar. (2013) pracena je koncentracija izoflavona u plazmi, svezem i kuvanom
mesu svinja hranjenih hranom sa razliitom koli¢inom izoflavona: hrana na bazi sojine sa¢me
(14,65 mg/kg genisteina), hrana u kojoj je deo sojine saéme zamenjen graskom (7,65 mg/kg
genisteina) i hrana u kojoj je deo sojine same zamenjen bobom (1,59 mg/kg genisteina). Nivo
genisteina u plazmi svinja bio je najnizi u grupi koja je u hrani dobijala grasak, Sto nije u relaciji sa
koncentracijom genisteina u ovako formulisanoj hrani. Takode, nivo genisteina u mesu bio je visi
kod svinja koje su dobijale hranu koja je imala nizi sadrzaj genisteina i genistina (bob), odnosno u
ovoj studiji nije uocen dozno-zavisni efekat koncentracije genisteina u hrani i plazmi i mesu svinja.
Za razliku od genisteina, koncentracija daidzeina u plazmi i mesu bila je u korelaciji sa nivoom
daidzeina i daidzina u hrani svinja. Nakon kuvanja, koncentracija daidzeina u mesu svinja opala je
za 70-85%, a genisteina za 58-87% od inicijalne koncentracije. Direktnu proporcionalnost izmedu
sadrzaja daidzeina i genisteina u hrani i koncentracije ova dva izoflavona u plazmi svinja starih 170

dana utvrdili su Kuhn i sar. (2004).

Kod pacova starih godinu dana koji su hranjeni visokim dozama genisteina 62, 154 i 308 mg/kg
tokom pet nedelja uocen je linarni dozno-zavisni porast koncentracije genisteina u m.
gastrocnemius (0,08, 0,11 1 0,35 nmol/g, pojedinacno), dok takav trend nije uocen kod pacova starih
dve godine koji su dobijali samo dve koncentracije (154 1 308 mg/kg) genisteina u hrani (0,32 1 0,33
nmol/g, pojedinacno) (Chen i Bakhiet, 2006). U istoj studiji pokazano je da je koncentracija
genisteina u jetri bila 75% visa u odnosu na m. gastrocnemius kod odraslih, bez uocenih razlika u
koncentraciji genisteina za ova dva tkiva kod starijih pacova, odnosno da se sa stroS¢u smanjuje
razlika u deponovanju genisteina u razli¢itim tkivima. Slicne koncentracije genisteina u jetri 1
miSicu kod starijih pacova ukazuju na izmenjen metabolizam ili iskoristivost genisteina, kao $to je
npr. povecano deponovanje genisteina u misicu ili povecana ekskrecija i razlaganje genisteina u
jetri. MozZe se zakljuciti da sa staroS¢u se smanjuje sistemska raspolozivost genisteina i efekti koje

ostvaruje u organizmu pacova (Chen 1 Bakhiet, 2006).

D’Souza i sar. (2005) su pratili moguénost deponovanja genisteina u mesu pastrmki nakon
suplementacije od 500, 1000 i 3000 mg/kg genisteina u hrani tokom 6 i 12 meseci. Pokazano je da
je koncentracija genisteina u filetima pastrmke znacajno zavisila od koli¢ine genisteina u hrani, sa
potvrdenom pozitivnom korelacionom zavisnos¢u za oba perioda uzgoja. Tako da je najveca
koncentracija genisteina (~5.4 pmol/mg) utvrdena u grupi koja je dobijala 3000 mg/kg genisteina,

dok u grupi pastrmki koja nije dobijala genistein u hrani, nije detektovan genistein u filetima.
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Dodatno je pokazano da koli¢ina genisteina deponovanog u filetima pastrmki se nije razlikovala
izmedu dva posmatrana perioda, odnosno da produzena suplementacija (12 meseci) nije uticala na

nivo genisteina u mesu.

Sadrzaj izoflavona u miSi¢nom tkivu pracen je kod razliitih Zivotinja, ali mali broj istrazivanja se
bavio moguénos¢éu deponovanja genisteina u mesu zivine. U ovoj doktorskoj disertaciji jedan od
ciljeva je bio da se utvrdi u kojoj meri visoke doze genisteina, nakon krac¢eg i produzenog vremena
davanja, preko hrane mogu da uticu na deponovanje metabolita genisteina u mesu grudi brojlera
starijih od 21. dana (tokom zavrSne faze tova). Pokazano je da unos hrane koja je sadrzala <20, 97,
213, 432 1 651 mg genisteina/kg tokom 21 dana 1 37 dana nije dovela do deponovanja genisteina do

nivoa detekcije (<5,6 nmol/kg) u mesu grudi brojlera (Grafik 5.18.).

U eksperimentu Vargas Galdos (2009) nosilje su dobijale hranu koja nije sadrzala soju, hranu sa
25% sojine sa¢me 1 hranu sa 25% sojine sa¢me 1 5 g/100 g hrane preparata izoflavona tokom 28
dana. To je bila prva studija u kojoj se pratila koncentracija izoflavona u tkivima zivine nakon
suplementacije izoflavona u hrani. U tkivima nosilja koje su dobijale hranu bez sojine saCme nije
utvrdeno prisustvo individualnih izoflavona: daidzein, glicitein, genistein i ekvol (bili su ispod
nivoa detekcije). U kontrolnoj grupi nosilja koje su dobijale 25% sojine sacme koncentracija
ukupnih izoflavona u jetri iznosila je 819 ug/100 g (genistein-115 pg/100 g). Genistein je u hrani
kontrolne grupe c¢inio 26% ukupnih izoflavona, dok je u tkivu jetre ¢inio samo 14% ukupnih
detektovanih izoflavona, §to pokazuje da genistein podleze ekstenzivnoj bakterijskoj degradaciji u
digestivnom traktu (Maubach i sar., 2006). Koncentracija ukupnih izoflavona u jetri, bubregu i srcu
nosilja hranjenih hranom koja je sadrzala 572,85 mg ukupnih izoflavona/100 g bila je 7162 ug/100
g, 3355 ng/100 g1 272 ng/100 g, pojedinacno. U mesu nosilja koncentracija daidzeina bila je 97
ng/100 g, dok genistein, ekvol 1 glicitein su bili ispod nivoa kvantifikacije, Sto je u saglasnosti sa

rezultatima ove doktorske disertacije.

Urpi-Sarda 1 sar. (2008) su u miSi¢u ovaca, koje su dnevno, tokom mesec dana, hranom unosile
157,6 mg/kg telesne mase izoflavona, utvrdili da je koncentracija ukupnih izoflavona bila niza od
10 nmol/g, a sveukupna distribucija metabolita izoflavona u tkivima je pokazala da ni u jednom
organu, izuzev bubrega, nema akumulacije ovih metabolita. Ovakvo meso ovaca obezbedivalo bi
oko 10 pg daidzeina i 80 pug ekvola na 100 g mesa, pa se ne moze smatrati potencijalnim izvorom
izoflavona u ishrani ljudi u poredenju sa hranom na bazi soje. Slicno su pokazali i D’Souza i sar.
(2005), koji su suplementacijom genisteina u koli¢ini od 500 do 3000 mg/kg utvrdili da je koli¢ina
genisteina u filetima pastrmke bila jedan stoti deo koliCine genisteina koja se nalazi u

komercijalnoj hrani na bazi soje kao $to su tofu i tempeh.
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Deponovanje estrogenu sli¢nih supstanci u tkivo odredeno je kompleksnim fizioloSkim i
biohemijskim procesima koji delimi¢no zavise od svojstva samog jedinjenja kao $to su lipofilnost,
veli¢ina molekula, afinitet prema plazmi 1 od intracelularnih proteina. Za estradiol je poznato da
najvaznije determinante koje definiSu njegovo deponovenje ukljucuju zastupljenost ER u tkivu i
afinitet vezivanja, vaskularnu permeabilnost, tkivo/krv koeficijent i ekstrahepati¢ni metabolizam,
dok je ulogu ovih faktora u slu¢aju metabolita izoflavona potrebno dodatno istraziti (Urpi-Sarda i

sar., 2008; Plowchalk 1 Teeguarden, 2002).
6.16. TBARS vrednost u mesu karabataka brojlera nakon dva eksperimentalna perioda

Jedan od bitnih indikatora kvaliteta i prihvatljivosti mesa i proizvoda od mesa je i oksidativna
stabilnost, odnosno odlaganje procesa oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima 1
trigliceridima, koji uti¢e na nastanak uzeglog ukusa i mirisa. Meso, pakovano aerobno i u
modifikovanoj atmosferi, idealan je medijum u kome su ispunjeni svi uslovi (prisustvo nezasi¢enih
masnih kiselina, kiseonika i hemijskih vrsta koje ubrzavaju reakciju, npr. gvozde) za razvoj
peroksidacije. U svinjskom 1 zivinskom mesu, koje sadrzi viSe nezasi¢enih masnih kiselina u
trigliceridima, kao i u mlevenom mesu, koje tokom prerade je viSe izloZzeno kiseoniku i reaktivnim
kiseoni¢nim vrstama, brze se razvija lipidna oksidacija (Faustman i sar., 2010). Komercijalno
zamrznuto meso tokom duzeg vremenskog perioda, u optimalnim fizickim i mikrobioloskim
uslovima, moze da bude nebezbedno za konzumaciju zbog formiranja malondialdehida (MDA),
koji je sekundarni proizvod lipidne peroksidacije poznat da moze da dovede do toksi¢nih i
mutagenih efekata. Praenjem koncentracije MDA moze se utvrditi nivo lipidne oksidacije u mesu
izazvane reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (Reitznerova i sar., 2017). U slucajevima kada nivo
slobodnih radikala prelazi celularni antioksidativni kapacitet javlja se citotoksi¢ni efekat na masne
kiseline i pokretanje lipidne peroksidacije u membranama Celija. Tako da inhibiranjem lipidne
peroksidacije i stvaranja MDA kod brojlera, primarno se §tite polinezasi¢ene masne kiseline koje su
najosetljivije prema oksidaciji u mesu (Kamboh i Zhu, 2013c). U razli¢itim in vitro i in vivo
studijama pokazano je da flavonoidi mogu znacajno da smanje stvaranje MDA u mesu Zivotinja
(Kamboh i sar., 2019; Reitznerova i sar., 2017). Kao §to je objasnjeno u prethodnom potpoglavlju
(6.7), povecanjem antioksidativnog statusa brojlera, povecava se oksidativna stabilnost mesa, §to je

bitno kako za potrosace, tako i za proces prerade mesa.

U prethodnim studijama je pokazano da flavonoidi koji se unose hranom mogu da produze
odrzivost mesa tako $to smanjuju lipidnu peroksidaciju i rast mikroorganizama kvara (Kamboh i
sar., 2019; Kamboh 1 sar., 2017; Goliomytis i sar., 2015). Jiang i sar. (2014) su dodavanjem

izoflavona u hrani brojlera u dozi od 10 do 80 mg/kg uocili linearni i kvadratni pad koli¢ine MDA u

127



Diskusija
mesu brojlera 72 h nakon klanja. Izoflavoni u hrani brojlera tokom produzenog tova u koli¢ini od
20 do 80 mg/kg znacajno su smanjili sadrzaj MDA u mesu grudi brojlera muskog pola (Jiang i sar.,
2007b). Ispitivanjem stepena oksidacije u mesu brojlera hranjenih uzeglim ribljim uljem, Jiang i sar.
(2007¢) su utvrdili da je sadrzaj MDA u mesu grudi brojlera bio smanjen za 45,54% dodavanjem 20
mg/kg izoflavona u hrani. Genistein u hrani u koli¢ini od 20 do 320 mg/kg znacajno je smanjio
sadrzaj MDA u mesu karabataka brojlera starih 42 dana (Rasouli i Jahanian, 2019). Dodavanje
genisteina u hrani pastrmki tokom 6 1 12 meseci u koli¢ini od 500 do 3000 mg/kg znacajno je
smanjilo TBARS vrednost u filetima za oba perioda sa potvrdenom obrnutom proporcionalno$éu
koncentracije genisteina u hrani i koncentracije MDA u mesu (D’Souza i sar., 2005). Hesperidin u
hrani brojlera u koli¢ini od 1,5 i 3 g/kg znacajno je odlozio lipidnu oksidaciju u mesu grudi brojlera
tokom 9 dana skladiStenja na temperaturi frizidera (do 4 °C) (Simitzis 1 sar., 2011). Da
antioksidativni efekat flavonoidi ne ostvaruju samo in vivo, ve¢ 1 post mortem, produzavajuci
odrzivost mesa pokazali su i Goliomytis i sar. (2014). U njihovoj studiji dodavanjem kverectina u
hrani brojlera znacajno je povecana oksidativna stabilnost mesa grudi (manja MDA vrednost) od 3.
do 9. dana skladistenja, a ovaj efekat su pripisali akumulaciji metabolita kvercetina, glukuronida 1

sulfonata, u mesu grudi brojlera.

Suplementacija naringina i1 hesperidina poboljSala je oksidativnu stabilnost mesa grudi i1 karabataka
1 smanjila sadrzaj MDA nakon Sest dana skladiStenja. Linearna dozna zavisnost izmedu koli¢ine ova
dva flavonoida i koncentracije MDA uocena je tokom Sest i devet dana skladiStenja na temperaturi
do 4 °C, i 120 dana na temperaturi do -20 °C (Goliomytis i sar., 2015). U studiji Kamboh i Zhu
(2013a) suplementacija genisteinom i1 hesperidinom na dozno-zavisni nain znacajno je smanjila
stvaranje MDA u mesu grudi brojlera nakon klanja i nakon 15 dana skladistenja. Pored uocenog
porasta sadrzaja MDA nakon 15 dana skladistenja, u svim oglednim grupama koje su dobijale
genistein i hesperidin, pojedinacno ili u kombinaciji, sadrzaj MDA bio je znacajno nizi u odnosu na

kontrolnu grupu.

Dozno-zavisni efekat dodavanja genisteina u hrani brojlera u koli¢inama od 200 do 800 mg/kg na
TBARS vrednost mesa karabataka tokom 9 meseci skladiStenja na temperaturi - 20 °C uocen je i u
ovoj doktorskoj disertaciji, narocito nakon produzene suplementacije. Najvisa koli¢ina genisteina u
hrani tokom 37 dana TBARS vrednost u mesu karabataka smanjila je za 44%, 52,27%, 39, 55% i
36,46%, nakon klanja, treceg, Sestog i devetog meseca skladiStenja, pojedinacno (Tabela 5.20.).
Svakako da svi prethodno navedeni parametri kvaliteta (pH 1 SVV) i promene koje su uocene u ovoj
doktorskoj disertaciji u mesu brojlera oglednih grupa govore u prilog uticaju genisteina na

oksidativnu stabilnost mesa.
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S druge strane, dodavanje klijale i fermentisane soje u koli¢ini od 0,3 do 1% nije uticalo na sadrzaj
MDA u mesu grudi brojlera nakon Sest nedelja tova (Lee i sar., 2010). U studiji Gatta i sar. (2013) u
rezultatima dobijenim probama kojima se odreduju markeri oksidativnog stresa u uzorcima krvi
nisu uocene razlike izmedu grupa svinja hranjenih hranom sa razli¢itim sadrZzajem izoflavona.
Flavonoidi iz biljke Scutellaria baicalensis Georgi u koli¢ini od 60 do 240 mg/kg nisu uticali na
sadrzaj MDA u mesu grudi broljera starih 42 dana (Liao i sar., 2017). U studiji Wei i sar. (2010) in
ovo aplikacija ekvola nije uticala na sadrzaj MDA u mesu grudi brojlera Zenskog pola starih 49
dana, medutim aktivnost SOD 1 GSH-Px je bila povecana u miSi¢u grudi. Preparat flavonoida 1
askorbinske kiseline u koli¢ini od 250 do 1000 mg/kg nije znafajno uticao na nivo MDA u
zamrznutom misic¢u karabataka brojlera starih 32 dana nakon 7 meseci skladiStenja na temperaturi -

18 °C (Pena i sar., 2009).

Kada se govori o uticaju izoflavona na oksidativnu stabilnost mesa, u obzir se mora uzeti njegov
uticaj na sveukupni antioksidatni kapacitet organizma. Kao $to je navedeno u potpoglavlju 6.7.
primarni antioksidativni mehanizam dejstva se =zasniva na povecanju aktivnosti enzima
antioksidativne zastite. Postoje studije u kojima se nije uocio efekat na koncentraciju MDA u mesu,
ali u kojima je uocen pozitivni efekat na aktivnost navedenih enzima u serumu, jetri i mi§i¢ima
zivine (Liao 1 sar., 2017; Wei 1 sar., 2010). Goliomytis i sar. (2015) navode da najverovatniji
mehanizam kojim polifenoli smanjuju nastanak MDA je heliranje Fe i Cu 1 menjanje njihove
koncentracije u misi¢ima. Dodatno, u razli¢itim studijama je pokazano da flavonoidi, ukljucijuéi i
genistein, ostvaruju manji antioksidativni efekat u poredenju sa a-tokoferolom (Goliomytis i sar.,
2015; Simitzis 1 sar., 2011; D’Souza i sar., 2005). Razlozi zbog kojih flavonoidi ostvaruju razliitu
efikasnost u inhibiranju lipidne oksidacije i smanjenju sadrzaja MDA u mesu mogu biti: razliciti
uslovi gajenja, optimalne doze, frekvencija hranjenja, duzina trajanja tretmana i razli¢iti uslovi

skladistenja mesa (Lee i sar., 2010).
6.17. Senzorska ispitivanja mesa grudi i bataka sa karabatakom

Prethodne studije koje su se bavile procenom uticaja razli¢itih ekstrakata biljaka na senzorski
kvalitet mesa su pokazale da dodavanje ovih antioksidanasa u hrani ne ostvaruje ili ostvaruje mali
efekat na senzorske karakteristike mesa, 1 da na ove parametre kvaliteta utiCu viSe indirektno, preko
razlicitih postmortalnih faktora (Kamboh i Zhu, 2013a). Malo je podataka u literaturi o uticaju Cistih
supstanci na senzorske karakteristike mesa piladi. U vecini studija koje su se bavile konkretno
flavonoidima u hrani, procena kvaliteta mesa, pored odredivanja pH, SVV, WHC i hemijskog

sastava, vrSena je 1 instrumentalnim merenjem boje mesa.
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Izgled i1 boja povrsSine mesa brojlera bitno utice na kupovne odluke potrosaca, tako da bledo meso je
najéeS¢e neprihvatljivo potroSacima. U slucaju oksidativnog/antioksidativnog disbalansa
metmioglobin moze da se oksiduje 1 transformise u druge fizioloske forme, pa antioksidansi u hrani
su se pokazali narocito efikasnim u odrzavanju adekvatne boje mesa brojlera. Misi¢ grudi brojlera
formira oksimioglobin nakon izlaganja vazduhu i ima vecu potrosnju kiseonika od crvenih misica,
tako da favorizuje formiranje metmioglobina na povrSini mesa (Kamboh i Zhu, 2013a). Stepen
diskoloracije mesa direktno zavisi od procesa oksidacije i enzimskih redukcionih sistema koji
kontroliSu nivo metmioglobina u mesu (Faustman 1 Cassens, 1989). Visa L* (lightness) vrednost
implicira povecano formiranje metmioglobina u mesu grudi (Kamboh i Zhu, 2013a). Prethodne
studije su pokazale da je kapacitet zadrzavanja vode u negativnoj korelaciji s L* 1 b* (yellowness)
vredno$¢u boje mesa grudi brojlera, dok je u pozitivnoj korelaciji sa a* (redness) vrednos¢u boje i

pH (Young i sar., 2003).

Jiang 1 sar (2007¢) su utvrdili znacajno visu a* vrednost boje mesa grudi brojlera dodavanjem 20
mg/kg, ukazujuéi da stepen oksidacije mioglobina u mesu moze biti smanjen suplementacijom
izoflavona u hrani brojlera. Jiang i sar. (2014) su dodatno pokazali da tokom skladiStenja je rasla a*
vrednost, a opadala L* vrednost boje mesa grudi brojlera sa rastom koli¢ine izoflavona u hrani, a
najbolji efekat je postignut sa 40 mg/kg izoflavona. U studiji Qian i sar. (2012) 1 Goliomytis 1 sar.

(2014) uocen je slican efekat B-glukozidaze i1 kvercetina u hrani na meso grudi brojlera.

Suprotno prethodno navedenim studijama L* vrednost boje mesa grudi brojlera bila je znafajno
povecana dodavanjem 40 i 80 mg/kg sojinih izoflavona u hrani tokom produzene faze tova (Jiang i
sar., 2007b). Zatim, in ovo aplikacija ekvola znacajno je smanjila udeo crvene (a* vrednost) i zute
boje (b* vrednost) kod brojlera Zzenskog pola starih 49 dana (Wei 1 sar., 2010). Sli¢no su pokazali 1
Payne i sar. (2001b) da sa porastom koli¢ine izoflavona u hrani linearno pada a* i b* vrednost boje

mesa.

U saglasnosti sa rezultatima senzorske analize ove doktorske disertacije, gde nije uocen efekat
suplementacije gensteina na boju mesa grudi i bataka sa karabatakom, razlika u boji mesa grudi
brojlera nije uo¢ena ni dodavanjem fermentisane i klijale soje, hesperidina, naringina, preparata
flavonoida iz biljke Scutellaria baicalensis Georgi, kombinacije flavonoida i1 askorbinske kiseline 1
proizvoda fermentisanog liS¢a Ginkgo biloba (Liao 1 sar., 2017; Goliomytis i sar., 2015; Cao i sar.,
2012; Simitzis i sar., 2011; Lee i sar., 2010; Pefia 1 sar., 2008). U studiji Gatta i sar. (2013) meso
svinja koje su u hrani dobijale razlicite koli¢ine izoflavona je opisano kao svetlo i bledo (visoka L*,

a niske a* 1 b* vrednosti), medutim bez razlika medu ispitivanim grupama (Gatta i sar., 2013).
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U jednoj od retkih studija u kojoj je pored instrumentalne, radena i senzorska ocena mesa, nije
uocena razlika u L*, a* i b* vrednostima boje fileta pastrmke nakon suplementacije genisteina u
kolic¢ini od 500 do 3000 mg/kg, kako nakon 6, tako i nakon 12 meseci eksperimenta (D’Souza 1 sar.,
2005). Takode, testom trougla panelisti nisu utvrdili znacajne senzorske razlike izmedu fileta

pastrmki koje su dobijale 0 1 3000 mg/kg genisteina.

Kvantitativnom deskriptivnom analizom u ovoj doktorskoj disertaciji nije uofen znacajan uticaj
suplementacije genisteina na senzorske karakteristike mesa grudi brojlera starih 42. dana. Nakon
prvog eksperimentalnog perioda je jasnije uocen pozitivan efekat visokih doza genisteina (600 i 800
mg/kg) na ukus, mekocu, socnost i ukupnu prihvatljivost mesa bataka sa karabatakom (Tabela 5.21.
1 5.22.). Nakon produzZene suplementacije genisteina uzorci mesa grudi brojlera oglednih grupa bile
su bolje ocenjene za miris, mekocu i so¢nost, a uzorci bataka s karabatakom za mekocu i socnost u
poredenju s kontrolnom grupom brojlera. Najbolje ocene ukupne prihvatljivosti za uzorke mesa
grudi 1 bataka s karabatakom dobile su grupe koje su bile suplementirane sa 400 i 800 mg/kg
genisteina (Tabela 5.23.15.24.).

U skladu s ovim rezultatima, Igbal i sar. (2013) su senzorskom analizom utvrdili da je meso grudi
kontrolne grupe brojlera bilo znacajno tvrde u poredenju sa mesom grudi brojlera suplementiranih
sa 10 1 20 mg/kg formononetina, dok nisu utvrdene razlike izmedu grupa za teksturu, miris, boju,
ukus, soc¢nost 1 osecaj u ustima. Ukupna prihvatljivost mesa grudi bila je znacajno bolje ocenjena za

grupu koja je u hrani dobijala 10 mg/kg u odnosu na kontrolnu i grupu sa 20 mg/kg formononetina.

Tekstura je najverovatnije glavni i1 kriticni faktor kvaliteta koji najviSe utiCe na prihvatljivost
zivinskog mesa od strane potroSaca (Fletcher, 2002). Tekstura kuvanog mesa uglavnom zavisi od
miofibrilarnog sastava 1 kolagena, dok na socnost i ukus najviSe uticu sadrzaj vode i
intramuskularne masti zadrzane u mesu nakon kuvanja (Li i sar., 2009). Izoflavoni pozitivno uticu
na SVV i kapacitet zadrzavanja vode, ¢ime se pored povecanja nutritivne vrednosti, pozitivno utice
1 na boju, mekocu, so¢nost 1 ukus mesa (Qian 1 sar., 2012; Wei i sar., 2010). Bolje ocene za mekocu
1 sofnost mesa sa smanjenim sadrZzajem masti, uo¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji, pokazuju da
genistein ima potencijal da poboljsa senzorski kvalitet zivinskog mesa sa smanjenim sadrzajem
masti koje se smatra nutritivno povoljnijim 1 pozeljnim u ishrani ljudi (Igbal i sar., 2013). Moze se
zakljuciti da uticuéi pozitivno na kvalitet mesa brojlera (postepeni pad pH vrednosti, povecana
sposobnost vezivanja 1 zadrzavanja vode, poveéan sadrzaj proteina, a smanjen sadrzaj masti,
inhibicija lipidne peroksidacije), suplementacijom izoflavona u hrani posledi¢no se moze poboljsati

1 senzorski kvalitet mesa, primarno socnost i mekoca.
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Matsuura i sar. (1989) smatraju da genistein i daidzein mogu biti glavna jedinjenja koja odreduju
objektivni ukus sojinog mleka. Robinson i sar. (2005) su utvrdili da neobucéeni ocenjivaci ne mogu
da osete ukus genisteina u koncentraciji nizoj od 4,006 x 10 M u skrobnim rastvorima. Smatra se
da genistein zbog svog gorkog ukusa moze da uti¢e na stvaranje nepozeljnog ukusa u hrani na bazi
soje (Okubo i sar., 1992). Medutim nije uoc¢ena pojava takvog ukusa u mesu nakon suplementacije
genisteinom u ovoj doktorskoj disertaciji i studijama D’Souza i sar. (2005) i Kamboh i Zhu (2013a),
pa se moze smatrati da genistein u hrani ne¢e negativno uticati na ukus i prihvatljivost mesa
brojlera. Dodatno, sadrzaj genisteina je 6,06 mg, a daidzeina 4,45 mg u 100 g sojinog mleka
(USDA, 2008), dok je u prethodnim studijama, ukljucujuéi i ovu doktorsku disertaciju, sadrzaj
genisteina bio dosta nizi ili ispod nivoa detekcije (Vargas Galdos, 2009; D’Souza i sar., 2005).

6.18. Izracunavanje ekonomicnosti proizvodnje brojlera u zavrs$noj fazi tova

Ispitivanje ekonomicnosti proizvodnje 1 isplativosti dodavanja preparata genisteina u hrani brojlera
tokom zavrSne i produzene faze tova pokazalo je da je sa porastom koli¢ine genisteina u hrani rasla
cena kostanja, a finansijski rezultat i koeficijent ekonomi¢nosti opadao, sa izuzetkom O-III grupe
brojlera koja je imala najloSije finansijske pokazatelje nakon produzenog tova (Tabela 5.26.).
Neisplativost ovakve proizvodnje se primarno moze objasniti visokom cenom preparata Cistog
ekstrakta genisteina i visokim dozama koje su koris¢ene u ovom eksperimentu. Razlika u ceni hrane
izmedu grupa je bila velika, a znacajne razlike u konzumaciji hrane izmedu oglednih i1 kontrolne
grupe nisu uocene, pa su posledicno ukupni troSkovi bili uveéani do 54,51% (O-IV grupa).
Sagledavanjem proizvodnih rezultata brojlera, upotreba genisteina u hrani u koli¢ini od 200 do 800
mg/kg nakon produzenog tova bila je manje isplativa od komercijalnog tova. S obzirom da se radi o
specificnom proizvodu, za potrebe ovog eksperimenta je kupljena mala koli¢ina ovog preparata,
ukoliko bi se nabavljale vece koli¢ine i1 ukoliko bi cena bila dogovorena, verovatno bi cena bila i
povoljnija. I1zoflavoni su kao komercijalni aditivi u hrani za zivotinje poceli da se koriste u Kini

(Zhengkang i sar., 2006).

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je da se utvrdi moguénost deponovanja genisteina u
tkivu brojlera, pa s obzirom da je genistein bio ispod nivoa detekcije u mesu grudi brojlera, ni s
ovog aspekta nema ekonomske opravdanosti suplementacije visokih doza genisteina u hrani

brojlera.

Suplementacija genisteinom u ovoj doktorskoj disertaciji nije dovela do obogacenja mesa brojlera
jedinjenjem koje ostvaruje pozitivni efekat na zdravlje ljudi i imala je varijabilan efekat na
proizvodne rezultate brojlera. Medutim s druge strane ostvarila je uticaj na razliCite parametre
zdravlja brojlera (kardiovaskularni sistem, morfometriju tankog creva, mikrobiotu cekuma,
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antioksidativni kapacitet, kvalitet kostiju) i1 prinosa i kvaliteta mesa (pH vrednost, SVV, hemijski
sastav mesa, odrzivost i senzorske karakteristike) u razli¢itim fazama eksperimenta koje bi trebalo
uzeti u obzir pri sagledavanju ekonomicnosti proizvodnje. Na osnovu dobijenih rezultata za sve
navedene parametre moze se zakljuciti da genistein ne bi trebalo da prelazi koli¢inu od 400 mg/kg
hrane. Medutim potrebna su dodatna istrazivanja kojima bi se detaljnije potvrdila opravdanost i

racionalizovala upotreba ovih doza genisteina u zavr$noj i produzenoj fazi tova brojlera.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeci zakljucci:

1.

Hemijski sastav potpunih smeSa za ishranu brojlera kontrolne i oglednih grupa (grupa sa
dodatim genisteinom) u svim fazama konvencionalnog tova (do 42. dana-prvi period), kao i
za produZeni tov (do 58. dana-drugi period) nije se razlikovao, odnosno bio je izoproteinski i
izoenergetski izbalansiran. Sadrzaj genisteina u potpunim smeSama za ishranu brojlera
povecao se srazmerno povecanju dodate koli¢ine genisteina. KoriS¢enim testovima nije

utvrdeno da dodavanje genisteina povecava antioksidativnu aktivnost hrane za brojlere.

Dodavanje preparata genisteina u koli¢ini od 400 i 600 mg/kg hrane rezultiralo je veCom
(P<0,05) telesnom masom u odnosu na kontrolnu grupu brojlera tokom prvog perioda, s tim
da navedeni trend nije uo¢en nakon produzenog tova. Tokom prvog perioda uocen je veci
(P<0,05) ukupni 1 dnevni prirast kod grupa brojlera koje su putem hrane dobijale vece

koli¢ine preparata genisteina (400, 600 1 800 mg/kg).

Grupe brojlera koje su u hrani dobijale vece koli¢ine genisteina (600 i 800 mg/kg) ostvarile
su 1 bolju (P<0,05) konverziju tokom prvog perioda tova u odnosu na brojlere kontrolne
grupe, dok je nakon produZenog tova najbolju konverziju ostvarila grupa brojlera koja je
suplementirana najve¢om koli¢inom genisteina (800 mg/kg). Dodavenje preparata

genisteina u hrani za brojlere nije uticalo na konzumaciju hrane.

Na kraju prvog perioda, kao i produzenog tova, nisu utvrdene razlike u koncentraciji
ukupnog serumskog holesterola oglednih i kontrolne grupe brojlera. Posle prvog perioda
tova koncentracija triglicerida u krvi oglednih grupa brojlera bila je niza (P<0,05) od
koncentracije triglicerida u kontrolnoj grupi brojlera, a posle produzenog tova bila je visa
(P<0,05) kod oglednih grupa koje su u hrani dobijale najvece koli¢ine (600 mg/kg, odnosno
800 mg/kg) genisteina.

Na kraju prvog perioda, kao 1 posle produzenog tova, nije utvrdena razlika izmedu prosec¢nih
masa jetre oglednih i1 kontrolne grupe brojlera. Samo posle prvog perioda tova prosec¢na
masa srca, odnosno slezine, bila je veca (P<0,05) kod oglednih grupa brojlera. Utvrdeno je
da je masa jajnika posle produzenog tova bila veca (P<0,05) kod oglednih grupa u odnosu

na kontrolnu grupu brojlera.

Posle prvog perioda tova nije uocena razlika u sadrzaju ukupnih proteina i aktivnosti enzima

antioksidativne zaStite jetre, sa izuzetkom enzima GSH-Px ¢ija aktivnost je bila manja

(P<0,05) u grupi brojlera koja je u hrani dobijala 600 mg/kg genisteina. Nakon produzenog
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tova sadrzaj ukupnih proteina bio je manji (P<0,05), a aktivnost enzima SOD, CAT i GSH-
Px veca kod ogledne grupe brojlera koja je u hrani dobijala 200 mg/kg genisteina u odnosu

na kontrolnu 1 ostale ogledne grupe brojlera.

U duodenumu nakon prvog perioda uocen je pozitivan efekat suplementacije genisteina u
hrani oglednih grupa brojlera na visinu resice, dubinu kripti i odnos visina resice/dubina
kripti (P<0,05), a nakon produZenog tova ovaj efekat je uoCen na dubinu kripti i odnos
visina resice/dubina kripti (P<0,05). ViSe i Sire recice, pli¢e kripte i povoljniji odnos visina
resice/dubina kripti (P<0,05) u jejunumu utvrden je kod brojlera koji su dobijali genistein u
hrani tokom produzene faze tova. U ileumu, suplementacija genisteinom nakon oba perioda,
smanjila je visinu resica i odnos visina resice/dubina kripti (P<0,05), a najniZze vrednosti

(P<0,05) ovih parametra uocene su u grupi brojlera koja je dobijala 600 mg/kg genisteina.

Dodavanje preparata genisteina u hrani za brojlere nije uticalo na ukupan broj BMK u
cekumu nakon prvog perioda, s tim da je najmanji broj bakterija utvrden u grupi brojlera
koja je putem hrane dobijala 200 mg/kg genisteina. Nakon produzenog tova, dodavanje
vecih koli¢ina genisteina (400, 600 i 800 mg/kg hrane) rezultiralo je ve¢im (P<0,05) brojem

BMK u odnosu na brojlere kontrolne grupe.

Posle prvog perioda tova kod oglednih grupa brojlera utvrdena je veca (P<0,05) masa tibije i
veéi (P<0,05) sadrzaj pepela i kalcijuma u kostima. Kod oglednih grupa brojlera, posle
produzenog tova, sadrzaj pepela i kalcijuma u kostima bio je manji (P<0,05) u odnosu na

kontrolnu grupu brojlera.

Utvrdeno je da su ogledne grupe brojlera posle prvog perioda, kao i posle produzenog tova,
imale bolje (P<0,05) parametre prinosa mesa (masa trupa, masa grudi, masa bataka sa

karabatakom i njihova zastupljenost u masi trupa).

Posle prvog perioda tova pH vrednost mesa grudi brojlera oglednih grupa merena 45 minuta
nakon klanja bila je visa (P<0,05) od pH vrednosti mesa grudi brojlera kontrolne grupe.
Razlike nisu utvrdene 24 1 48 sati posle klanja (P>0,05). Nisu utvrdene razlike izmedu pH
vrednosti (merene 45 minuta, 24 1 48 sati posle klanja) mesa grudi oglednih i kontrolne
grupe brojlera posle produzenog tova. Posle prvog perioda, kao i posle produzenog tova,

utvrdena je vecéa (P<0,05) sposobnost vezivanja vode mesa grudi oglednih grupa brojlera.

Posle prvog perioda nisu uocene razlike u hemijskom sastavu mesa grudi i karabataka
izmedu kontrolne i oglednih grupa brojlera, izuzev manjeg (P<0,05) sadrzaja proteina i
veceg (P<0,05) sadrzaja vode u mesu grudi brojlera suplementiranih sa 600 mg/kg
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genisteina. Nakon produZenog tova utvrdeno je da je sadrzaj proteina u mesu grudi brojlera
oglednih grupa bio veéi, a sadrzaj vode i masti manji (P<0,05) u odnosu na meso grudi
kontrolne grupe brojlera, dok je za isti period u mesu karabataka uocen nizi (P<0,05) sadrzaj

masti u oglednim u odnosu na kontrolnu grupu brojlera.

Sadrzaj metabolita genisteina u mesu grudi oglednih i kontrolne grupe brojlera bio je posle
prvog perioda tova, kao 1 posle produzenog tova, ispod granice kvantifikacije (5,6 nmol/kg

mesa).

Nakon prvog perioda utvrdeno je da je sadrzaj malondialdehida u mesu karabataka grupa
suplementiranih sa 400 1 800 mg/kg genisteina bio manji (P<0,05) posle tri, Sest, odnosno
devet meseci skladiStenja zamrzavanjem nego u mesu karabataka kontrolne grupe brojlera,
dok nakon produzenog tova, za iste intervale skladiStenja, sadrzaj malondialdehida bio je

nizi (P<0,05) u mesu karabataka svih oglednih grupa u odnosu na kontrolnu grupu brojlera.

Senzorskom analizom je utvrdeno da je meso grudi i bataka sa karabatakom grupa brojlera
koje su u hrani dobijale genistein bilo bolje ocenjeno (P<0,05) za mekocu 1 so¢nost. Najvise
ocene (P<0,05) za prihvatljivost dobile su grupe suplementirane sa 600 1 800 mg/kg
genisteina nakon prvog perioda tova, i grupe suplementirane sa 400 1 800 mg/kg genisteina

nakon produZenog tova.

Dodavanje genisteina u hrani brojlera povecalo je troSkove hrane, ukupne troSkove i
vrednost proizvodnje. Finansijski rezultat je bio pozitivan za prvi period, a negativan za
produzeni tov brojlera svih oglednih grupa. Posle prvog perioda najmanji koeficijent
ekonomicnosti utvrden je kod grupe brojlera koja je u hrani dobijala 800 mg/kg genisteina, a

nakon produzenog tova kod grupe brojlera koja je dobijala 600 mg/kg genisteina u hrani.
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9. PRILOZI

Prilog A

Proizvodni rezultati

Tabela 1. Telesne mase piladi 1., 10., 21., 42. 1 58. dana tova

Prilozi

Mere varijacije
Grupa n g Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin \ Xmax Ve
1. dan
| 360 44,11 | 425 | 022 | 4367 | 44,55 9,63
10. dan
| 360 [343,10 | 32,04 | 170 | 183 | 419 9,37
21. dan (n=6x12)

K 72 966,90 57,12 6,73 869 1125 5,91
O-1 72 980,30 46,25 5,45 900 1096 4,72
O-I1 72 993,30 68,45 8,07 895 1131 6,89

O-111 72 971,90 52,38 6,17 880 1095 5,39
O-1V 72 979,40 57,15 6,74 900 1101 5,84
42. dan (n=6x12)

K 72 2623 34740 | 40,94 2017 3252 13,24
O-1 72 [2727 28120 | 33,15 2390 3301 10,31
O-11 72 2847° 32290 | 38,05 2406 3477 11,34

O-111 72 [ 2781° 35490 | 41,83 2130 3397 12,76
O-1V 72 2772 32720 | 38,56 2243 3360 11,80
58. dan (n=6x6)

K 36 | 4021 396,80 | 66,13 3450 4690 9,87
O-1 36 | 4029 516,50 86,09 3260 5040 12,82
O-11 36 | 4122 401,40 | 66,89 3400 4740 9,74

O-111 36 3835 536,80 89,47 2770 4665 14,00
O-1V 36 | 4095 475,00 | 79,16 3500 4820 11,60

Legenda: Ista slova °-P<0,05
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Tabela 2. Prose¢an ukupni prirast brojlera u toku 58 dana tova

Prilozi

g Mere varijacije
Grupa n _ Iv
b X Sd Se Xmin ‘ Xmax Cv%
1-10. dan
1360 | 299,00 | 2827 | 149 | 150,00 | 367,00 | 945
11-20. dan
1360 | 635,30 | 3224 | 1,70 | 577,00 | 745,00 | 5,07
21-42. dan (n=6x12)
K 72 1656 292,90 34,52 1138 2180 17,69
O-1 72 1747 237,50 27,99 1480 2229 13,60
O-II 72 1854 257,30 30,32 1499 2357 13,88
O-111 72 1809° 305,10 35,96 1236 2371 16,87
O-1V 72 1793¢ 272,90 32,16 1343 2260 15,22
43-58. dan (n=6x6)
K 36 1293° 221,70 36,95 996 1734 17,15
O-1 36 1298° 259,90 43,32 866 1849 20,03
O-II 36 1323¢ 173,10 28,85 984 1589 13,08
O-111 36 11392bed 264,10 44,01 640 1574 23,19
O-1V 36 1407¢ 171,90 28,65 1186 1765 12,22
Legenda: Ista slova *>*4-P<(0,05
Tabela 3. Prose¢na ukupna konzumacija brojlera u toku 58 dana tova
G g Mere varijacije
rupa n Iv
b X Sd Se Xmin | Xmax Cv%
1-10. dan
1360 | 341,40 | 688 | 126 | 32730 | 351,10 | 201
11-20. dan
1360 | 847,30 | 66,47 | 12,14 | 72430 | 97830 | 7,84
21-42. dan (n=6x12)
K 6 3236 250,60 102,30 2859 3524 7,74
O-1 6 3133 214,70 87,63 2875 3451 6,85
O-1I 6 3293 308,00 125,70 2918 3636 9,35
O-1II 6 2964 230,60 94,12 2614 3211 7,78
O-1V 6 2959 206,00 84,12 2701 3205 6,96
43-58. dan (n=6x6)
K 6 3460 305,20 124,60 3036 3792 8,82
O-1 6 3251 256,30 104,70 2964 3564 7,88
O-II 6 3484 376,20 153,60 3064 3971 10,80
O-1II 6 3282 294,80 120,30 2975 3774 8,98
O-1V 6 3332 244,00 99,63 3037 3707 7,32
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Tabela 4. Prose¢na konverzija hrane brojlera u toku 58 dana tova

Prilozi

Mere varijacije
Grupa n < Iv
P X Sd Se Xmin | Xumax Cv %
1-10. dan
1360 | 1,143 | 0,026 | 0005 | 1,00 | 118 2,30
11-20. dan
1360 | 1,333 | 0,007 | 0,020 | 1,140 | 1,560 8,02
21-42. dan (n=6x12)
K 6 1,957 0,150 0,061 1,73 2,12 7,65
O-1 6 1,793 0,113 0,046 1,66 1,96 6,30
O-II 6 1,777 0,166 0,068 1,57 1,95 9,35
O-111 6 1,638 0,120 0,049 1,46 1,78 731
O-1V 6 1,648" 0,112 0,046 1,51 1,78 6,80
43-58. dan (n=6x6)
K 6 2,677 0,202 0,083 2,35 2,96 7,55
O-1 6 2,503 0,080 0,033 2,38 2,60 3,21
O-II 6 2,632 0,230 0,094 2,37 2,94 8,74
O-lI1 6 2,877 0,190 0,078 2,68 3,22 6,62
O-1V 6 2,370 0,156 0,064 2,18 2,64 6,57

Legenda: Ista slova *>¢-P<0,05
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Prilog B

Biohemijske analize krvnog seruma

Tabela 1. Holesterol 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa mmol/l Tv
~ [}
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 3,42 0,20 0,08 3,16 3,60 5,83
O-1 2,81 0,37 0,15 2,16 3,26 13,37
O-I1 2,97 0,46 0,19 2,37 3,56 15,47
O-III 3,19 0,56 0,23 2,64 4,26 17,56
O-1v 3,11 0,34 0,14 2,50 3,40 10,93
Tabela 2. Holesterol 58. dan
Grupa mmoll Mere varij ac1IJ ‘e,\,
~ [}
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 3,36 0,33 0,13 2,77 3,64 9,68
O-1 2,77 0,23 0,09 2,53 3,08 8,22
O-11 3,10 0,36 0,15 2,62 3,61 11,67
O-I11 3,22 0,40 0,16 2,58 3,61 12,37
O-1v 3,30 0,53 0,22 2,29 3,85 16,03
Tabela 3. Trigliceridi 42. dan
Mere varijacije
Grupa mmol/l Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 0,502bed 0,07 0,03 0,40 0,57 14,27
O-1 0,352 0,10 0,04 0,19 0,48 29,30
O-11 0,34° 0,05 0,02 0,27 0,38 13,45
O-II1 0,30°¢ 0,08 0,03 0,20 0,43 27,48
O-1v 0,31¢ 0,07 0,03 0,21 0,39 23,35
Legenda: Ista slova #>%9-P<0,05
Tabela 4. Trigliceridi 58. dan
Mere varijacije
Grupa mmol/l Iv °
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 0,312 0,03 0,01 0,27 0,35 10,40
O-1 0,40 0,03 0,01 0,37 0,45 6,95
O-11 0,39 0,05 0,02 0,35 0,49 13,76
O-II1 0,422 0,06 0,03 0,33 0,51 14,83
O-1v 0,43° 0,09 0,04 0,36 0,58 19,89

Legenda: Ista slova *°-P<0,05
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Prilog C

Masa unutrasnjih organa

Tabela 1. Masa jetre, 42. dan tova

Prilozi

Mere varijacije

g
Grups X Sd Se Xmin IV Xmax Cv %
K 41,60 5,18 1,34 34,00 53,00 12,45
O-1 44,00 7,36 1,90 28,00 59,00 16,72
O-11 45,07 7,64 1,97 33,00 61,00 16,95
O-111 46,07 5,16 1,33 37,00 54,00 11,20
O-1V 47,87 6,63 1,71 33,00 57,00 13,85
Tabela 2. Masa jetre, 58. dan tova
Mere varijacije
Grupa % Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 63,07 12,82 3,31 43,00 99,00 20,33
O-1 60,07 9,15 2,36 45,00 78,00 15,23
O-11 58,40 7,06 1,82 47,00 69,00 12,09
O-111 57,20 9,72 2,51 38,00 72,00 16,99
O-1V 56,60 10,45 2,70 43,00 74,00 18,46
Tabela 3. Masa slezine, 42. dan tova
Mere varijacije
Grupa % Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 2,133% 0,352 0,091 2 3 16,49
O-1 2,067° 0,258 0,067 2 3 12,49
O-11 2,267°¢ 0,704 0,182 1 4 31,05
O-111 2,3334 0,617 0,159 2 4 26,45
O-1vV 3,8672¢d 1,187 0,307 2 5 30,70
Legenda: Ista slova »>¢4-P<(,05
Tabela 4. Masa slezine, 58. dan tova
Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 3,800 1,014 0,262 3 6 26,69
O-1 3,933 1,100 0,284 2 6 27,96
O-11 3,867 1,187 0,307 2 6 30,70
O-111 3,800 1,146 0,296 2 6 30,17
O-1V 3,400 1,056 0,273 2 5 31,05
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Tabela 5. Masa srca, 42. dan tova

Prilozi

Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 12,27% 2,79 0,72 8 17 22,74
O-1 12,73° 2,99 0,77 9 18 23,46
O-11 14,67 3,56 0,92 8 21 24,27
O-I11 15,47 2,59 0,67 11 20 16,73
O-1V 17,33% 3,74 0,96 11 24 21,55
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 6. Masa srca, 58. dan tova
Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 22,33 4,94 1,28 16 32 22,11
O-1 19,13 4,58 1,18 14 32 23,94
O-11 21,87 4,31 1,11 17 33 19,70
O-I11 21,33 3,83 0,99 17 30 17,95
O-1v 19,47 3,40 0,88 13 26 17,46
Tabela 7. Masa jajnika, 58. dan tova
Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K <1 - - - - -
O-1 2,167° 0,408 0,167 2 3 23,94
O-11 1,667 0,516 0,211 1 2 19,70
O-I11 1,833° 0,408 0,167 1 2 17,95
O-IV__ | 1,167 0,258 0,105 1 2 17,46
Legenda: Ista slova *-P<0,05
Tabela 8. Relativna masa jetre (% zive mase), 42. dan tova
G % Mere varij acine
rupa = v
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 1,69 0,211 0,055 1,26 2,20 12,48
O-1 1,63 0,217 0,056 1,03 1,92 13,31
O-11 1,56 0,200 0,052 1,21 2,01 12,83
O-I11 1,63 0,182 0,047 1,36 2,03 11,19
O-1v 1,68 0,209 0,054 1,38 2,13 12,44
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Tabela 9. Relativna masa jetre, (% zive mase) 58. dan tova

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 1,573 0,303 0,078 1,16 2,34 19,28
O-1 1,494 0,166 0,043 1,24 1,84 11,08
O-11 1,419 0,141 0,036 1,24 1,70 9,94
O-I11 1,494 0,181 0,047 1,18 1,91 12,12
O-1v 1,377 0,144 0,037 1,14 1,64 10,44
Tabela 10. Relativna masa slezine (% zive mase), 42. dan tova
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,088* 0,017 0,004 0,062 0,134 19,72
O-1 0,077° 0,013 0,003 0,062 0,119 17,28
O-11 0,079¢ 0,024 0,006 0,035 0,130 30,36
O-I11 0,083¢ 0,025 0,006 0,059 0,142 30,16
O-1v 0,13720cd 0,043 0,011 0,068 0,208 31,74
Legenda: Ista slova *>%9-P<(0,05
Tabela 11. Relativna masa slezine, (% Zive mase), 58. dan tova
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,096 0,028 0,007 0,07 0,16 29,41
O-1 0,101 0,037 0,010 0,04 0,17 30,88
O-11 0,094 0,029 0,008 0,04 0,16 31,09
O-111 0,101 0,029 0,008 0,04 0,13 29,20
O-1v 0,083 0,027 0,007 0,04 0,13 31,60
Tabela 12. Relativna masa srca (% zive mase), 42. dan tova
o Mere varijacije
Grupa % Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,496 0,096 0,025 0,37 0,67 19,26
O-1 0,473* 0,112 0,029 0,34 0,70 23,73
O-11 0,509 0,116 0,030 0,26 0,68 22,85
O-I11 0,551 0,128 0,033 0,35 0,88 23,23
O-1v 0,606* 0,107 0,028 0,45 0,81 17,67

Legenda: Ista slova *-P<0,05
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Tabela 13. Relativna masa srca, (% Zive mase) 58. dan tova

Prilozi

Grupa % Mere varij acllj ‘?
7 o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,555 0,110 0,028 0,41 0,80 19,85
O-1 0,472 0,080 0,021 0,36 0,63 16,95
O-11 0,530 0,089 0,023 0,43 0,77 16,88
O-I11 0,560 0,088 0,023 0,46 0,76 15,80
O-1v 0,474 0,055 0,014 0,37 0,55 11,55
Tabela 14. Relativna masa jajnika, (% zZive mase) 58. dan tova
Grupa % Mere varij acllj ‘?
~ o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K - - - - - -
O-1 0,060* 0,012 0,005 0,053 0,083 19,17
O-11 0,045 0,016 0,006 0,025 0,059 31,66
O-I111 0,055° 0,014 0,006 0,031 0,072 24,59
O-1v 0,032 0,008 0,003 0,026 0,043 24,12

Legenda: Ista slova **-P<0,05
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Prilog D

Ukupni proteini jetre i aktivnost antioksidativnih enzima jetre brojlera

Tabela 1. Ukupni proteini jetre nakon 42. dana tova

Prilozi

mg proteina/ Mere varijacije
Grupa h ml Iv
omogenata Sd Se Cv %
X Xmin Xmax
K 3,58 0,30 0,12 3,27 4,09 8,38
0-1 3,40 0,27 0,11 2,99 3,76 7,79
O-11 3,79 0,33 0,14 3,37 4,30 8,75
O-111 3,85 0,22 0,09 3,48 4,06 5,62
O-1v 3,77 0,38 0,16 3,32 4,41 10,12
Tabela 2. Ukupni proteini jetre nakon 58. dana tova
mg proteina/ Mere varijacije
Grupa h ml Iv
omogenata Sd Se . Cv %
X Xmin Xmax
K 4,05° 0,54 0,22 3,50 4,81 13,41
0O-1 3,253 0,15 0,06 3,09 3,44 4,68
O-11 3,84° 0,27 0,11 3,50 4,20 6,99
O-111 4,28° 0,35 0,14 3,91 4,80 8,22
O-1v 3,88¢ 0,19 0,08 3,68 4,25 5,02
Legenda: Ista slova »>¢4-P<(,05
Tabela 3. Aktivnost SOD u uzorcima jetre brojlera nakon 42. dana tova
mU/mg Mere varijacije
Grupa proteina Iv
i X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 1,01 0,09 0,04 0,93 1,13 9,31
O-1 1,072 0,11 0,05 0,95 1,25 10,60
O-11 0,94 0,07 0,03 0,86 1,03 7,46
O-111 0,93% 0,06 0,02 0,85 1,01 6,56
O-1v 1,02 0,02 0,01 0,99 1,05 2,43
Legenda: Ista slova *-P<0,05
Tabela 4. Aktivnost SOD u uzorcima jetre brojlera nakon 58. dana tova
mU/mg Mere varijacije
Grupa proteina Iv
b X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 0,96* 0,13 0,05 0,79 1,11 13,66
O-1 1,233bcd 0,06 0,02 1,15 1,28 4,64
O-11 1,03° 0,06 0,02 0,95 1,07 5,35
O-111 0,91 0,05 0,02 0,86 0,98 5,09
O-1v 1,05% 0,04 0,02 0,99 1,09 3,92

Legenda: Ista slova #>¢%¢-P<(,05
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Tabela 5. Aktivnost CAT u uzorcima jetre brojlera nakon 42. dana tova

Prilozi

mU/mg Mere varijacije
Grupa proteina Iv
b X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 1,46 0,44 0,18 0,82 1,90 29,95
O-1 1,69 0,50 0,20 0,94 2,25 29,48
O-11 1,80 0,41 0,17 1,27 2,27 22,64
O-I11 1,61 0,35 0,14 1,19 2,10 21,49
O-1vV 1,47 0,16 0,07 1,30 1,77 11,01
Tabela 6. Aktivnost CAT u uzorcima jetre brojlera nakon 58. dana tova
mU/mg Mere varijacije
Gruba proteina Iv
b X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 1,27% 0,35 0,14 0,82 1,68 27,57
O-1 1,750de 0,11 0,05 1,56 1,89 6,38
O-11 1,09b¢ 0,23 0,09 0,83 1,40 20,75
O-111 0,83 0,13 0,05 0,64 1,03 15,95
O-1V 1,32¢F 0,27 0,11 1,00 1,63 20,44
Legenda: Ista slova *¢4%f_P<(,05
Tabela 7. Aktivnost GSH-Px u uzorcima jetre brojlera nakon 42. dana tova
mU/mg Mere varijacije
Grupa proteina Iv
b X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 230,80? 25,98 10,61 198,60 266,60 11,25
O-1 238,40° 27,06 11,05 196,00 263,60 11,35
O-11 232.90° 42,57 17,38 185,90 283,50 18,27
O-111 175,604 31,57 12,89 139,30 210,90 17,98
O-1V 261,604 2593 10,58 222,60 291,90 9,91
Legenda: Ista slova *>*4-P<(0,05
Tabela 8. Aktivnost GSH-Px u uzorcima jetre brojlera nakon 58. dana tova
mU/mg Mere varijacije
Grupa proteina Iv
P < Sd Se o e Cv %
K 129,50% 9,61 3,92 120,50 143,40 7,42
O-1 229,90 68,69 28,04 168,20 316,30 29,88
O-11 208,000 9,39 3,83 199,60 222,60 451
O-I11 142,70° 27,59 11,26 114,80 178,40 19,34
O-1vV 169,204 13,24 5,41 148,80 185,20 7,83

Legenda: Ista slova *¢4°P<(,05
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Prilog E

HistoloSke analize

Tabela 1. Duodenum, visina resice, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa Hin Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 1197% 73,89 13,49 1066 1331 6,17
O-1 1212° 79,81 14,57 1082 1341 6,59
O-11 1284% 68,50 12,51 1146 1460 5,33
O-111 1226 126,20 23,04 1036 1493 10,29
O-1V 1257 87,62 16,00 1109 1409 6,97
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 2. Duodenum, visina resice, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 996,10 102,70 18,74 804,50 1162 10,31
O-1 962,80 92,11 16,82 814,70 1143 9,57
O-11 964,10 63,17 11,53 844,00 1060 6,55
O-I111 944,50 63,80 11,65 837,70 1049 6,76
O-1vV 969,20 79,13 14,45 824,90 1121 8,16
Tabela 3. Duodenum, Sirina resice, 42. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 101,502 11,33 2,07 80,36 122,50 11,16
O-1 101,70%f 7,70 1,41 89,07 114,00 7,57
O-11 87,0124 12,75 2,33 67,44 107,80 14,66
O-111 76,36"°¢ 10,92 1,99 59,36 95,34 14,30
O-1V 79,48¢f 9,61 1,99 64,28 96,17 12,09
Legenda: Ista slova *0¢4efe_p<(,05
Tabela 4. Duodenum, Sirina resice, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 77,57 11,60 2,12 58,55 97,36 14,95
O-1 77,50 9,67 1,77 61,41 97,03 12,47
O-11 81,36% 7,01 1,28 67,87 92,15 8,62
O-111 84,85° 7,59 1,39 70,52 97,03 8,94
O-1vV 72,852 15,31 2,80 52,93 98,22 21,02

Legenda: Ista slova **-P<0,05
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Tabela 5. Duodenum, dubina kripti, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 162,902 19,76 3,61 135,60 200,80 12,13
O-1 133,60° 11,66 2,13 117,80 156,70 8,73
O-11 131,30° 10,99 2,01 113,60 163,00 8,38
O-I111 131,40° 14,35 2,62 109,30 156,40 10,92
O-1v 125,90¢ 13,82 2,52 107,30 150,60 10,98
Legenda: Ista slova *>%9-P<(0,05
Tabela 6. Duodenum, dubina kripti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax v
K 153,70% 10,25 1,87 135,60 172,90 6,67
O-1 147,604 17,09 3,12 121,40 170,00 11,58
O-11 135,002 15,10 2,76 111,50 166,00 11,19
O-111 137,10°" 17,35 3,17 111,50 174,40 12,65
O-1v 122,10¢¢h 11,38 2,08 105,40 140,10 9,33
Legenda: Ista slova >¢deteh _p<( 05
Tabela 7. Duodenum, odnos visina resice/dubina kripte, 42. dan
Mere varijacije
Grupa = Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 7,480 1,10 0,20 5,63 9,48 14,66
O-1 9,10% 0,90 0,16 7,52 10,76 9,86
O-11 9,86° 1,09 0,20 7,72 12,68 11,08
O-111 9,38° 0,85 0,15 8,01 10,79 9,04
O-1v 10,10% 1,32 0,24 7,45 12,39 13,06
Legenda: Ista slova #>¢%¢-P<(,05
Tabela 8. Duodenum, odnos visina resice/dubina kripti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa - Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 6,50° 0,75 0,14 5,03 7,55 11,51
O-1 6,63° 1,15 0,21 4,85 9,09 17,29
O-11 7,22° 0,85 0,16 5,70 8,81 11,79
O-I11 7,02¢ 1,15 0,21 5,23 8,92 16,35
O-1v 8,0220cd 1,07 0,20 6,16 9,77 13,34

Legenda: Ista slova »>¢¢ -P<0,05
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Tabela 9. Jejunum, visina resice, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 978,70%° 16,95 16,95 857,7 1189 9,48
O-1 950,60° 14,79 14,79 817 1115 8,52
O-11 1132,00% 24,17 24,17 868 1336 11,69
O-111 991,404 24,36 24,36 759 1218 13,46
o-1v 880,10°f 16,64 16,64 711 1050 10,36
Legenda: Ista slova *¢4%f _p<(),05
Tabela 10. Jejunum, visina resice, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hin Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 812,902bcd 108,30 19,78 641,80 984,70 13,33
O-1 965,70° 156,30 28,53 698,60 1203,00 16,18
O-11 960,40° 96,23 17,57 785,80 1131,00 10,02
O-111 938,60° 89,61 16,36 791,00 1092,00 9,55
O-1V 904,004 112,10 20,46 737,00 1101,00 12,40
Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<0,05
Tabela 11. Jejunum, Sirina resice, 42. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 81,21% 10,19 1,86 66,55 101,50 12,55
O-1 76,24°¢ 10,32 1,89 59,23 94,88 13,54
O-11 74,28% 9,48 1,73 58,64 95,05 12,76
O-I11 75,16° 7,01 1,28 65,01 88,19 9,33
O-1V 62,54bcde 8,94 1,63 51,09 84,88 14,29
Legenda: Ista slova #>¢4°-P<(,05
Tabela 12. Jejunum, Sirina resice, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 80,5420¢ 9,25 1,69 59,13 97,93 11,49
O-1 82,60 9,69 1,77 65,43 101,10 11,73
O-11 88,00% 8,07 1,47 71,83 101,50 9,17
O-111 87,83° 9,45 1,73 70,28 102,60 10,76
O-1v 88,33¢ 8,21 1,50 75,11 101,10 9,30

Legenda: Ista slova ¢ -P<0,05
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Tabela 13. Jejunum, dubina kripti, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 98,342 13,23 2,42 78,04 122,40 13,46
O-1 104,90% 12,47 2,28 83,90 127,70 11,88
O-11 108,60 9,36 1,71 95,95 124,60 8,61
O-I111 121,704 11,72 2,14 106,30 147,60 9,63
O-1v 114,20 9,69 1,77 100,70 131,70 8,49
Legenda: Ista slova #>¢4ef _P<(,05
Tabela 14. Jejunum, dubina kripti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hin Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax v
K 148,90%° 11,32 2,07 132,00 172,60 7,60
O-1 134,70° 10,17 1,86 117,80 154,10 7,55
O-11 142,20° 16,33 2,98 115,60 171,40 11,49
O-111 143,50¢ 13,71 2,50 120,50 170,50 9,55
O-1v 127,400 11,93 2,18 108,50 149,10 9,37
Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<0,05
Tabela 15. Jejunum, odnos visina resice/dubina kripti, 42. dan
Mere varijacije
Grupa = Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 10,09% 1,42 0,26 8,11 13,37 14,03
O-1 9,17 1,20 0,22 6,66 11,64 13,08
O-11 10,61¢% 1,54 0,28 7,79 13,37 14,49
O-I11 8,21f 1,27 0,23 5,43 10,59 15,49
O-1v 7,75 0,99 0,18 6,32 10,15 12,74
Legenda: Ista slova *>cdefe _P<(,05
Tabela 16. Jejunum, odnos visina resice/dubina kripti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa — Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 5,518bed 0,96 0,18 3,80 7,42 17,41
O-1 7,26 1,59 0,29 5,06 9,96 21,95
O-11 6,85° 1,07 0,20 5,04 8,58 15,69
O-I11 6,51°¢ 0,88 0,16 5,01 8,07 13,53
O-1v_ | 7,13¢ 0,86 0,16 5,22 9,00 12,11

Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<0,05
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Tabela 17. Ileum, visina resice, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 563,30% 46,39 8,47 486,40 642,80 8,23
O-1 541,50 85,20 15,56 402,20 679,00 15,73
O-11 542,30 47,00 8,58 454,00 616,50 8,67
O-111 503,60* 4477 8,17 414,00 581,20 8,89
O-1vV 503,90P 46,33 8,46 431,80 596,00 9,19
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 18. Ileum, visina resice, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hin Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 590,102 78,19 14,27 472,20 753,70 13,25
O-1 505,90? 57,17 10,44 429,00 624,50 11,30
O-11 531,10° 78,15 14,27 407,20 640,50 14,71
O-111 492 30° 38,35 7,00 433,10 564,60 7,79
O-1V 493,704 53,83 9,83 423,50 573,70 10,90
Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<0,05
Tabela 19. Ileum, Sirina resice, 42. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 66,562 5,83 1,06 58,23 76,33 8,76
O-1 70,993¢de 6,64 1,21 61,11 81,06 9,35
O-11 60,235f 5,02 0,92 50,56 68,84 8,33
O-111 65,194 5,06 0,92 53,99 72,97 7,76
O-1V 64,14° 7,25 1,32 53,22 77,02 11,30
Legenda: Ista slova *>¢4ef _P<(),05
Tabela 20. Ileum, Sirina resice, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 65,532 6,53 1,19 52,81 78,30 9,97
O-1 71,52 6,96 1,27 58,60 81,20 9,73
O-11 63,954f 7,72 1,41 51,84 80,55 12,07
O-111 72,85 5,95 1,09 63,42 85,15 8,16
O-1v 74,28 6,99 1,28 60,57 86,52 9,41

Legenda: Ista slova *><4ef _P<(0,05
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Tabela 21. Ileum, dubina kripti, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa Hm Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 118,50 11,53 2,11 95,95 138,50 9,74
O-1 135,104 12,58 2,30 118,00 157,10 9,31
O-11 141,80 10,32 1,88 123,80 160,70 7,28
O-111 139,50°f 12,87 2,35 117,20 161,10 9,22
O-1v 120,10%f 10,64 1,94 103,80 142,20 8,85
Legenda: Ista slova *¢4%f _p<(),05
Tabela 22. Ileum, dubina kripti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa Hin Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 131,30 17,51 3,20 103,30 156,90 13,34
O-1 130,40 9,79 1,79 115,50 148,40 7,51
O-11 136,30* 9,53 1,74 121,80 157,30 6,99
O-111 136,10° 8,02 1,46 123,80 149,30 5,89
O-1V 125,10% 10,04 1,83 106,80 140,60 8,03
Legenda: Ista slova *° -P<0,05
Tabela 23. Ileum, odnos visina resice/dubina kripti, 42. dan
Mere varijacije
Grupa = Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 4,79%b<d 0,56 0,10 3,73 5,94 11,60
O-1 4,06* 0,81 0,15 2,82 5,23 19,85
O-11 3,84° 0,35 0,06 3,04 4,58 9,19
O-111 3,63t 0,36 0,07 2,98 4,37 9,91
O-1v 4,224f 0,52 0,09 3,12 5,74 12,24
Legenda: Ista slova *>¢4ef _P<(),05
Tabela 24. Ileum, odnos visina resice/dubina kripti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa — Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 4,543bcd 0,67 0,12 3,38 5,99 14,67
O-1 3,90* 0,54 0,10 2,94 5,02 13,86
O-11 3,93° 0,73 0,13 2,71 5,05 18,68
O-111 3,63¢ 0,37 0,07 2,94 4,32 10,27
O-1v 3,97¢ 0,48 0,09 3,10 5,37 12,19

Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<0,05
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Prilozi

K

Slika 1. Duodenum kontrolne grupe
brojlera, 58. dan tova (H/E, bar 200m)

!
b CAT oy == ®
Slika 2. Duodenum grupe brojlera Slika 3. Duodenum grupe brojlera
suplementirane sa 200 mg genisteina/kg hrane,  suplementirane sa 200 mg genisteina/kg hrane,
42. dan tova (H/E, bar 200um) 58. dan tova (H/E, bar 200um)

Slika 4. Duodenum grupe brojlera Slika 5. Duodenum grupe brojlera
suplementirane sa 400 mg genisteina/kg hrane, suplementirane sa 400 mg genisteina/kg hrane,
42. dan tova (H/E, bar 200um) 58. dan tova (H/E, bar 200um)
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Prilozi

Slika 6. Duodenum grupe brojlera Slika 7. Duodenum grupe brojlera

suplementirane sa 600 mg genisteina/kg suplementirane sa 600 mg genisteina/kg
hrane, 42. dan tova (H/E, bar 200um) hrane, 58. dan tova (H/E, bar 200um)

"i\:

Slika 8. Duodenum grupe brojlera Slika 9. Duodenum grupe brojlera
suplementirane sa 800 mg genisteina/kg suplementirane sa 800 mg genisteina/kg
hrane, 42. dan tova (H/E, bar 200um) hrane, 58. dan tova (H/E, bar 200um)

Slika 10. Jejunum kontrolne grupe brojlera, Slika 11. Jejunum kontrolne grupe brojlera,
42. dan tova (H/E, bar 200um) 58. dan tova (H/E, bar 200um)
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Slika 12. Jejunum grupe brojlera

suplementirane sa 200 mg genisteina/kg
hrane, 42. dan tova (H/E, bar 200um)

iy 5 7

Slika 14. Jejunum grupe brojlera
suplementirane sa 400 mg genisteina/kg
hrane, 42. dan tova (H/E, bar 200um)

b 5 F =

Slika 16. Jejunum grupe brojlera
suplementirane sa 600 mg genisteina/kg
hrane, 42. dan tova (H/E, bar 200um)

Prilozi

Slika 13. Jejunu:

=,

m grupe brojlera
suplementirane sa 200 mg genisteina/kg
hrane, 58. dan tova (H/E, bar 200um)

Slika 15. Jejunum grupe brojlera
suplementirane sa 400 mg genisteina/kg
hrane, 58. dan tova (H/E, bar 200um)

g o>

2

Slika 17. Jejunum grupe brojlera
suplementirane sa 600 mg genisteina/kg
hrane, 58. dan tova (H/E, bar 200um)
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Prilozi

Slika 18. Jejunum grupe brojlera
suplementirane sa 800 mg genisteina/kg
hrane. 58. dan tova (H/E. bar 200um)

e

: B 5~ 1. -h-.." i
/0 - T o 2
, 7,
L R & Ve oy

Slika 20. Ileum kontrolne grupe brojlera, 58.

9

Slika 19. Ileum kontrolne grupe

P e 'ij
brojlera, 42.

dan tova (H/E, bar 200um) dan tova (H/E, bar 200um)

Slika 21. Ileum grupe brojlera suplementirane Slika 22. Ileum grupe brojlera suplementirane
sa 200 mg genisteina/kg hrane, 42. dan tova sa 200 mg genisteina/kg hrane, 58. dan tova
(H/E. bar 200um) (H/E. bar 200um)
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Prilozi

-l . :
Slika 23. [leum grupe brojlera suplementirane Slika 24. [leum grupe brojlera suplementirane
sa 400 mg genisteina/kg hrane, 42. dan tova sa 400 mg genisteina/kg hrane, 58. dan tova

(H/E, bar 200um) (H/E, bar 200um)

Slika 26. [leum grupe brojlera suplementirane
sa 600 mg genisteina/kg hrane, 42. dan tova sa 600 mg genisteina/kg hrane, 58. dan tova
(H/E, bar 200um) (H/E, bar 200um)

W S B RN S / 2 A
Slika 27. lleum grupe brojlera suplementirane Slika 28. Ileum grupe brojlera suplementirane
sa 800 mg genisteina/kg hrane, 42. dan tova sa 800 mg genisteina/kg hrane, 58. dan tova
(H/E, bar 200um) (H/E, bar 200um)
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Prilog F

Mikrobiota cekuma

Tabela 1. Ukupan broj Lactocacillus spp. u cekumu brojlera starih 42 dana

Prilozi

Mere varijacije

log CFU/g
Grupa — Iv
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 6,40° 0,335 0,137 5,90 6,90 5,24
O-1 5,80° 0,223 0,091 5,42 6,05 3,85
O-11 6,00 0,299 0,122 5,55 6,40 4,98
O-111 6,16 0,271 0,111 5,80 6,60 4,40
O-1v 5,93 0,300 0,122 5,60 6,45 5,05
Legenda: Isto slovo *-P<0,05
Tabela 2. Ukupan broj Lactocacillus spp. u cekumu brojlera starih 58 dana
Grupa log C_FU /g Mere Varljaclljj :
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 5,628b¢ 0,342 0,140 5,20 6,10 6,09
O-1 6,07 0,339 0,138 5,55 6,56 5,58
O-11 6,24* 0,271 0,111 5,80 6,55 4,34
O-I11 6,42° 0,284 0,116 6,10 6,85 4,42
O-1v 6,38¢ 0,296 0,121 6,05 6,90 4,64

Legenda: Ista slova *>¢-P<0,05
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Prilog G

Analize kostiju

Tabela 1. Masa tibije 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa >§< Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 12,00%¢ 1,12 0,37 11,00 14,00 9,32
O-1 14,67% 1,12 0,37 13,00 16,00 7,62
O-11 15,335 1,41 0,47 13,00 17,00 9,22
O-111 14,00° 1,41 0,47 12,00 16,00 10,10
O-1V 13,334 1,41 0,47 12,00 16,00 10,61
Legenda: Ista slova *>%9-P<(0,05
Tabela 2. Masa tibije 58. dan
Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 17,89 2,76 0,92 15,00 22,00 15,42
O-1 18,89 2,47 0,82 15,00 22,00 13,09
O-11 19,00 2,69 0,90 16,00 24,00 14,17
O-111 17,56 2,07 0,69 15,00 21,00 11,78
O-1v 20,00 2,24 0,75 17,00 23,00 11,18
Tabela 3. Relativna masa tibije (% zive mase), 42. dan
G % Mere varijacilj e
rupa = v
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,51 0,077 0,026 0,40 0,64 15,29
O-1 0,55 0,047 0,016 0,49 0,63 8,58
O-11 0,55 0,094 0,031 0,42 0,67 17,01
O-111 0,49 0,085 0,028 0,38 0,65 17,37
O-1v 0,47 0,046 0,016 0,40 0,54 9,91
Tabela 4. Relativna masa tibije (% zive mase), 58. dan
G % Mere Varijacilj e
rupa = v
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,43 0,076 0,025 0,32 0,53 17,75
O-1 0,46 0,089 0,030 0,34 0,58 19,43
O-11 0,44 0,054 0,018 0,36 0,53 12,44
O-111 0,45 0,088 0,029 0,35 0,61 19,56
O-1V 0,48 0,075 0,025 0,37 0,63 15,45
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Tabela 5. Sadrzaj pepela tibije, 42. dan

Prilozi

% Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 42,15%¢ 1,79 0,73 39,95 44,11 4,24
O-1 49,19 0,63 0,26 48,25 49,95 1,28
O-11 49,27°% 0,61 0,25 48,21 49,88 1,24
O-I11 44,244 0,41 0,17 43,72 44,86 0,93
O-1v 41,62¢%h 0,82 0,34 40,65 42,63 1,98
Legenda: Ista slova *>¢4efeh_p<(, 05
Tabela 6. Sadrzaj pepela tibije, 58. dan
% Mere varijacije
Grupa X Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 42,96 0,44 0,18 42,39 43,46 1,02
O-1 36,77% 1,58 0,64 34,28 38,57 4,29
O-11 39,05° 1,45 0,59 37,38 41,02 3,70
O-111 40,94¢ 1,69 0,69 38,95 42,99 4,12
O-1v 41,32¢ 2,78 1,14 37,10 44,60 6,73
Legenda: Ista slova *>%9-P<(,05
Tabela 7. Sadrzaj Ca tibije, 42. dan
% Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 15,328b¢ 0,35 0,14 14,90 15,80 2,27
O-1 17,333t 0,11 0,05 17,18 17,45 0,65
O-11 16,750 0,33 0,13 16,25 17,11 1,95
O-I11 15,53¢¢ 0,31 0,13 15,00 15,85 1,98
O-1v 14,24 0,29 0,12 13,82 14,55 2,02
Legenda: Ista slova *>¢4efeh_p<( 05
Tabela 8. Sadrzaj Ca tibije, 58. dan
% Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 14,91 0,28 0,11 14,41 15,22 1,89
O-1 12,952 0,35 0,14 12,56 13,29 2,72
O-11 13,66 0,23 0,09 13,31 14,00 1,67
O-111 14,35°¢ 0,33 0,13 13,90 14,81 2,28
O-1v 14,744 1,52 0,62 13,28 17,22 10,29

Legenda: Ista slova *>%9-P<(,05
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Tabela 9. Sadrzaj P tibije, 42. dan

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax v 7o
K 8,23 0,34 0,14 7,81 8,67 4,10
O-1 8,60 0,66 0,27 7,67 9,18 7,67
O-11 8,34¢d 0,20 0,08 8,02 8,56 2,39
O-II1 7,63% 0,17 0,07 7,40 7,88 2,23
O-1V 7,555 0,50 0,20 7,03 8,28 6,57
Legenda: Ista slova »>¢4-P<(0,05
Tabela 10. Sadrzaj P tibije, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa < Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax °
K 7,35 0,22 0,09 7,14 7,76 3,04
O-1 6,68 0,38 0,16 6,36 7,40 5,75
O-11 8,132bc 0,69 0,28 7,47 9,07 8,54
O-111 7,28° 0,52 0,21 6,88 8,00 7,18
O-1v 7,24°¢ 0,41 0,17 6,81 7,94 5,66

Legenda: Ista slova *>°-P<0,05
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Prilog H

Klani¢ni parametri

Tabela 1. Masa trupa nakon klanja 42. dan

Prilozi

Mere varijacije

g
Grupa = Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 17184 292,60 53,42 1379 2284 17,03
0-1 1898? 177,00 32,32 1659 2261 9,33
O-11 2004° 243,40 44,44 1659 2331 12,15
O-I11 1980° 284,70 51,99 1577 2362 14,38
O-1v 20054 222,90 40,69 1660 2381 11,12
Legenda: Ista slova *>%9-P<(,05
Tabela 2. Masa trupa nakon klanja 58. dan
Mere varijacije
Grupa % sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax °
K 2876 347.9 63,52 2330 3320 12,10
O-1 3036 386,6 70,58 2449 3833 12,73
O-11 3074 335,9 61,33 2530 3616 10,93
O-111 28082 370,7 67,68 2084 3572 13,20
O-1v 3085° 370,9 67,72 2615 3559 12,02
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 3. Prinos mesa brojlera- randman 42. dan
Grupa % Mere varij ac1I] ‘?
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 69,06 1,26 0,23 67,38 70,87 1,83
0-1 70,25° 1,48 0,27 67,86 72,06 2,11
O-11 69,26 1,71 0,31 66,19 71,32 2,46
O-I11 69,32 1,51 0,28 65,57 71,23 2,17
O-1v 70,13° 1,06 0,19 68,40 71,62 1,50
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 4. Prinos mesa brojlera- randman 58. dan
Grupa % Mere varij ac;l :
v o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 71,4030 3,49 0,64 65,16 76,78 4,89
O-1 75,35% 1,57 0,29 73,35 78,33 2,08
O-11 74,50° 2,08 0,38 70,16 78,09 2,79
O-I11 73,34¢¢f 2,14 0,39 69,94 76,57 2,92
O-1v 75,294t 1,39 0,25 72,90 77,51 1,85

Legenda: Ista slova »>¢4{_P<(),05
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Tabela 5. Masa grudi, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa % sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 702,60 105,00 33,20 576 934 14,94
0O-1 817,20 47,09 14,89 754 927 5,76
O-11 854,80* 107,10 33,86 689 971 12,53
O-I11 869,60° 93,80 29,66 707 1003 10,79
O-1v 863,80° 87,07 27,53 737 1014 10,08
Legenda: Ista slova *>°-P<0,05
Tabela 6. Masa grudi, 58. dan
Mere varijacije
Grupa >§< Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 1267 137,00 43,31 1085 1462 10,81
O-1 1350 134,80 42,64 1154 1542 9,99
O-11 1340 150,50 47,58 1084 1605 11,23
O-111 1277 114,30 36,15 1111 1495 8,96
O-1V 1391 154,90 49,00 1162 1596 11,14
Tabela 7. Masa bataka sa karabatakom, 42. dan
Mere varijacije
Grupa >§< Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 503,50 78,92 24,96 398 666 15,67
O-1 548,20 49,38 15,62 488 648 9,01
O-11 572,60 61,75 19,53 451 666 10,78
O-111 565,50 66,56 21,05 489 667 11,77
O-1V 559,70 74,19 23,46 460 677 13,25
Legenda: Ista slova #-P<0,05
Tabela 8. Masa bataka sa karabatakom, 58. dan
Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 828,00 94,88 30,00 702 991 11,46
0O-1 870,90 165,50 52,34 738 1251 19,01
O-11 830,40 120,40 38,09 664 1030 14,50
O-I11 796,00 111,60 35,29 664 980 14,02
O-1v 849,20 111,90 35,37 716 999 13,17
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Tabela 9. Masa leda, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa % Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 393,10° 69,02 21,83 288 497 17,56
O-1 419,60 43,48 13,75 355 503 10,36
O-11 461,30 60,11 19,01 365 555 13,03
O-111 486,50° 73,59 23,27 398 590 15,13
O-1V 449,00 60,38 19,09 340 540 13,45
Legenda: Ista slova #-P<0,05
Tabela 10. Masa leda, 58. dan
Mere varijacije
Grupa % sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 592,80 68,59 21,69 515 712 11,57
O-1 585,20 105,90 33,49 461 759 18,09
O-11 582,30 51,14 16,17 511 671 8,78
O-I11 549,30 76,17 24,09 430 671 13,87
O-1v 596,40 70,48 22,29 516 710 11,82
Tabela 11. Masa krila, 42. dan
Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 173,10° 20,98 6,63 142 216 12,12
O-1 187,30 14,04 4,44 161 206 7,50
O-11 195,30 23,93 7,57 156 242 12,25
O-111 203,50* 15,91 5,03 179 233 7,82
O-1V 192,90 14,25 4,51 173 221 7,39
Legenda: Ista slova ?-P<0,05
Tabela 12. Masa krila, 58. dan
Mere varijacije
Grupa % Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 296,40 30,48 9,64 260 341 10,28
0O-1 305,80 38,17 12,07 263 363 12,48
O-11 270,50 48,31 15,28 195 332 17,86
O-111 283,50 41,03 12,98 236 356 14,47
O-1v 304,90 39,20 12,40 258 371 12,86
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Prilozi

Tabela 13. Masa vrata, 42. dan
Mere varijacije
Grupa g Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax v
K 92,18 27,22 8,21 55 157 29,53
O-1 91,00 7,65 2,21 77 103 8,41
O-11 93,64 22,83 6,88 48 129 24,38
O-I11 87,46 12,82 3,56 72 108 14,65
O-1v 85,45 10,50 3,17 70 101 12,29
Tabela 14. Masa vrata, 58. dan
Mere varijacije
Grupa % sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 142,00 16,44 5,20 125 174 11,58
O-1 141,80 16,92 5,35 116 170 11,93
O-11 125,40 22,96 7,26 100 161 18,31
O-I11 132,20 16,84 5,33 95 151 12,74
O-1v 123,30 16,53 5,23 101 154 13,41
Tabela 15. Udeo mase grudi u masi ohladenog trupa, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa % Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 37,63 1,45 0,46 35,00 39,58 3,86
O-1 39,66 1,88 0,59 36,64 42,38 4,74
O-11 39,27 1,81 0,57 36,52 42,22 4,62
O-I11 39,27 1,74 0,55 37,54 41,81 4,43
O-1v 40,20° 1,95 0,62 37,63 44,09 4,85
Legenda: Ista slova *-P<0,05
Tabela 16. Udeo mase grudi u masi ohladenog trupa, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 40,54 1,59 0,50 38,78 43,55 3,93
O-1 41,66 2,98 0,94 35,92 47,12 7,14
O-11 42,58 1,97 0,62 39,04 46,05 4,63
O-I11 42,14 1,91 0,60 38,67 44,46 4,54
O-1v 42,62 1,02 0,32 40,85 43,98 2,38
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Tabela 17. Udeo mase bataka sa karabtakom u masi ohladenog trupa, 42. dan

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 26,95 1,38 0,44 25,62 30,15 5,11
O-1 26,55 1,12 0,36 25,05 28,72 4,23
O-11 26,35 1,01 0,32 24,83 28,39 3,84
O-III 25,51 0,89 0,28 24,58 27,12 3,48
O-1v 25,96 1,33 0,42 23,58 27,83 5,11
Tabela 18. Udeo mase bataka sa karabatakom u masi ohladenog, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 26,46 0,65 0,21 25,70 27,53 2,47
O-1 26,65 2,35 0,74 23,00 31,91 8,80
O-11 26,30 1,41 0,45 23,99 28,28 5,36
O-II1 26,16 1,41 0,44 23,40 28,03 5,38
O-1v 25,97 0,87 0,27 24,95 27,28 3,34
Tabela 19. Udeo mase leda u masi ohladenog trupa, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa % Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 21,05 2,14 0,68 17,07 23,45 10,15
O-1 20,30 1,01 0,32 18,35 22,04 4,99
O-11 21,18 0,99 0,31 19,44 22,38 4,68
O-I11 21,89 1,35 0,43 20,15 23,56 6,16
O-1v 20,81 0,93 0,29 19,10 22,00 4,45
Tabela 20. Udeo mase leda u masi ohladenog trupa, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 18,97 1,09 0,34 16,93 20,74 5,75
O-1 17,90 1,39 0,44 15,48 19,59 7,74
O-11 18,55 0,92 0,29 16,59 19,71 4,96
O-II1 18,04 0,64 0,20 16,96 19,12 3,57
O-1v 18,28 0,74 0,23 17,33 19,39 4,04
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Tabela 21. Udeo mase krila u masi ohladenog trupa, 42. dan

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 9,30 0,44 0,14 8,69 10,07 4,75
0O-1 9,08 0,46 0,14 8,26 9,65 5,04
O-11 8,99 0,56 0,18 8,09 9,61 6,24
O-I11 9,22 0,48 0,15 8,38 10,08 5,24
O-1v 9,00 0,51 0,16 8,26 9,72 5,63
Tabela 22. Udeo mase krila u masi ohladenog trupa, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa é Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 9,49% 0,42 0,13 8,95 10,39 4,42
O-1 9,41 0,57 0,18 8,66 10,63 6,09
O-11 8,58% 1,15 0,36 6,36 9,85 13,44
O-111 9,31 0,48 0,15 8,72 10,30 5,19
O-1v 9,34 0,51 0,16 8,44 10,19 5,41
Legenda: Ista slova ?-P<0,05
Tabela 23. Udeo mase vrata u masi ohladenog trupa, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa % Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 5,073 0,59 0,19 4,39 6,36 11,58
0O-1 4,41 0,38 0,12 3,95 5,18 8,51
O-11 4,22¢ 0,84 0,26 2,67 5,17 19,85
O-111 4,11° 0,53 0,17 3,42 5,02 12,95
O-1v 4,03°¢ 0,34 0,11 3,45 4,66 8,34
Legenda: Ista slova *>¢-P<0,05
Tabela 24. Udeo mase vrata u masi ohladenog trupa, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 4,55% 0,34 0,11 4,01 5,24 7,47
O-1 4,38 0,51 0,16 3,75 5,44 11,73
O-11 3,99 0,64 0,20 3,02 5,04 16,12
O-111 4,36 0,49 0,16 3,63 5,06 11,27
O-1v 3,80° 0,46 0,14 2,83 4,44 12,00

Legenda: Ista slova *-P<0,05
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Tabela 25. Masa delova grudi-meso, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 535,80%° 83,94 26,54 447 717 15,67
0O-1 624,50 43,89 13,88 562 716 7,03
O-11 653,40° 78,58 24,85 506 740 12,03
O-I11 667,80° 70,96 22,44 539 745 10,63
O-1v 676,10¢ 74,26 23,48 561 801 10,98
Legenda: Ista slova »*°-P<(0,05
Tabela 26. Masa delova grudi - meso, 58. dan
Mere varijacije
Grupa >§< Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 980,60 119,90 37,93 840 1135 12,23
O-1 1065,00 104,70 33,11 876 1216 9,83
O-11 1107,00 96,33 30,46 984 1269 8,70
O-111 990,10 98,36 31,10 890 1170 9,93
O-1v 1077,00 137,30 43,41 871 1262 12,75
Tabela 27. Masa delova grudi - koza, 42. dan
Mere varijacije
Grupa % Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 64,60 12,55 3,97 49 82 19,42
0-1 64,40 17,30 5,47 29 82 26,87
O-11 71,80 9,31 2,94 60 83 12,96
O-111 70,20 13,01 4,11 53 93 18,53
O-1v 60,90 13,19 4,17 41 81 21,67
Tabela 28. Masa delova grudi - koza, 58. dan
Mere varijacije
Grupa % Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 89,90 13,19 4,17 70 108 14,67
O-1 98,60 16,63 5,26 73 120 16,86
O-11 97,80 15,40 4,87 62 120 15,75
O-111 94,80 13,16 4,16 72 113 13,89
O-1v 91,20 14,10 4,46 70 115 15,46
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Tabela 29. Masa delova grudi - kost, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 93,20°¢d 23,95 7,57 60 138 25,70
0O-1 127,70% 13,00 4,11 107 148 10,18
O-11 133,10° 29,57 9,35 81 174 22,22
O-I11 134,10° 17,70 5,60 106 167 13,20
O-1v 128,704 13,70 4,33 96 143 10,64
Legenda: Ista slova »>¢4-P<(0,05
Tabela 30. Masa delova grudi - kost, 58. dan
Mere varijacije
Grupa >§< Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 199,90 23,10 7,31 161 236 11,56
O-1 197,00 28,81 9,11 159 264 14,63
O-11 218,20 42,53 13,45 155 295 19,49
O-111 195,30 24,55 7,76 168 236 12,57
O-1v 232,20 35,60 11,26 185 302 15,33
Tabela 31. Udeo mase mesa u masi grudi brojlera, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 77,26 2,65 0,84 71,71 80,53 3,43
O-1 76,46 2,31 0,73 73,56 79,38 3,02
O-11 76,21 2,41 0,76 72,91 79,92 3,16
O-I11 76,59 1,67 0,53 74,13 79,13 2,18
O-1v 78,04 1,20 0,38 76,00 79,64 1,54
Tabela 32. Udeo mase mesa u masi grudi brojlera, 58. dan
G % Mere Varijacilj e
rupa — v
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 77,10 1,89 0,60 73,94 80,84 2,45
O-1 78,27 1,48 0,47 75,78 79,89 1,89
O-11 77,88 1,73 0,55 75,27 80,54 2,22
O-111 77,30 1,96 0,62 74,24 80,41 2,53
O-1v 76,83 1,84 0,58 73,68 79,79 2,40
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Tabela 33. Udeo mase koze u masi grudi brojlera, 42. dan

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 9,30° 0,99 0,31 8,43 10,98 10,63
0O-1 7,86 2,02 0,64 3,86 10,10 25,64
O-11 8,38 0,46 0,15 7,29 8,82 5,53
O-I11 8,02 0,90 0,28 6,41 9,25 11,19
O-1v 7,01% 1,28 0,40 5,16 9,57 18,25
Legenda: Ista slova *-P<0,05
Tabela 34. Udeo mase koze u masi grudi brojlera, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa 7 Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 7,09 0,90 0,29 5,70 8,71 12,74
O-1 7,23 0,87 0,28 5,91 8,83 12,08
O-11 6,87 0,92 0,29 5,01 8,16 13,42
O-111 7,42 0,95 0,30 6,24 8,50 12,75
O-1v 6,55 0,97 0,31 5,01 8,37 14,75
Tabela 35. Udeo mase kosti u masi grudi brojlera, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa 7 Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 13,45 2,83 0,90 9,42 19,01 21,05
0-1 15,68 1,81 0,57 13,14 19,68 11,57
O-11 15,42 2,33 0,74 11,30 18,63 15,09
O-111 15,39 1,33 0,42 13,25 16,95 8,67
O-1v 14,95 1,76 0,56 11,35 17,40 11,75
Tabela 36. Udeo mase kosti u masi grudi brojlera, 58. dan
o Mere varijacije
Grupa %o Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 15,81 1,75 0,55 13,46 19,45 11,04
O-1 14,51 1,79 0,57 12,82 17,91 12,33
O-11 15,25 1,93 0,61 12,06 17,75 12,64
O-111 15,28 1,60 0,51 12,82 17,33 10,47
O-1v 16,62 1,91 0,61 13,52 19,67 11,52
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Prilozi

Tabela 37. Masa delova bataka sa karabatakom - meso, 42. dan
Mere varijacije
Grupa g Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 169,60 27,51 8,70 131 225 16,22
O-1 190,80 20,36 6,44 166 225 10,67
O-11 192,10 20,19 6,39 160 228 10,51
O-111 194,50 28,72 9,08 158 234 14,77
O-1v 190,30 30,62 9,68 152 234 16,09
Tabela 38. Masa delova bataka sa karabatakom - meso, 58. dan
Mere varijacije
Grupa g Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 282,50 32,74 10,35 240 333 11,59
O-1 312,10 76,35 24,14 251 497 24,46
O-11 298,20 44,65 14,12 235 377 14,97
O-111 281,90 48,14 15,22 225 367 17,08
O-1V 296,10 42,34 13,39 236 346 14,30
Tabela 39. Masa delova bataka sa karabatakom - koza, 42. dan
Mere varijacije
Grupa g Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 38,80 7,16 2,27 29 55 18,46
O-1 39,10 8,28 2,62 29 59 21,17
O-11 36,60 4,86 1,54 31 44 13,27
O-111 35,00 6,91 2,19 27 45 19,75
O-1v 35,10 9,39 2,97 24 51 26,74
Tabela 40. Masa delova bataka sa karabatakom - koza, 58. dan
Mere varijacije
Grupa g Sd S Iv Cv %
X ¢ Xmin Xmax Ve
K 62,70? 9,75 3,08 53 86 15,56
O-1 56,50 9,08 2,87 41 72 16,08
O-11 52,60 9,66 3,06 38 68 18,37
O-111 53,30 6,43 2,03 43 62 12,06
O-1vV 48,00? 10,99 3,48 33 68 22,91

Legenda: Ista slova *-P<0,05

202



Tabela 41. Masa delova bataka sa karabatakom - kosti, 42. dan

Prilozi

Mere varijacije
Grupa >§< sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 41,60% 10,20 3,23 24 59 24,52
O-1 48,20 5,57 1,76 38 59 11,56
O-11 52,80 14,56 4,60 37 88 27,57
O-111 52,00° 7,20 2,28 42 66 13,84
O-1v 53,00° 6,60 2,09 43 62 12,45
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 42. Masa delova bataka sa karabatakom - kosti, 58. dan
Mere varijacije
Grupa >§< Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 71,80 15,31 4,84 49 98 21,32
O-1 70,30 11,86 3,75 59 91 16,87
O-11 73,00 14,64 4,63 57 98 20,05
O-111 64,70% 12,25 3,87 52 85 18,93
O-1v 85,80° 14,16 4,48 63 104 16,50
Legenda: Ista slova ?-P<0,05
Tabela 43. Udeo mase mesa u masi bataka sa karabatakom, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa % Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 67,90 1,15 0,36 66,37 70,36 1,69
O-1 68,55 2,39 0,76 66,26 74,26 3,49
O-11 68,45 3,44 1,09 59,38 70,54 5,02
O-111 68,99 2,64 0,84 63,20 72,38 3,83
O-1v 68,22 2,97 0,94 63,57 72,37 4,35
Tabela 44. Udeo mase mesa u masi bataka sa karabatakom, 58. dan
G % Mere varijacilj e
rupa = v
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 67,73 2,20 0,70 62,84 69,97 3,25
O-1 70,73 2,81 0,89 67,17 75,99 3,97
O-11 70,28 2,67 0,85 66,76 73,90 3,80
O-111 70,33 1,85 0,59 67,61 72,96 2,63
O-1v 68,79 3,34 1,06 60,98 71,76 4,85
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Tabela 45. Udeo mase koZe u masi bataka sa karabatakom, 42. dan

Prilozi

Grupa % Mere varij acil ‘?
~ o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 15,65% 2,38 0,75 12,65 19,69 15,22
O-1 14,08 2,57 0,81 9,57 18,10 18,27
O-11 13,01 0,66 0,21 11,94 13,90 5,05
O-111 12,472 2,20 0,70 10,26 17,20 17,63
O-1V 12,65° 3,16 1,00 9,41 18,35 24,96
Legenda: Ista slova °-P<0,05
Tabela 46. Udeo mase koze u masi bataka sa karabatakom, 58. dan
Gruoa % Mere varljaml] ‘(:,
P X sd Se o o Cv %
K 15,20% 2,83 0,90 11,67 21,03 18,63
O-1 13,10 2,19 0,69 9,26 16,62 16,69
O-11 12,58 2,74 0,87 9,24 16,83 21,80
O-111 13,53 2,20 0,69 10,74 16,86 16,23
O-1v 11,30% 2,75 0,87 7,28 16,59 24,35
Legenda: Ista slova ?-P<0,05
Tabela 47. Udeo mase kosti u masi bataka sa karabatakom, 42. dan
Grupa % Mere varij acil :
~ o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 16,46 2,10 0,67 12,44 19,20 12,78
O-1 17,37 1,83 0,58 15,51 21,69 10,52
O-11 18,55 3,23 1,02 16,23 27,08 17,44
O-111 18,54 1,90 0,60 16,67 21,85 10,23
O-1V 19,13 1,67 0,53 17,40 21,43 8,74
Tabela 48. Udeo mase kosti u masi bataka sa karabatakom, 58. dan
Gruna % Mere VarlJaClI_] :}3
P X sd Se o o Cv %
K 17,08? 2,14 0,68 14,29 20,68 12,51
O-1 16,18° 1,78 0,56 13,00 19,53 10,99
O-11 17,15¢ 1,81 0,57 14,62 20,99 10,55
O-111 16,15¢ 1,40 0,44 13,30 18,06 8,67
O-1V 19,913bcd 1,82 0,57 17,17 22,44 9,12

Legenda: Ista slova *>*4-P<(0,05
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Prilog I

pH vrednost i temperatura mesa grudi

Tabela 1. Vrednost pH mesa grudi 45 min. nakon klanja, 42. dan

Prilozi

. Mere varijacije
Grupa X Iv o
Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 6,08 0,154 0,040 5,9 6,42 2,52
O-1 6,16 0,135 0,035 6,02 6,51 2,19
O-11 6,27% 0,160 0,041 6,02 6,55 2,55
O-111 6,31° 0,161 0,042 6,07 6,64 2,55
O-1v 6,29¢ 0,152 0,039 6,03 6,56 2,41
Legenda: Ista slova *°-P <0,05
Tabela 2. Vrednost pH mesa grudi 24 h nakon klanja, 42. dan
L Mere varijacije
Grupa X Iv o
Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 5,78 0,268 0,110 5,50 6,15 4,64
O-1 5,92 0,138 0,056 5,80 6,16 2,33
O-11 5,94 0,150 0,061 5,81 6,17 2,53
O-111 5,93 0,055 0,023 5,88 6,03 0,94
O-1v 5,96 0,188 0,077 5,80 6,26 3,15
Tabela 3. Vrednost pH mesa grudi 48 h nakon klanja, 42. dan
o Mere varijacije
Grupa X Iv o
Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 5,74 0,313 0,128 5,23 6,15 5,45
O-1 5,96 0,138 0,056 5,81 6,20 2,31
O-11 5,98 0,134 0,055 5,86 6,20 2,23
O-111 5,93 0,169 0,069 5,76 6,18 2,84
O-1v 5,83 0,293 0,119 5,28 6,12 5,02
Tabela 4. Tempertura mesa grudi 15-20 min. nakon klanja, 42. dan
oC Mere varijacije
Grupa = Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 34,11 3,49 0,64 28,30 40,50 10,24
O-1 35,09 8,09 1,48 30,80 64,20 23,05
O-11 34,69 3,24 0,59 30,60 40,60 9,33
O-I11 35,21 3,38 0,62 30,70 39,70 9,61
O-1v 33,39 3,33 0,61 28,50 39,70 9,96
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Tabela 5. Vrednost pH mesa grudi 45 min. nakon klanja, 58. dan

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa X Iv o
Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 6,25 0,142 0,037 6,00 6,51 2,27
O-1 6,18 0,129 0,033 6,00 6,46 2,08
O-11 6,14 0,119 0,031 6,00 6,44 1,94
O-111 6,24 0,131 0,034 6,02 6,43 2,10
O-1v 6,19 0,117 0,030 6,00 6,45 1,89
Tabela 6. Vrednost pH mesa grudi 24 h nakon klanja, 58. dan
L Mere varijacije
Grupa X Iv o
Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 6,05 0,182 0,074 5,88 6,35 3,01
O-1 5,98 0,137 0,056 5,85 6,21 2,29
O-11 6,01 0,139 0,057 5,83 6,22 2,31
O-111 6,03 0,093 0,038 5,94 6,21 1,55
O-1v 5,99 0,100 0,041 5,87 6,12 1,67
Tabela 7. Vrednost pH mesa grudi 48 h nakon klanja, 58. dan
L Mere varijacije
Grupa X Iv o
Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 6,00 0,158 0,065 5,80 6,23 2,64
O-1 6,02 0,150 0,061 5,86 6,27 2,49
O-11 5,96 0,154 0,063 5,80 6,18 2,58
O-I11 5,98 0,153 0,063 5,80 6,21 2,56
O-1v 5,94 0,094 0,038 5,86 6,11 1,58
Tabela 8. Tempertura mesa grudi 15-20 min. nakon klanja, 58. dan
oC Mere varijacije
Grupa = Iv o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 35,38% 1,694 0,511 32,80 38,50 4,79
O-1 33,34 1,925 0,514 30,60 37,90 5,77
O-11 35,664 2,983 0,770 30,30 40,80 8,37
O-111 37,94° 2,800 0,777 31,60 41,20 7,38
O-1v 39,03 1,584 0,409 35,20 41,40 4,06

Legenda: Ista slova *>¢4-P<(,01

206



Prilog J

Sposobnost vezivanja vode (SVV)

Tabela 1. SVV nakon 42. dana tova

Prilozi

Mere varijacije

(1)
Grupa >_/2 Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 1,378bcd 0,15 0,06 1,13 1,58 11,29
O-1 0,87% 0,14 0,06 0,71 1,08 16,71
O-11 1,07 0,12 0,05 0,85 1,18 10,90
O-111 0,97 0,26 0,11 0,58 1,18 27,04
O-1v 0,559¢fe 0,12 0,05 0,41 0,71 22,52
Legenda: Ista slova *>edefe_p<(,05
Tabela 2. SVV nakon 58. dana tova
% Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 1,582b¢ 0,37 0,15 1,04 1,93 23,60
O-1 0,66 0,14 0,06 0,44 0,82 21,87
O-11 0,75% 0,14 0,06 0,57 0,92 18,75
O-I111 0,94t 0,14 0,06 0,76 1,08 14,90
O-1vV 1,420f 0,20 0,08 1,19 1,77 13,78

Legenda: Ista slova *>¢4%f.P<(,05
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Prilog K

Hemijski sastav mesa

Tabela 1. Sadrzaj proteina u mesu grudi nakon 42. dana tova

Prilozi

Mere varijacije

o
Grupa >_/2 Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 23,53% 0,25 0,10 23,20 23,91 1,05
O-1 22,38 0,19 0,08 22,11 22,62 0,84
O-11 22,48% 0,35 0,14 21,94 22,80 1,57
O-111 21,33 1,64 0,67 18,91 22,46 7,69
O-1v 23,77° 1,17 0,48 22,26 25,13 4,92
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 2. Sadrzaj proteina u mesu grudi nakon 58. dana tova
% Mere varijacije
Grupa X Sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 21,55%«d 0,96 0,39 20,80 22,95 4,47
O-1 24,34%f 1,01 0,41 23,14 25,58 4,16
O-11 24,320eh 0,43 0,17 23,66 24,76 1,76
O-111 27,29¢c¢ 1,05 0,43 25,89 28,50 3,85
O-1v 26,549 1,32 0,54 24,70 27,84 4,98
Legenda: Ista slova*Pedefeh p<(,05
Tabela 3. Sadrzaj vode u mesu grudi nakon 42. dana tova
% Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 73,38ab° 0,26 0,11 73,05 73,74 0,35
O-1 74,79° 0,32 0,13 74,30 75,22 0,42
O-11 74,90° 0,37 0,15 74,39 75,37 0,49
O-111 76,07¢4 1,36 0,55 74,94 77,97 1,78
O-1v 74,004 1,09 0,45 72,73 75,23 1,48
Legenda: Ista slova®*>¢-P<0,05
Tabela 4. Sadrzaj vode u mesu grudi nakon 58. dana tova
% Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax
K 74,83320cd 0,60 0,25 74,04 75,31 0,81
O-1 72,18 1,37 0,56 71,00 73,96 1,90
O-11 73,000 0,64 0,26 72,29 74,05 0,88
O-111 69,97°f 1,12 0,46 68,95 71,60 1,59
O-1v 70,814 1,10 0,45 69,35 72,21 1,55

Legenda: Ista slova*®<defe.P<0,05
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Tabela 5. Sadrzaj masti u mesu grudi nakon 42. dana tova

Prilozi

o Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax v 7o
K 1,992 0,35 0,14 1,51 2,45 17,43
O-1 1,76° 0,34 0,14 1,36 2,09 19,25
O-11 1,57 0,28 0,12 1,07 1,89 18,07
O-II1 1,57 0,38 0,15 1,14 2,10 23,88
O-1v 1,18% 0,27 0,11 0,84 1,50 23,00
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 6. Sadrzaj masti u mesu grudi nakon 58. dana tova
o Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax °
K 2,50%0¢ 0,38 0,16 1,84 2,77 15,33
O-1 2,394 0,57 0,23 1,77 3,26 23,92
O-11 1,574 0,25 0,10 1,22 1,83 15,99
O-111 1,67° 0,46 0,19 1,24 2,40 27,63
O-1v 1,57¢¢ 0,43 0,18 0,99 1,96 27,70
Legenda: Ista slova #>%%¢_P<(,05
Tabela 7. Sadrzaj pepela u mesu grudi nakon 42. dana tova
o Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax °
K 1,10% 0,03 0,014 1,05 1,15 3,15
O-1 1,07 0,03 0,012 1,03 1,10 2,71
O-11 1,05 0,02 0,007 1,03 1,08 1,66
O-I11 1,032 0,03 0,011 1,01 1,08 2,57
O-1v 1,05° 0,03 0,012 1,01 1,09 2,92
Legenda: Ista slova **-P<0,05
Tabela 8. Sadrzaj pepela u mesu grudi nakon 58. dana tova
Y Mere varijacije
Grupa X sd Se Iv Cv %
Xmin Xmax °
K 1,12 0,03 0,013 1,07 1,15 2,76
O-1 1,09 0,03 0,011 1,06 1,13 2,36
O-11 1,10 0,04 0,017 1,04 1,15 3,70
O-II1 1,07 0,04 0,017 1,01 1,12 3,97
O-1v 1,08 0,04 0,015 1,03 1,13 3,48
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Tabela 9. Sadrzaj proteina u mesu karabataka nakon 42. dana tova

Prilozi

G % Mere varijacilj e
rupa = v o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 20,14 1,24 0,51 19,20 22,21 6,16
O-1 19,64 0,63 0,26 18,85 20,26 3,21
O-11 20,72 0,78 0,32 19,73 21,52 3,77
O-111 19,58 1,26 0,51 18,10 20,97 6,43
O-1v 19,57 0,52 0,21 18,99 20,28 2,66
Tabela 10. Sadrzaj proteina u mesu karabataka nakon 58. dana tova
G % Mere Varijacilj e
rupa — v o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 18,79% 0,54 0,22 18,09 19,42 2,87
O-1 18,94 0,29 0,12 18,70 19,42 1,54
O-11 19,00°f 0,23 0,09 18,78 19,40 1,22
O-111 21,53%¢ 0,68 0,28 20,59 22,40 3,17
O-1V 20,9404 0,36 0,15 20,50 21,33 1,74
Legenda: Ista slova*?<4ef.P<0,05
Tabela 11. Sadrzaj vode u mesu karabataka nakon 42. dana tova
G % Mere Varijacilje
rupa — v o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 76,10 1,33 0,54 73,97 77,19 1,75
O-1 76,77 0,23 0,09 76,39 77,06 0,30
O-11 75,65° 0,89 0,36 74,65 77,16 1,18
O-111 76,97 0,65 0,27 76,09 77,8 0,85
O-1v 77,01° 0,31 0,13 76,65 77,38 0,40
Legenda: Ista slova *-P<0,05
Tabela 12. Sadrzaj vode u mesu karabataka nakon 58. dana tova
G % Mere varijacilj e
rupa = v o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 75,37% 0,53 0,22 74,78 75,98 0,70
O-1 75,92¢ 0,29 0,12 75,47 76,24 0,39
O-11 76,48 0,32 0,13 76,00 76,77 0,42
O-111 74,6404 0,41 0,17 73,89 75,02 0,55
O-1v 75,94¢ 0,30 0,12 75,50 76,37 0,40

Legenda: Ista slova #>%%¢-P<(,05
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Tabela 13. Sadrzaj masti u mesu karabataka nakon 42. dana tova

Prilozi

Grupa % Mere Val‘ljaCII_] 5
~ o
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 2,66 0,15 0,06 2,47 2,85 5,63
O-1 2,58 0,62 0,25 1,94 3,42 24,02
O-11 2,58 0,41 0,17 2,04 3,13 16,07
O-111 2,41 0,61 0,25 1,63 3,14 25,25
O-1v 2,38 0,38 0,15 2,05 2,95 15,90
Tabela 14. Sadrzaj masti u mesu karabataka nakon 58. dana tova
Grupa % Mere Varljac11] :/3
~ 0
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 4, 83abed 0,20 0,08 4,61 5,14 4,24
O-1 4,15t 0,48 0,20 3,59 4,71 11,57
O-11 3,47bchi 0,14 0,06 3,26 3,65 4,10
O-I11 2,82¢Mi 0,38 0,16 2,50 3,41 13,64
O-1v 2,104l 0,30 0,12 1,81 2,61 14,28
Legenda: Ista slova*Pedefehii_p<(),05
Tabela 15. Sadrzaj pepela u mesu karabataka nakon 42. dana tova
Grupa % Mere VarlJaClI_] :}3
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 1,102 0,04 0,02 1,03 1,15 3,98
O-1 1,012 0,03 0,01 0,98 1,07 3,15
O-11 1,06 0,05 0,02 0,99 1,13 5,14
O-II1 1,05 0,06 0,02 0,98 1,14 5,43
O-1v 1,04 0,05 0,02 0,98 1,10 4,52
Legenda: Ista slova *-P<0,05
Tabela 16. Sadrzaj pepela u mesu karabataka nakon 58. dana tova
Grupa % Mere varljamlj ‘(:,
~ o
X Sd Se Xmin Xmax Cv%
K 1,01 0,03 0,011 0,98 1,05 2,70
O-1 0,99% 0,02 0,007 0,97 1,02 1,74
O-11 1,052 0,03 0,013 1,01 1,09 3,09
O-111 1,01 0,02 0,010 0,98 1,04 2,34
O-1v 1,02 0,04 0,015 0,98 1,07 3,59

Legenda: Ista slova®-P<0,05
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Prilog L

TBARS vrednost u mesu karabataka nakon skladiStenja

Tabela 1. TBARS vrednost u mesu karabataka 0. dan, 42. dan tova

Prilozi

Grupa mg MAL/kg Mere Varljac1lj :/3
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,162 0,025 0,010 0,12 0,19 15,36
O-1 0,150 0,025 0,010 0,12 0,18 16,87
O-11 0,133 0,018 0,007 0,11 0,16 13,13
O-111 0,150 0,024 0,010 0,12 0,18 15,78
O-1V 0,122 0,027 0,011 0,09 0,17 22,31
Tabela 2. TBARS vrednost u mesu karabataka 0. dan, 58. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere Varljac1lj :/3
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,250* 0,043 0,018 0,19 0,32 17,34
O-1 0,200P 0,037 0,015 0,16 0,26 18,71
O-11 0,212°¢ 0,033 0,014 0,18 0,27 15,65
O-111 0,272% 0,047 0,019 0,22 0,34 17,33
O-1V 0,1428¢d 0,023 0,009 0,11 0,17 16,35
Legenda: Ista slova »>*¢ -P<0,05
Tabela 3. TBARS vrednost u mesu karabataka 3. mesec, 42. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere Val‘ljaCII_] 5
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,220%¢ 0,038 0,015 0,18 0,28 17,25
O-1 0,172 0,019 0,008 0,15 0,20 11,31
O-11 0,162° 0,020 0,008 0,13 0,19 12,63
O-I111 0,192 0,026 0,011 0,16 0,23 13,77
O-1v 0,170° 0,029 0,012 0,13 0,21 17,05
Legenda: Ista slova ¢ -P<0,05
Tabela 4. TBARS vrednost u mesu karabataka 3. mesec, 58. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere varljaml] ‘(:,
~ o,
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,4432bcd 0,058 0,024 0,38 0,53 13,05
O-1 0,292%¢ 0,037 0,015 0,24 0,34 12,72
O-11 0,310°f 0,040 0,016 0,26 0,37 12,90
O-111 0,332° 0,037 0,015 0,29 0,38 11,02
O-1v 0,205%fe 0,035 0,014 0,15 0,25 16,83

Legenda: Ista slova *>edefe _P<0,05
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Tabela 5. TBARS vrednost u mesu karabataka 6. mesec, 42. dan tova

Prilozi

Grupa mg MAL/kg Mere Val‘ljaCII_] 5
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,422 0,051 0,021 0,36 0,50 12,14
O-1 0,35¢ 0,041 0,017 0,28 0,39 11,57
O-11 0,312 0,046 0,019 0,25 0,36 14,71
O-111 0,384 0,046 0,019 0,31 0,45 12,23
O-1vV 0,27bd 0,041 0,017 0,23 0,34 15,00
Legenda: Ista slova »>¢4 -P<0,05
Tabela 6. TBARS vrednost u mesu karabataka 6. mesec, 58. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere VarlJaClI_] :}3
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,9122bcd 0,104 0,043 0,81 1,09 11,43
O-1 0,592° 0,057 0,023 0,51 0,67 9,70
O-11 0,540° 0,057 0,023 0,46 0,61 10,61
O-111 0,662°¢ 0,055 0,023 0,59 0,73 8,36
O-1V 0,552¢ 0,089 0,036 0,48 0,68 16,11
Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<(,05
Tabela 7. TBARS vrednost u mesu karabataka 9. mesec, 42. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere varljamlj ‘(:,
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,8232b° 0,096 0,039 0,68 0,95 11,64
O-1 0,652 0,058 0,024 0,58 0,73 8,92
O-11 0,655° 0,066 0,027 0,59 0,75 10,02
O-111 0,770¢ 0,071 0,029 0,70 0,87 9,22
O-1vV 0,540%¢ 0,065 0,026 0,45 0,61 11,94
Legenda: Ista slova *>¢¢ -P<0,05
Tabela 8. TBARS vrednost u mesu karabataka 9. mesec, 58. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere Varljac11] :/3
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,9602¢d 0,079 0,032 0,87 1,10 8,20
O-1 0,680 0,072 0,029 0,58 0,77 10,52
O-11 0,730°f 0,074 0,030 0,66 0,86 10,10
O-111 0,803°°€ 0,062 0,025 0,73 0,90 7,70
O-1V 0,61247 0,059 0,024 0,55 0,71 9,61

Legenda: Ista slova *>edefe _P<(,05
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Tabela 9. TBARS vrednost u mesu karabataka 12. mesec, 42. dan tova

Prilozi

Grupa mg MAL/kg Mere Val‘ljaCII_] 5
~ )
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 0,960 0,080 0,032 0,88 1,08 8,28
O-1 0,872 0,093 0,038 0,76 1,00 10,72
O-11 0,890 0,074 0,030 0,80 1,02 8,29
O-I11 0,910 0,078 0,032 0,83 1,05 8,57
O-1vV 0,830 0,070 0,029 0,72 0,91 8,42
Tabela 10. TBARS vrednost u mesu karabataka 12. mesec, 58. dan tova
Grupa mg MAL/kg Mere Varljac11] ‘c,e
~ 0,
X Sd Se Xmin Xmax Cv %
K 1,132 0,102 0,042 0,95 1,23 8,98
O-1 1,062 0,093 0,038 0,95 1,19 8,72
O-11 1,012 0,098 0,040 0,91 1,14 9,67
O-111 1,113 0,085 0,035 1,01 1,23 7,66
O-1V 0,982 0,116 0,047 0,82 1,16 11,76

214



BIOGRAFIJA

Milica Glisi¢, rodena je 12.01.1988. godine u Smederevskoj Palanci. Nakon zavrSene Palanacke
gimnazije, prirodno-matematicki smer, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu
upisala je Skolske 2007/2008 godine. Integrisane osnovne i master akademske studije zavrsila je u
oktobru 2014. godine, sa zvanjem doktor veterinarske medicine i prosecnom ocenom polozenih
ispita 9,56. Tokom studija nagradivana je za najboljeg studenta prve godine i najboljeg apsolventa
nagradom Fakulteta. Skolske 2011/2012 godine bila je stipendista ZaduZbine “Dragoljuba
Marinkovi¢a”. Doktorske akademske studije na Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu upisala 2014/2015 godine. U periodu od novembra 2014. god. do novembra 2015. god.
odradila je staz na Katedri za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla, tokom koga je
ovladala metodologijama koje se koriste u istrazivackom radu, a koje se rade na Katedri, kao 1
statistitiCkom obradom podataka i tumacenjem rezultata. Od novembra meseca 2016. godine
zaposlena je kao istraziva¢ pripravnik, a od decembra 2017. godine kao istraziva¢ saradnik, na
Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu u okviru projekta Ministarstva prosvete,
nauke 1 tehnoloSkog razvoja Republike Srbije Br. TR 31034: “Odabrane bioloSke opasnosti za
bezbednost/kvalitet hrane animalnog porekla i kontrolne mere od farme do potroSaca”. Tokom
doktorskih studija, usmerila se u oblasti ishrane zivotinja i kvaliteta i bezbednosti namirnica
animalnog porekla. Govori engleski jezik i kao autor ili koautor objavila je jedno poglavlje u
monografiji medunarodnog znacaja, 11 radova u ¢asopisima sa impakt faktorom i preko 40 radova
u cCasopisima od nacionalnog znacaja i na nauc¢nim skupovima nacionalnog i medunarodnog
znacaja. Radovi su joj citirani 117 puta, a h-indeks je 6. Recenzirala je dva rada u medunarodnim

casopisima. Doktorske akademske studije zavrsila je sa prosekom 9,92.
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Mpunor 1.

WsjaBa o aytopcTBy

Motnucanm-a Munuua A. Cnvmunh

Gpoj ynuca _14/2

Wsjasrbyjem
Aa je oKTopCKa AucepTaumja nog Hacnosom

»YTHuaj ynorpebe nzodnasoHa y MCXpaHy Ha NPOU3BOLHE Pe3ynTarTe n
Buonowke napamerpe 6pojnepa”

@ De3ynTat CONCTeEHOT UCTPaXuBa4Kor paaa,

e [a npegroxeHa Avceprauuja y UenuHA HU Y AenoBuma Huje Buna npeanoxeHa
3a pobujaree BUNO Koje OUNNOME Ffipema CTyAMiCKAM Mporpamuma Apyrx
BUCOKOLLIKONCKUX YCTaHOoBa,

e [a Cy Pe3ynTaTyl KOPEKTHO HaBedeHn u

° [a H/cam KpLLIMO/na ayTopcKa rpaea 1 KOPUCTHO MHTENEKTYanHy CBOjUHY ApYrmX
nuua.

lMoTnKc pokTopasga
/_
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[6/'/76/&*4 a\ // & %W
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Tpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTU WITaMMNaHe U ENEeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOT paja

Wme n npesume aytopa Munwmua A. Mnnwwh
bpoj ynuca 14/2
Crynoujckn nporpam  [loKTOopcKe akagemMcke cryauie

Hacnos paga ,¥YTuuaj ynotpebe nzocdhnaBona y Mcxpaty Ha Npou3BogHe
pezynraTe u Suonouwke napameTpe Gpojrepa”

MenTop npodh. gp Pagmiing Maprosih
Flotnucanu Munuua A. TnuMwKh

u3jaBityjem [a je wramnada sepauwja MOr JOKTOPCKOr Pafas KCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
BEpP3Wy KOjy caM npegao/na sa objasrbuBarke Ha noptany  Qururandor
penozuTopujyma YHuBepaureta y Beorpagy.

Hosporsasam fa ce objase Moju NMYHK NOaUM Be3aHu 3a gobujarke akafgeMCcKor 3Bama
OOKTOPa Hayka, Kao WTOo Cy UMe 1 npesume, rognHa 1 mecto pohera u gatym oabpade
papna.

OBu nudyHM nogaum mMory ce ofjaBuT Ha MpPEeXHUM Ccipaduuama  aururanHe
oubmioTexe, y eneKTpoHCKOM Katanory 1 y nybnukauunjama YHusepautera y beorpaay.

fotnuc goxropanga
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwheky

Osnauwhyjem YHupepsuteTcky 6ubnuoreky .CeeTozap Mapkoeuh“ ga vy OururtanHu
pernosntopuiym Yuusepsuteta y Beorpagy yHece mojy LOKTOPCKY AuCepTauujy nioj
HacroBoM:

»Y TULAj ynoTpeGe u3ognaBoHa y MCXPaHu Ha NPOV3BOAHE Pe3ynTarTe u
6uonouike napametpe Gpojnepa®

Koja je moje ayTopcko aenao,

AucepTauujy ca Cenm Npunosuma NPeaac/sia cam y enekTpOHCKOM (DOPMATy FOrofHOM
3a TpajHO apXusupare.

Mojy gokropeky anceptaumjy noxparsedy y QurutanHi penosutopujym YHUBepauTeTa y
beorpagy mory ga kopucte cBM Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y opabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe sajeqmuue (Creative Commons) 32 Kojy cam ce ognyuvo/na.

1. AYyTOPCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKoMepUMjanHo
3. AyTopCTBO — Hexomepumjando — 6e3 npepage
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLUMJanHo — ZenUT Noa UCTUM YCroBUMa
5. Aytopcreo — Bes npepage
6?Ay70pcrso — JEenwTK Nog UCTUM YCIOoBMMA

(Monmmo fa 3aokpyxuTe Camo jefHy Of WecT NoHyReHux fuueHUW, KpaTak onuc
NUMUEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

floTmue gokTopakna
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1. Aytopcrso - [lossorbasate yMHOXaBsamk-e, aucTpubyumjy v jaso caoniutagare gena,
W npepaje, ako Ce HaBege MMe ayTtopa Ha HauvH ofpefleH Of CTpaHe ayTopa uiu
dasaoua nuueHUe, 4ak U v komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoBopHuja op csux
NMUEeHUW.

2. AyTopcTeo — HekoMepuujanHo. [lo3Borbagate yMHOXaBawe, AucTpubyuujy v jaBHo
caoriiTasarse fiena, 1 npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HadwH ogpehieH og
cTpade aytopa v gasaoua nuuenue. Opa nuueHLa He JO3BOMbaBa KOMEpUMjanHy
yrnoTpeby gena.

3. AyTtopctBO -~ HekomepumjanHo — OGe3 npepage. [lozBorsasaTte YMHOXAaBawe,
aucTpubyumjy v jaBHO caonwTaBare gena, Ges npomeHa, npeobnukosara unu
ynotpebe pena y csoMm Leny, aKko Ce HaBeae uMe ayTopa Ha HauuH capeheH o crpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa NuUEHUAa He H03B0/LaBa KoMepuujanHy ynotpeby
Zena. Y ofHoty Ha CBe OCcTasne NnuuerLe, 0BOM NMLESHLOM Ce orpaHmuyasa Hajsehu obum
npasa Kopuwhersa gena.

4. AYTOpCTBO - HekoMepuujanHo — Oenuin nog ucTuM ycnosuma. fosBornaBate
yMHOKaBgake, QucTpubyuujy 1 jaBHo caonwiTasare aena, v npepage, ako ce Hasege
uMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH Of CTpaHe ayTopa unv [asBaoua fuUeHUe 1 aKko ce
npepaga guctpubympa noa WCTOM WM CRMMHOM fvueHuoMm. OBa nuueHla He
£03BOrbasa KoMmepuumjanty ynotpedy nena v npepaas.

5. AytopcTBo — ©e3 npepane. [lossor-aBate yMHOXasake, SUcTpubyumiy v jaBHO
caonwTasake gena, 6e3 npomena, npeobnnkoBarka unv ynotpebe gena y cBoM Oeny,
aKo ce Hasede UMe ayTopa Ha HaduH oppefied of CTpaHe ayTopa W gasaoua
nwuenue, OBa nuLieHUa 4O3BOIb2Ba KoMepLUujandy ynoTtpeby gena.

6. AyTOopcTBO -~ OenuTM nNop  UCTMM  yenoeuma. [o3BorsasaTte  yMHOMABaH-e,
AcTpubyumjy v jasHo caonwTaBarme Jena, U Npepage, ako ce Hasede ume ayTopa Ha
HaumH oppefled og cTpaHe ayTopa WM OaBaoua MMUeHUe M ako ce npepaga
guctpubympa noA MCTOM WM CHMYHOM  nuleHuoMm. OBa fMUeHUd [03B0Mbasa
komepuujanHy ynoTpeby nena v npepagja. CnudHa je codTBepckuM nuueHUaMma,
OfHOCHC NULIeHLaMa OTBOPEHOT KO4a,



