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1. BEVEZETES

1.1. Elozmények

Amiota a XX. szazad elején bizonyitotta valt, hogy a C-vitamin hianya okozza az
emberiség egyik rettegett betegségét, a skorbutot, egyre tobben tanulmanyoztak annak
¢lettani szerepét €s sziikségességét kiilonbozo allatok esetében is. A kozismert, trivialis
nevén L-aszkorbinsav nevli vegyiiletrél azdta bebizonyosodott, hogy tobb jelentds
élettani hatasa is van. Igy pl. az emberi és éllati szervezetekben végbemend hidroxilalasi
reakciokban résztvevd enzimek nélkiilozhetetlen kofaktora, kulcsszerepe van a
szabadgyokok veszélyes reakcioi elleni védelemben, antioxiddns és immunstimulator,
valamint nélkiilozhetetlen egyes stresszhatasok kivédésében is. Mig a ndvényvilag
tagjai igen, addig az ember és az allatok egy része gulonolakton oxiddaz enzim
hidnydban nem képes eldallitani ezt az ¢él0 szervezetek szamdra nélkiilozhetetlen
vitamint (MOSER, 1990).

A C-vitamin felfedezésének torténete valoszinileg visszanyulik az d6korba. Mar
Egyiptom, Gorogorszag ¢és a Romai Birodalom polgérai is ismerhették a skorbutot
(MOSER, 1990). A kozépkorban, a tengeri hajozas fejlodésével a matrdézok rettegett
betegségévé valt, de sokszor megtizedelte a habortkban kiizdé katondkat is. Bar mind a
hajozési tarsasagok, mind pedig a hadseregek kiizdottek a skorbut ellen, hosszu
évszazadok teltek el, amig sikeriilt bizonyitani, hogy ez a sulyos, legtobbszor halalos
kor Osszefliggésben van a taplalkozassal. Az elsd klinikai kisérletet J. Lind, a Kiralyi
Flotta orvosa végezte ¢és bizonyitotta, hogy a citrusfélék gyiimolcseivel meg lehet
gyogyitani a skorbutot. MOSER (1990) hivatkozésa szerint eredményeirdl ,,A treatise of
the scurvy” cimmel 1753-ban konyvet is megjelentetett Edinburghben. Kezelési
javaslatai azonban még a XX. szdzad elejére sem valtak kozismertté. Scott kapitany és
tarsai minden valdsziniiség szerint a C-vitamin hidnyos étkezés miatt haltak meg 1912-
ben a Déli-sarkra vivo felfedez6 utjukon.

Miutan Axel Holst és Theodor Frolich 1907-ben felfedezték, hogy a tengerimalacnak
is kiils6 forrasra van sziiksége a skorbut megeldzésére, megkezdddtek a C-vitaminnal
kapcsolatos bioldgiai kutatdsok. Tobbek kozott ez a felfedezés inditotta el a kisérleteket

az antiskorbutikus faktor izolaldsara ¢és jellemzésére. C-vitaminnak DRUMMOND



(1920) nevezte el. Akkoriban néhany hidnybetegség ismert volt mar, igy tobbféle
vitamin 1étezésére lehetett kdvetkeztetni. Mivel ezeket betiikkel jeloltek és az ,,A”,
valamint a ,,B” betli mar foglalt volt, az Gjonnan felfedezett vitamin a C-vitamin nevet
kapta. Kristalyos formaban Szent-Gyorgyi Albert izolalta elészor a vegyiiletet 1928-ban
mellékvesébdl €s hexuronsavnak nevezte el. Megéllapitotta Osszegképletét is, amely
C¢HsOs. Ekkor azonban még nem ismerték fel, hogy a hexuronsav azonos a C-
vitaminnal. Szent-Gyorgyi 1932-ben paradicsompaprika présnedveébdl is izolalta és
viszonylag nagy mennyiségben eldallitotta a hexuronsavat. Majd egymastol fliggetleniil
O és Tillmans is igazoltik tengeri malacokkal végzett kisérleteik soran, hogy a két
vegyiilet azonos. Alig egy évvel késébb Hirst és Harworth meghataroztdk a C-vitamin
szerkezetét, és Szent-Gyorgyivel egyiitt javasoltdk, hogy a vegyiilet neve L-
aszkorbinsav legyen, utalva annak antiskorbutikus hatisara (SZENT-GYORGYI és
HARWORTH, 1933). Egy éven beliil Reichstein megoldotta az ujonnan felfedezett
vitamin laboratoriumi szintézisét, amely a mai napig alapjat képezi a C-vitamin
gyartasanak. Harworth és Szent-Gyorgyi C-vitaminnal kapcsolatos munkajat 1937-ben
Nobel-dijjal jutalmaztadk (MOSER, 1990).

Mivel a természetes koriilmények kozott €10, vagy halastavakban tenyésztett halak
kornyezetlikb6l konnyen hozzajutnak a szamukra sziikséges mennyiségii C-vitaminhoz,
az L-aszkorbinsav felfedezését kovetden a kutatok még hosszu ideig nem tudtak arrol,
hogy sok halfaj esetében esszencidlis ez a vitamin. Az intenziv haltenyésztés
elterjedésével azonban hamarosan észleltek egyes halfajoknal az emberi skorbuthoz
hasonl6 tlineteket. TUCKER ¢és HALVER (1986) hivatkozdsa szerint MCCAY ¢és
TUNISON mar 1934-ben megfigyelték, hogy formalinnal tartositott hussal etetett
pisztrangoknal lorddzis és scoilozis jelentkezett. Mivel a tlinetek a nagyobb halaknal
gyakran hosszu id6, honapok, vagy akar egy év alatt alakultak ki, nem gondoltak
skorbutra. Bar KITAMURA et. al. (1965) tovabba HALVER et. al. (1969) leirtak, hogy
az intenziv haltartds sordn egyre tObbszor jelentkezd problémat a C-vitamin hiany
okozza szivarvanyos pisztrang, illetve atlanti lazac esetében, a kutatasok e teriileten
csak a hetvenes évek kozepétdl gyorsultak fel.

Sokan foglakoztak tovabbra is a skorbut kialakulasaval. A betegséget tobb halfajra is
leirtak, pl. a csatorna harcsara (LOVELL, 1973; WILSON ¢és POE, 1973), vagy a
tengeri sligérre (DOIMI et. al., 1985). A késdbbiekben azonban olyan halfajokat is
talaltak, amelyek el6 tudjak allitani a C-vitamint. Ilyenek altalaban a porcos halak, mint

a tokfélék (DABROWSKI, 1994) és a capak (MAELAND és WAAGB®, 1998).



Az 1970-es és 80-as években sokan foglalkoztak a C-vitamin meghatarozasi
modszerek fejlesztésével azért, hogy minél pontosabban meg tudjak mérni a kiilonb6zd
halfajok szoveteinek vagy takarmanyanak aszkorbat tartalmat. Leggyakrabban
spektrofotometrias (CARR et. al., 1983; DABROVSKI és HINTERLEITNER, 1989) és
magas nyomasu folyadékkromatografias (FELTON ¢és HALVER, 1987; MAUGLE,
1993) modszerekkel taldlkoztunk, amelyekkel vagy a természetben is jelenlévd, vagy
pedig az iparilag eldallithatdo C-vitamin formak mérhetdk. Nem talaltunk azonban olyan
modszert, amivel a leggyakoribb természetes vagy iparilag eldallithatd formakat egy
minta ugyanazon extraktumabol meg lehetne hatarozni.

MEAD ¢s FINAMORE (1969) a garnélardk szdveteibdl izolaltdk az L-
aszkorbinsavnal 1ényegesen stabilabb aszkorbat-2-szulfatot. Ezt kovetden allitottdk fel
azt az egyébként attraktiv és széles korben elfogadott hipotézist, hogy az allatok egy
része képes a C-vitamint szulfat forméban tarolni, amit azutdn sziikség esetén L-
aszkorbinsavva hidrolizdl (BAKER et. al., 1975; CHATTERJEE et. al., 1975;
HORNIG, 1975). Nem sokkal késébb TUCKER ¢és HALVER (1984a,b) kisérleti
eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a halak féleg szulfat formaban
taroljak a C-vitamint és szulfat-transzferaz enzimmel alakitjdk L-aszkorbinsavva. A
meghatarozasok pontatlansagai miatt azonban hamarosan kdzponti €s vitatott kérdéssé
valt a halak C-vitamin tarolasi képessége. DABROWSKI és HINTERLEITNER (1989)
egy, az addigiaknal pontosabb modszerrel csak az artémia petékben tudta az aszkorbat-
2-szulfatot kimutatni, halakban nem. A vita még a 90-es évek kozepén is tartott
(DABROWSKI et. al. 1994).

Bar a nyolcvanas évek végétdl napjainkig sokan foglalkoztak az egyes halfajok C-
vitamin igényének meghatirozdsaval, még a mai napig sincs egy altalanosan
alkalmazhaté moddszer. A ndvekedés, a mortalitas és a skorbut tiineteinek vizsgalata
legfeljebb a minimalis sziikséglet meghatarozasahoz elegendd. Az egyes szervek
telitddése C-vitaminnal, tovabba a csontok kollagén-tartalmanak mérése mar kozelebbi
értéket adhat, de nem lehet kihagyni a kiilonb6z6 stresszhatasokat sem (DABROWSKI
et. al., 1994).

A természetes vegyiilet, az L-aszkorbinsav vizben konnyen bomlik, igy a megfeleld
C-vitamin szintli tdpok eldallitdsa nem egyszerli feladat. A hetvenes évek kozepétdl
egyre tobb stabil, aszkorbat-2-mono-, illetve polifoszfat, aszkorbat-2-monoszulfat,
palmitat, stb. észter formaban eldallitott C-vitaminnal talalkozhatunk a kiilonb6z6 cégek

tapjaiban. A halak azonban nem rendelkeznek valamennyi forma hidrolizaldsara
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alkalmas enzimekkel, igy nem is képesek hasznositani az dsszes, egyébként eldallithatd
stabil C-vitamin format (DABROWSKI et. al., 1994).

Kiilon fejezetet érdemelnek a larvakkal és ivadékokkal folytatott kisérletek. Ez a
korosztdly minden halfajndl jelentésebb C-vitamin igénnyel jelentkezik, mint az
1dosebbek. Ebben az iddszakban azonban a halakat altalaban €16 taplalékkal etetik,
aminek nehezen oldhat6 meg a vitaminnal torténd dusitasa (MERCHIE et. al., 1995,
1996).

A C-vitamin és a stressz kapcsolata kezdettdél fogva az egyik kozponti kérdés volt. A
kiilonboz6 kutatdsok egyarant foglakoznak a C-vitamin szerepével a kdrnyezeti hatasok
¢s a fertdzések okozta karok elleni védekezésben. Taldlkoztunk pl. a nitrit okozta
methemoglobinémia (WISE et. al., 1988), vagy a darakér talélésében betdltott
szerepével (WAHLI et. al., 1986).

Napjaink kutatasai els6sorban a halak C-vitamin szintetizalo képességének genetikai
kérdései fel¢ fordultak. Tobbek kozott sikeriilt megéllapitani, hogy a csontos halak
valosziniileg a triasz korban veszitették el L-aszkorbinsav eldallitd képességiiket
(MOREAU és DABROWSKI, 2000). Erdekességként megjegyezziik, hogy bar
sikertelentil, de a gulonolakton oxidaz enzim eléallitasaért felelds gént is megprobaltak
patkanybol lazacba atvinni (KRASNOV et. al., 1999).

Bar a C-vitamin létfontossagi tobb, hazankban is intenziven tenyésztett halfaj
szamara, Magyarorszagon csak a kilencvenes évek elején kezdddtek el a kutatasok,
valoszinileg a kis volumeni hazai intenziv haltenyésztés miatt. Mivel az EU
csatlakozasi folyamat soran a takarméanyozas teriiletén is egyre tobb mindségi garanciat
kell biztositani a mar eddig is kutatott makro-tdpanyagsziikségleteken tal, egyre
nagyobb figyelmet kell forditani a vitaminok, valamint a takarmanyokban alkalmazott
egyéb mikro-tapanyagok vizsgalatara. Bemutatasra keriil6 munkankat is nagyrészt az
Eurdpai Gazdasagi Kozosség 1992-ben meghirdetett ,,Cooperation in Science and
Technology with Central and Eastern European Countries” azaz ,,Judomanyos és
Technologiai Egyiittmiitkodés a Kozép- és Kelet-Europai Orszagokkal” cimli kutatasi
palyazaton nyert timogatas tette lehetové.

Partneriink az olaszorszagi Basilicata tartomany Allami Egyeteme (Potenza)
Allattani Tanszékének akvakultaraval foglalkozo kutatocsoportja volt. A téma cime:
,Kiilonbozo, a kereskedelemben kaphato C-vitamin formak tapértékének és
sziikségletének Osszehasonlito vizsgalata az intenziv technologiaban nevelt tengeri

stiger, angolna, tok  és europai harcsa esetében” (Témaszam:
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CIPACT93140(PL928019). Kutatasi lehetdségeink kiszelesitéséhez tobb alkalommal
hozzajarult az FVM K+F pélyazatain nyert kutatasi tdmogatas is.

Dolgozatomban munkink azon részét szeretném bemutatni, amely a hazai
haltenyésztés szamara fontos két halfajra, az europai harcsara (Silurus glanis L.) és a
kecsege x lénai tok hibridre (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt)

vonatkoznak.

1.2. Célkitiizések

Bar eredeti célkitlizéseinket 1994-ben fogalmaztuk meg az akkori nemzetkozi és
hazai ismereteknek megfelelden, a folyamatosan tanulmanyozott irodalomnak ¢és a sajat
kisérletek eredményeinek figyelembevételével munkank sordn tovabbfejlesztettiik
azokat.

Témavalasztasunk hazai vonatkozasokban hidnypotld kutatdsokat tett lehetdvé.
Kutatoéink korében és a gyakorlatban sem eléggé ismert a C-vitamin szerepe a halak
tenyésztésében. A ma is hasznalt Halgazdalkodas cimii konyv II. kdtetében példaul
talalkoztunk azzal a téves nézettel, mely szerint a vizoldhat6 vitaminokat, koztiik a C-
vitamint a bélben é16 mikroorganizmusok szintetizaljak (TAMAS et. al., 1997).

Kisérleteink soran ezért valaszt kivantunk kapni a kutatokat leggyakrabban
foglalkoztatd kérdésekre, hazai halfajok vonatkozasaban. Ezek alapjan fobb
célkitlizéseinket az alabbiakban foglaltuk 6ssze:

1. Egy olyan HPLC-vel (magas nyomast folyadékkromatograffal) végezhetd C-
vitamin meghatdrozasi moédszer kidolgozasa, amellyel egy minta ugyanazon
extraktumabol kis koncentracidban is meghatdrozhatok a természetes és a
tapokban alkalmazott legfontosabb iparilag eldallithat6 vitamin formak.

2. A természetes C-vitaminnak ¢és iparilag eldallithatd formainak hatasa az eurdpai
harcsara (Silurus glanis L.). A C-vitamin igény meghatdrozasa 5-200 g tomegii
halak esetében az alabbiak figyelembevételével:

- A novekedés, a mortalitas, a skorbut tiinetei és a kollagén-tartalom valtozasai
kiilonboz6 szintli és formdji C-vitamint tartalmazo takarméanyok etetése
soran;

- A természetes C-vitaminnak ¢és iparilag eldallithatdé  formainak
felhalmozodasa és telitddése a kiilonbozo szovetekben;

- A C-vitamin kitiriilése a szervezetbdl;
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A C-vitamin hatasanak vizsgalata egyes stresszhelyzetekben;

A C-vitamin hatasa larvakra.

3. A természetes C-vitaminnak és iparilag eléallithatd formainak hatdsa a kecsege x

I1énai tok hibridre (Acipenser ruthenus L. X Acipenser baeri Brandt) az alabbiak

szerint:

A novekedés, a mortalitds, a skorbut tiinetei és a kollagén-tartalom valtozésai
kiilonb6zd szintli és formdji C-vitamint tartalmazo takarméanyok etetése
soran;

A tok hibrid C-vitamin szintetizal6 képességének vizsgalata;

A természetes C-vitaminnak ¢és iparilag eldallithatdé  formainak
felhalmozodasa a kiilonb6zo szovetekben;

A C-vitamin kitiriilése a szervezetbol;

A C-vitamin hatasanak vizsgalata egyes stresszhelyzetekben.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A C-vitamin tulajdonsagai

A cukorsavak fontos szarmazéka az L-aszkorbinsav, azaz a C-vitamin, amit a hexonsav
v-laktonjanak tekinthetiink. A C-vitamin a vizben old6éd6 vitaminok kozé tartozik.
Biokémiai és élettani funkcidi sokrétiiek, ezért nélkiilozhetetlen az ember és az allatok
szamara. Néhanyan koziiliik, mint az ember, a majmok, a tengerimalac, egyes madarak

¢s a halak nagy része csak taplalkozas utjan jut hozza, mig mas allatok szintetizaljak

(ELODI, 1981).

2.1.1. A C-vitamin fizikai és kémiai tulajdonsagai

Az L-aszkorbinsav, vagy C-vitamin, a [UPAC terminologia szerint L-treo-2-hexono-
1,4-lakton, szintelen, kristalyos vegyiilet. Fizikai és kémiai tulajdonsagait meghatarozza
az Ot szénatombol allo gyliri, amely egy savas protont tartalmaz. Bioszintézisének

utolso 1épése az L-gulonolakton oxidéacidja gulonolakton oxidaz enzimmel (1. &bra).

C=0 0=C 0=C /COOH
| | |

HCOH HOC 0=C 0=C
I (I | 0 |

HOCH O -  HOC > 0=C N 0=C

HC OH HC —— HC —— C HOH
| ! 3 B

HC HOC H HOC H C HOH
| | \ |
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

GLO

L-gulonolakton — L-aszkorbinsav < dehidro-L-aszkorbinsav — 2,3-diketo-gulonsav

1. abra: Az L-aszKorbinsav keletkezése és lebomlasa a természetben

Megjegyzés: * kiralis szénatomok; GLO = gulonolakton oxiddz enzim

Forras: DABROWSKI et. al. (1994)



Két kiralis (*) kozpontja a 4. és 5. szénatomon négy sztereo-izomert tesz lehetoveé (L-
¢s D-aszkorbinsav, L- ¢és D-izo-aszkorbinsav), de ezek koziil csak az L-aszkorbinsav
mutat jelentds biologiai aktivitast (HAY et. al., 1967). CRAWFORD és CRAWFORD
(1980) szerint a 2. és 3. pozicidban levd hidroxil csoportok savas kémhatastiak (pK;
4,17 és pK; 11,79). Erds redukald hatasa miatt konnyen oxidalodik, két 1épésben torténd
reverzibilis oxidacioja soran szemidehidro-L-aszkorbinsavva, illetve dehidro-L-
aszkorbinsavva alakul. A dehidro-L-aszkorbinsav azonban konnyen oxidalodik
irreverzibilisen 2,3-diketo-gulonsavva, aminek mar nincs bioldgiai aktivitdsa
(DABROWSKI et. al., 1994; O’KEEFE, 2001). Az L-aszkorbinsav szaraz, kristalyos
formaban, valamint savas oldatokban viszonylag stabil, de semleges vagy lugos
oldatban konnyen oxidalédik. Mivel kémiailag erdsen reaktiv csoportjai vannak,
iparilag tobb, a természetes formaknal stabilabb, bioldgiailag aktiv forméja is

eldallithatd (SANDNES, 1991). A legismertebbek ezek koziil:

Aszkorbat-2-monofoszfat:
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Aszkorbat-2-monoszulfat:
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Kilonboz6 mértéki  C-vitamin aktivitdst mutatnak és alkalmazhatok a
takarmanyozasban az aszkorbat-palmitat (SOLIMAN et. al., 1986), és az aszkorbat-2-
gliikozid (MUTO et. al., 1992) is. Osszesen mintegy 125 kiilonbdzd biolégiai aktivitast
L-aszkorbinsav szdrmazékot izolaltak vagy éallitottak el a vilagon WANG és SEIB
(1990) szerint.

2.1.2. A C-vitamin bioszintézise

A C-vitamin szintézisére képes allatok az a-D-gliikozbol kiindulva a gliilkuronsav
utat kovetve ,,de novo” szintetizaljak az L-aszkorbinsavat, UDP gliikkuronsavbol, az
uronsav uton, majukban vagy veséjilkbenben (BRAUN et. al., 1996). A szintézis
kulcsreakcidja az L-gulonolakton L-aszkorbinsavva alakitdsa (1. dbra). Az ember és
azok az allatok, amelyeknek szervezetébdl hidnyzik az L-gulonolakton oxiddz enzim,
nem képesek szintetizalni a C-vitamint (CHATTERIJEE, 1978).

TOUHATA et. al. (1995) szerint a féemldsok, a tengerimalac, tovabba 16 madarfaj
nem tudjak eldallitani az L-aszkorbinsavat a gulonolakton oxiddz (GLO) enzim
hianyaban. Az éallatvilagban a GLO vagy a vesében, vagy a majban talalhato. A
kétéltiiek a veséjliikben, az emlésok altaldban a majukban allitjdk elé a C-vitamint.
Kiilonlegesen alakul a madarak és a halak L-aszkorbinsav szintetizald képessége.
Vannak madarfajok, amelyek csak a vesében, 2 faj mind a két szervben, 10 faj pedig
csak a majban szintetizalja a C-vitamint. A halak koziil a porcos halak (tokfélék, capak),
a tlidéshal, valamint a lapatorri hal veséjében taldltak elegendd GLO aktivitast a

szamukra sziikséges C-vitamin eléallitasdhoz. Szerintiik a ponty, az eziistkarasz és a
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marna mind a két szervben szintetizal C-vitamint, de kérdéses, hogy ez elegendd-e
normalis fejlédésiikhdz. A tilapia a méajaban képes C-vitamint eldallitani. JO néhany hal
szervezetébdl hidnyzik azonban a gulonolakton oxid4z enzim, igy ezek a fajok kiilsé C-
vitamin forrasra szorulnak. DABROWSKI (1990a) szerint a csontos halak altalaban
nem tudjak eldallitani a C-vitamint, a primitiv, porcos halak azonban elegendd
gulonolakton oxidaz enzimmel (GLO) rendelkeznek, és veséjiikben szintetizaljak az L-
aszkorbinsavat (DABROWSKI, 1994). Kilenc kiilonb6z6 halfajt vizsgalt MAELAND és
WAAGBO (1998), melyek koziil a tiiskés capa (Squalus acanthias L.) és a kecsege
(Acipenser ruthenus L.) nem szorul kiilsé C-vitamin forrasra. Nem képesek az L-
aszkorbinsav szintézisére, ezért takarmanyukban kiegészitést igényelnek, az atlanti
hering (Clupea harengus L.), az eurdpai angolna (Anguilla anguilla L.), az atlanti lazac
(Salmo salar L.), az atlanti tokehal (Gadus morhua L.), az atlanti makréla (Scomber
scombrus L.), az atlanti orias laposhal (Hippoglossus hippoglossus L.), valamint az
atlanti nagy rombuszhal (Scophthalmus maximus L.).

MOREAU et. al. (1999b) szerint a C-vitaminnal téplalt tavi tok (Acipenser
fulvescens) ,,in vitro” gulonolakton oxiddz enzimaktivitdsa azonban nem csokken. A
szerzOk véleménye szerint ez esetben tehat nem miikddik az a ,.feed back” szabalyozas,
amit az L-aszkorbinsavat a majukban szintetizdlo emldsdknél tapasztaltak. Hasonld
eredményre jutottak FRACALOSSI et. al. (2001). A tanulmanyozott 13 kiilonb6zd
Amazonidban €16 halfajbol 11 csontos halfaj nem mutatott GLO aktivitast, mig két nem
csontos halfaj (édesvizi raja és dél-amerikai tiidos hal) vizsgélataik szerint fejlédéséhez
elegendd C-vitamint képes eldallitani.

MOREAU ¢és DABROWSKI (2000) tobb, még fennmaradt Actinopterigian halat
vizsgalt (Polypterus senegalus, Lepisosteus osseus, Amia calva), eredményeik szerint
valamennyi képes a veséjében ,,de novo” C-vitamin szintézisre. SATO et. al. (1978) és
TOUHATA et. al. (1995) eredményeivel ellentétben azonban nem talaltak GLO
aktivitast a pontynal (Cyprinus carpio L.) és az eziistkarasznal (Carassius auratus L.).
Osszehasonlité genetikai vizsgalataik alapjan feltételezheté, hogy a csontos halak a

tridszkorban veszitették el C-vitamin szintetizal6 képességiiket.

2.1.3. A C-vitamin legfontosabb biokémiai és élettani funkcioi

Az L-aszkorbinsav elektron donor, biokémiai funkcidi is ezen alapszanak (MOSER,

1990). Egy vagy két elektront tud atadni a fémionoknak, vagy egyes redox-reakcidkban,
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mint pl. a hidroxilacio. Az 1. tdbldzatban bemutatjuk a legfontosabb C-vitamin fliggd

enzimeket.

1. tablazat. A legfontosabb C-vitamin fiiggé enzimek

Enzim Funkcio

Prolin hidroxilaz Prolin transz-4-hidroxilacié a pro-kollagén
szintézisben

Pro-kollagén-prolin-2-oxoglutarat-3- Prolin transz-3-hidroxilacié a pro-kollagén

dioxigenaz szintézisben

Lizin hidroxilaz Lizin  5-hidroxilaci6 a  pro-kollagén
szintézisben

y-Butirobetain, Karnitin prekuzor hidroxilacié

2-oxoglutarat-4-dioxigenaz és
Trimetil-lizin-2-oxoglutarat dioxigenaz
Dopamin 3-monoxigendz Dopamin [-hidroxildcié a nor-adrenalin

szintézisben

Forras: MOSER, 1990

Az L-aszkorbinsav kofaktora a kollagén-szintézisnek (ELODI, 1981). A kollagén
vazfehérje, fontos Osszetevdje a bornek, a csontoknak, a gerincoszlopnak, valamint a
véredények endoteliumanak. A tobbi fehérjével ellentétben hidroxi-prolint és hidroxi-
lizint tartalmaz, mely vegyiiletek poszt-szintetikusan, prolinb6l és lizinbdl, a
polipeptidlanc 1étrejotte utan keletkeznek. A lancon beliil a glicin és a hidroxi-prolin
kozott hidrogénkdtések jonnek 1étre, amelyek segitségével alakul ki a kollagén sajatos
harmas hélix szerkezete. A prolin hidroxildz enzim miikddéséhez L-aszkorbinsav
sziikséges. C-vitamin hidnyéban tehat nem szintetizalodik elegendd hidroxi-prolin, vagy
hidroxi-lizin, ¢és nem megfeleld mindségli polipeptidlancok alakulnak ki. A
fehérjerészen kiviil a kollagén szénhidratot is tartalmaz, amely gliikozaminbol és
galaktézaminbol all6 mukopoliszaharid és a hidroxi-lizin OH csoportjdhoz kapcsolodik.
Elegend6 hidroxi-aminosav hidnyaban a szénhidrat részek sem tudnak a fehérjelanchoz
kapcsolddni. Mivel a harmas hélix szerkezet atstrukturalddik, a nem hidroxilélt kollagén
nem képes megfeleld fonalas szerkezetet 1étrehozni, a kotdszovet lazava, a véredények

¢s a bor torékennyé valik. Ez a szerkezeti atalakulas okozza a skorbutot.
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A kollagén szintézis mennyiségileg kovethetd a csontok 0sszes kollagén tartalmanak
mérésével. A prolin/hidroxi-prolin aranyanak meghatarozasa pedig arra is alkalmas,
hogy tajékozodjunk a kialakult kollagén szerkezetérél (DABROWSKI et. al., 1994).

Az L-aszkorbinsav kofaktora a katekolamin-szintézisnek (ELODI, 1981). Mivel a
stresszreakciok elsddlegesen az endokrin-rendszer altal kontrollaltak a kortizol és a
katekolaminok segitségével, C-vitamin hidny esetén a szervezet nem ad megfeleld
valaszreakciokat. A C-vitamin oxidativ szerepet jatszik a tirozin lebontdsdban.
Hidnyaban hipertirozinémia jon l1étre.

Az L-aszkorbinsav antioxidans, igy tobbek kozott szerepet jatszik a majban
végbemend olyan detoxikaciés folyamatokban, mint a xenobiotikumok, drogok, mérgek
¢és szteroidok (TUCKER and HALVER, 1984b), vagy a kornyezetbdl szarmazd nitrit
szennyezddés okozta methemoglobin lebontdsa (SCARANO et. al., 1991).

A C-vitamin fontos immunstimulator, segit a szervezet altalanos fizioldgiai
allapotanak javitdsaban, védelmet nyujt egyes fertézések €és a kornyezet okozta
karosodasok ellen (VERLACH and GABAUNDAN, 1997; GOMOZOVA JENEY,
1999).

A C-vitamin szerepet jatszik a vas metabolizmusaban (HILTON et. al., 1979), pl. a
skorbutos hal 1épében megemelkedik a vas koncentracio.

A C-vitamin csokkenti egyes fémek, pl. a kadmium, a nikkel és az 6lom mérgezd
hatasat. Ezeket a fémeket redukalt formajukba alakitja, amelyek ezt kovetden kevésbé
képesek abszorbealddni és gyorsabban tavoznak a szervezetb6l (VERLACH and
GABAUNDAN, 1997). A C-vitamin védelmet nyujt a kiilonb6z6 kornyezeti, vegyi €s
egyéb hatdsok soran felszabadulo szabadgyokok tdmadasaval szemben (VERLACH and
(MOREAU, et. al., 1999a). Az E vitamin a sejtmembranok legnagyobb mennyiségben
jelenlévd antioxiddnsa, amely védelmet nyujthat a membréanok foszfolipidjeinek
peroxidécioja ellen. A szabad gy6kok hatdsara az oxidalt tokoferolt (E vitamin gyok) a

C-vitamin képes ujra redukalni és a-tokoferolld (E-vitamin) alakitani (2. abra).
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2. abra: Az E-vitamin antioxidans reakcidoja és regeneracidoja C-
vitamin segitségével a sejtekben. MDA — malondialdehid, DHA —

dehidro-aszkorbinsav, GLO — gulonolakton oxidéaz

Forras: MOREAU et. al. 1999a

A C-vitamin védelmet nytjt a kiilonb6zé kdrnyezeti, vegyi €s egyéb hatdsok soran
felszabaduld szabadgyokok tdmadasaval szemben (VERLACH and GABAUNDAN,
1997). igy pl. szerepet jatszik az E-vitamin regeneracidjaban (MOREAU, et. al., 1999a).
Az E vitamin a sejtmembrdnok legnagyobb mennyiségben jelenlévd antioxidansa,
amely védelmet nyudjthat a membranok foszfolipidjeinek peroxidécioja ellen. A szabad
gyokok hatasara az oxidalt tokoferolt (E vitamin gyok) a C-vitamin képes ujra redukalni

¢s a-tokoferolla (E-vitamin) alakitani (2. abra).
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2.1.4. C-vitamin felvétel és lebontas az allati szervezetekben

Azoknél a fajoknal (pl. tengerimalac), amelyek nem képesek szintetizalni a C-
vitamint, az L-aszkorbinsav abszorpcioja nagymértékben a belekben torténik egy aktiv
transzport mechanizmuson keresztiil (DABROWSKI et. al., 1994). A felveheté C-
vitamin mennyisége fiigg a nyalka Na' koncentraciojatol. Egyes sejtek, mint pl. a
limfocitak, csak dehidro-L-aszkorbinsav formajaban, passziv diffiziéo utjan képesek
felvenni a C-vitamint, ami azutan a sejten beliil gyorsan redukélodik L-aszkorbinsavva
(VERLACH ¢és GABAUNDAN, 1997). A dehidro-L-aszkorbinsav elektrokémiai
szempontb6l semleges formdja a C-vitaminnak, igy ez a felvételi mechanizmus
fliggetlen a Na' ion koncentraciotol. BIANCHI et. al. (1986) szerint a C-vitamin
felvétele az emésztérendszerben tilnyomé részben L-aszkorbinsav formaban torténik.

A C-vitamin lebomldsa az allati szervezetekben jelenlegi ismereteink szerint két
utvonalon is végbemehet. A folyamat elsd 1épése minden esetben az L-aszkorbinsav
reverzibilis oxidacidja dehidro-L-aszkorbinsavvd, ami azutdn mar irreverzibilisen
diketo-gulonsavva alakul. BRAUN et. al. (1996) szerint a diketo-gulonsav nagyobb
része 5 szénatomos intermediereken keresztiil pentozfosztatta (,,major pathway”), mig
egy kisebb rész 4 szénatomos intermediereken at oxalatta (,,minor pathway”) alakul.
Mas kutatok szerint szerint ez a lebomlds a szervezet fizoldgids pH-jan gyorsan

végbemegy, de féleg oxalat keletkezik (TOLBERT et. al., 1975; MOSER, 1990).

2.2. A C-vitamin analitikaja

A C-vitamin felfedezését kovetéen koncentraciojanak minél pontosabb
meghatarozasara torekedtek a kutatok. Mar a harmincas évek végétdl taldlkozunk sav-
bazis titralasos, valamint kolorimetrias mérési modszerekkel. A sokkal szelektivebb
kromatografidss meghatarozdsok a magasnyomast oszlopkromatografia (HPLC)

elterjedését kovetden, a hetvenes években jelentek meg a C-vitamin analitikajaban.

2.2.1. C-vitamin meghatarozas sav-bazis titralassal

ROE (1954) szerint a C-vitamin koncentracioja szovetek kivonatdbol mérhetd az L-

aszkorbinsav 2,6-diklér-fenol-indofenollal (DCIP) adott reakciojanak segitségével,
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melyet hivatkozasa szerint BESSEY 1938-ban irt le. A lugos kozegben kék, savas

kozegben rozsaszin vegyiiletet az L-aszkorbinsav elszinteleniti, mikézben redukalja.

2,6 diklor-fenol-indofenol

cl cl H
O—<:>—N @—OH+2H—> HO@ N—@OH
Cl Cl

oxidalt forma (kék vagy rozsaszin) redukalt forma (szintelen)

A reakciodt zavarhatjak fenolok, szulfohidril csoportok, tioszulfat, Fe3+, Cu*" és mas
oxidalt formaban jelenlévd ionok, ezért természetes szovetkivonatokban a tényleges L-
aszkorbinsav koncentracié konnyen, akar a tobbszorosével is feliilbecsiilhetd ezzel a
modszerrel. A modszer szerint a ndvényi ¢€s allati szdvetek extrakcidjanak
kivitelezéséhez legalkalmasabb az oxalsav 0,4%-o0s, vagy a metafoszforsav 1%-os
oldata. Mind a két vegylilet koagulalja a fehérjéket, ezért a C-vitamin stabilizalasan tul,
egyben fehérje-mentesitésre is alkalmas. Az extraktumban 10-50 pgml' L-

crer

oldattal titraljuk.
2.2.2. A C-vitamin meghatarozasa fotometrias modszerekkel

A két klasszikus kolorimetrids mddszer alapja a az L-aszkorbinsav szinreakcidja az
el6z6 pontban ismertetett 2,6-diklor-fenol-indofenollal, illetve a dinitro-fenil-
hidrazinnal.

A 2,6-diklor-fenol-indofenol reakcio felhasznaldsat a C-vitamin quantitativ
meghatdrozasara EVELYN et. al. 1938-ban irtdk le. Az L-aszkorbinsav tartalmat 520
oldat szinintenzitasat, majd hozzaadtak a C-vitamint tartalmaz6 mintat. A koncentracio6
a szinintenzitas csokkenésébdl szamithatd. A mddszer eldénye a titralassal kivitelezetthez
képest, nagyobb érzékenysége (2-10 pgml' az extraktumban), a pontosabb

végpontjelzés, valamint a zavar6 anyagok biztonsagosabb kisziirése.
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Az L-aszkorbinsav mérhetd 2,4-dinitro-fenil-hidrazin (DNPH) segitségével is (ROE
and KUETHER, 1943). A DNPH erdsen savas kdzegben vordsbarna szinreakciot ad a
dehidro-L-aszkorbinsavval, illetve annak spontdn bomléastermékével, a diketo-
gulonsavval. A reakcio terméke kémiailag stabil, abszorpcidés maximuma 350-380 nm,
illetve 500-550 nm kozott van. A méréshez eldszor enyhe oxidacioval at kell alakitani
az L-aszkorbinsavat dehidro-L-aszkorbinsavva. A reakcidhoz a szerzék noritot
alkalmaztak. A meghatarozast elsésorban az 5 és 6 atomos cukrok zavarhatjadk. Az
extraktumban jelenlévd szines zavard hatdsu anyagokat tiokarbamiddal szintelenitették.
A szoveteket 6%-os triklor-ecetsavval extrahaltak, oly modon, hogy a kivonat 1-10 pgl”
az L-aszkorbinsav (AS), a dehidro-L-aszkorbinsav (DHA), valamint az utébbi spontidn
bomlasterméke a diketo-gulonsav (DKS) is mérhetd legyen. A mintdkat harom részre
osztotta a szerzd, melybdl az egyiket (A) H,S-sel redukalta, a masodikat (B) nem
kezelte, végiil a harmadikat (C) brominnal oxidalta. A szinreakcid intenzitasat 524 nm-
en mérték. Az A adta a diketo-gulonsav, a B a DKS+DHA , a C pedig az dsszes C-
vitamin koncentraciot. Mivel a modszerrel jol mérhetd az allati szovetek C-vitamin
tartalma is, ez volt az alapja a haldszati kutatasok soran alkalmazott spektrofotometrias
méréseknek is. Az alkalmazott redukcidos ¢és oxidacids reakcidk azonban nem
specifikusak a C-vitamin kiilonb6z6é természetes formaira nézve, ezért a késdbbiek
soran sokszor taldlkozhatunk mérési pontatlansagbol adodo tévedésekkel.

Két kolorimetrids modszert mutatnak be CARR et. al. 1983-ban az dsszes C-vitamin
tartalom meghatdrozasara. Az elsOben a deproteinizalt vérmintdkban az L-
aszkorbinsavat 2,6-diklor-fenol-indofenollal oxidaltdk dehidro-L-aszkorbinsavva, majd
erds kénsavas kozegben reagaltattak 2,4-dinitro-fenil-hidrazinnal. A szinreakcidt 3 oras
inkubécio utan 524 nm-en mérték. Megallapitasuk szerint az interferaldé komponensek
miatt a mért értékek kb. 30 %-kal feliilbecsiiltek. A masodik mddszer az o,a’-bipiridil
technika volt. A meghatarozas azon alapszik, hogy az L-aszkorbinsav redukalja a Fe*™
at Fe?'-vé, ami szinreakciot ad az oo’ -bipiridillel, €s 525 nm-en mérhetd. A szerzok
szerint ezzel a modszerrel az Osszes C-vitamin tartalom jelentdsen, kb. 253-463 %-kal
feliilbecsiilhetd, mivel ezzel a reagenssel a minta Osszes tobbi redukdld hatast
komponense reagal.

A C-vitamin 2,4-dinitro-fenil-hidrazinnal t6rténé meghatarozasat DABROWSKI és
HINTERLEITNER (1989) fejlesztették tovabb oly modon, hogy azzal mind az

észterkotéssel kotott aszkorbat-2-szulfat, mind pedig az aszkorbat-2-foszfatok
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meghatarozhatok. A CARR et. al. (1983) altal ismertetett interferal6 komponenseket a
hattér abszorbancia meghatarozasaval kiiszobolték ki. A C-vitamin szulfatot KBrOs-tal
hidrolizaltak. A modszert kisebb valtoztatasokkal alkalmaztuk méréseink soran, ezért a
»Vizsgalatok anyaga ¢és modszere” cimii fejezet 3.10.6. pontjdban részletesen

ismertetjiik.

2.2.3. A C-vitamin meghatarozasa kromatografias modszerekkel

Széles skalajat mutatjdk be a kiilonbozd szerzok a C-vitamin kromatografias
meghatarozasainak. A tovabbiakban a leggyakrabban alkalmazott modszerek koziil
mutatunk be néhéanyat, amelyeket elsdsorban allati szovetek, vagy huméan vérplazma

aszkorbat tartalmanak meghatarozasara hasznaltak.

2.2.3.1. Papir- és vékonyréteg, valamint oszlopkromatogrdfias modszerek

Papir és vékonyréteg kromatografids modszerrel is mérték a patkany majabol izolalt
aszkorbat-2-szulfatot MUMMA ¢és VERLANGIERI (1972). Egy bonyolult eljarassal
kinyert aszkorbat-2-szulfat tartalmia extraktummal kloroform-viz-metanol-ecetsav
60:50:15:1 vagy 2 elegyében fejlesztették ki a vékonyréteg-kromatogrammokat, illetve
fenol-viz  100:40, vagy i-butanol-propionsav-viz 10:5:7 keverékében a papir-
kromatogrammokat. A szerintiik specifikus reakciot ado 1 % FeCls; metanolos oldataval
hivtak eld az aszkorbat-2-szulfatot.

Uttorének tekintett munkajukban klasszikus oszlopkromatogréfiaval izolaltak az
aszkorbinsav szulfatot artémia petékb6l MEAD és FINAMORE (1969). Az artémia
peték homogenizatumat vizes-sosavas oldattal extrahaltak, majd hosszi és bonyolult
eljarassal tisztitottdk. Az ily moddon nyert oldatban az L-aszkorbinsavat (AS) az
aszkorbat-szulfattol (AMS) hangyasav és ammonium-formidt oldattal valasztottak el
aluminiumoxid oszlopon, gradiens eliicioval. Az AS-t 265, az AMS-t 254 nm-en mérték
UV spektrofotométeren. Az aszkorbat-szulfatot savas hidrolizissel sztochiometrikusan
L-aszkorbinsavva alakitva igazoltak, hogy valoban C-vitamin szarmazékot taldltak.
Infravords spektroszkdpidval megallapitottdk az aszkorbat-szulfat kémiai szerkezetét,

mely szerint a természetes formaban a szulfat a 2-es szénatomon helyezkedik el.
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2.2.3.2. A C-vitamin és formdinak meghatdarozdasa HPLC-vel

Osszes C-vitamin tartalmat mértek vérmintdkban SPEEK et. al. (1984). A teljes
vérmintat triklor-ecetsavval (TCA) fehérjementesitették, majd aszkorbat-oxidaz
enzimmel kezelték, igy alakitottdk az L-aszkorbinsavat dehidro-L-aszkorbinsavva. Az
oldatot ezutan o-fenilén-diaminnnal reagaltattak. A HPLC-s elvalasztast forditott fazisu
(Cis) ODS —Hypersil oszloppal, izokratikus koriilmények kozott, 20 % metanolt
tartalmazé kalium-dihidrogén-foszfat pufferrel végezték. Fluorimetridsan detektaltak,
hattérkorrekciot nem alkalmaztak.

Kilonboz6 élelmiszerek és italok 0Osszes C-vitamin, valamint dehidro-L-
aszkorbinsav tartalmat mérte KIM (1989). A mintak eldkészitése soran a DHA-t
ditiotreitollal (DTT) L-aszkorbinsavva redukaltak. Az elvalasztast HPLC-vel végezték,
anioncseréld oszlopon, majd elektrokémiai detektorral, amperometridsan, platina
elektroddal mértek. A klinikai kémia is hasznélja az elektrokémiai detekciot a
vérplazma C-vitamin tartalmanak meghatarozasara (UMEGAKI et. al., 1994). Ezekben
a modszerekben az L-aszkorbinsavat erds redukdloszerrel, ditiotreitollal (DTT)
stabilizaljak (MARGOLIS et. al., 1990).

Kiilonb6z6 haltapok L-aszkorbinsav ¢€s aszkorbat-2-szulfat tartalmat mérték
ANTONIS et. al. (1993). Az elvalasztashoz C;g-as forditott fazisu oszlopot és EDTA-
val stabilizdlt natrium-acetdt puffert alkalmaztak, amely ionpar reagenst
(oktanszulfonsav) tartalmazott. ~Amperometridsan detektaltak, arany elektrod
alkalmazasaval.

A C-vitamint és formait azonban leggyakrabban forditott fazisu oszlopon, ionpar
reakciot alkalmazva valasztjak el és UV-ben detektaljak. FELTON és HALVER (1987)
az L-aszkorbinsav és az aszkorbat-2-szulfat elvalasztasara dolgozott ki HPLC modszert.
Perklorsavval fehérjementesitették a halak kiilonbozd szoveteinek homogenizatumat,
majd szilard fazisu extrakciot kdvetden (Sep-Pak C;s, Waters), forditott fazisu Cs-as
oszlopon valasztottdk el a két C-vitamin format. Az ionpar reagens n-oktilamin volt.
250 nm-en UV-ben detektaltak. A mintdk dehidro-L-aszkorbinsav tartalmat nem
redukaltdk L-aszkorbinsavva és hattérkorrekciot sem alkalmaztak, igy a mért értékek
lehetnek alul és feliilbecsiiltek is. A modszer kisebb valtoztatasokkal az L-aszkorbinsav
és az aszkorbat-2-foszfat elvalasztasara is alkalmazhato, hattérkorrekciot azonban az

extrakci6 technikaja nem tesz lehetové (GY. PAPP, 1992).
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SCHUEP et. al. (1989) pisztrangtap aszkorbat-2-szulfat tartalmat mérték ODS-
Hypersil oszlopon. Eluensként natrium-acetat puffer — metanol keverékét alkalmaztak.
Az ionpar reagens 1,5-dimetil-hexamin volt. Az extraktumot nem fehérjementesitették.
UV-ben detektaltak, a kimutatasi hatar 2-4 pgg™ volt.

HOFFMAN et. al. (1992) harom (két C;s oszlop ionpar ¢és egy NH-pak oszlop)
HPLC modszert probaltak ki és hasonlitottak Ossze munkdjukban, a halak
takarmanyaiban leggyakrabban alkalmazott hdrom C-vitamin forma (L-aszkorbinsav,
fehérjementesitéshez triklor-ecetsavat vagy meta-foszforsavat alakalmaztak és mind a
kettét megfelelének talaltdk. Fehérjementesités nélkiill nem értek el megfeleld
elvalasztast. Megallapitottak, hogy az L-aszkorbinsav és az aszkorbat-2-szulfat igen, de
az aszkorbat-2-foszfat nem vélaszthatd el NH oszlopon. Igy a harom C-vitamin format
javaslatuk szerint C3 oszlopon ionpéar reagens alkalmazasaval kell meghatrozni. Ok
sem alkalmaztak hattérkorrekciot egyik moddszerben sem. A modszerek alséd
méréshatara 2 pgml” L-aszkorbinsav és 10-10 pgml” aszkorbat-2-szulfat, illetve -
foszfat.

MAUGLE (1993) haltapok extraktumabol mérte az L-aszkorbinsav, az aszkorbat-2-
szulfat és aszkorbat-2-foszfat tartalmat. Az L-aszkorbinsavat erds redukaldszerrel,
ditioeritritollal (DTE) stabilizalta. Az eddig bemutatott modszerekhez képest 1) minta-
elokészitést alkalmazott a C-vitamin foszfat meghatdrozasara. A tapok extraktumat
savas foszfataz enzimmel kezelte, igy a polifoszfatokbodl is felszabaditotta az L-
aszkorbinsavat. A C-vitamin foszfat aszkorbat tartalmat a reakcio eldtti és a reakcio
utani kromatogrammok kiilsnbségébdl hatirozta meg. Eluensként 0,04 moll™ natrium-
acetat puffert alkalmazott, tetrabutil-ammonium-dihidrogén-foszfat ionpar reagenssel.

250 nm-en UV-ben mért.

2.3. A C-vitamin szerepe a halak életében

2.3.1. A C-vitamin hiany, illetve tiladagolas kovetkeztében kialakulé tiinetek

Szamos halfajra és egyéb tenyésztett vizi allatra leirtdk a skorbutot, amely nagyon
hasonl6 az emberen tapasztalhatohoz. Igy tobbek kozott KITAMURA (1969) pisztrang,
HALVER et. al. (1969) lazac és pisztrang, LOWELL (1973), WILSON ¢és POE (1973),
LIM ¢s LOVELL (1978) a csatorna harcsa, DOIMI et. al. (1985) a tengeri siigér,
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valamint CHAVEZ DE MARTINEZ (1990) a Cichlasoma urophtalamus esetében irta
le ezt a stlyos takarmanyozéasi hianybetegséget. Mint mar korabban emlitettiik, a
kollagén szerkezetének megvaltozasa okozza a C-vitamin-hidny tlineteit. Szivarvanyos
pisztrang esetében a makroszkopikusan is észlelhetd tiinetek jelentkezése el6tt mar
kimutathatd volt a hidroxi-prolin ardnydnak mintegy 10 %-os csokkenése a prolinhoz
képest (SATO et. al., 1978).

TUCKER ¢és HALVER (1986) szerint a C-vitamin hidny okozta makroszkopikus
tiinetek sok esetben viszonylag lassan, tobb hét, esetleg honapok alatt alakulnak ki. Az
étvagytalan, mozgasukban lelassult halaknak el0szor csokken a novekedése. Ezt
kovetéen kezdetben aprd, pontszerii bevérzések jelentkeznek a test kiilonb6zo
tertiletein, amelyek késobb egészen nagy teriiletekre is kiterjedhetnek, és mélyen az
izomzatban is kialakulhatnak. A sebek gydgyuldsi ideje jelentdsen lelassul. A
kotoszovetek €s a csontok kollagén-tartalmanak csokkenése eredményezi a gerincvonal
torzulasait, ami scoliozisban ¢és lordozisban jelentkezik. Gyakran eléfordul a
kopoltyufedd megrovidiilése, a bor sotét elszinezddése, az szok, kiilondsen a farokiszo
deformalodésa is. Csokken a vér hemoglobin tartalma, a betegségekkel és egyéb
kornyezeti stresszel szembeni ellenalld képesség.

A kiilonbozo szervekbol, szovetekbdl vett mikroszkopikus metszeteken is szamos
rendellenességet tapasztalhatunk (MEIER és WAHLI, 1990). Skorbutban szenvedd
pisztrangnal a kopoltytulemezek porcos része erdsen duzzadt és deformalodott, a
sejtekben nagyszamu vizzel telt sejtiireg talalhatd. A kopoltytlemezek vége erdsen
lapitott €s torzult. A gerincvonalon rendellenes fejlodés, diszlokéacid, kompresszio €s
bevérzések latszanak. A vese szOveteiben sorvadas és a fehérjetartalmu sejtkozi
folyadék mennyiségének emelkedése tapasztalhatd. Az izomszovetekbdl készitett
metszeteken altaldban nagyszamu mikroszkopikus bevérzés talalhatd. A betegség végiil
a halak elhullasdhoz vezet, ehhez azonban tobbnyire honapok kellenek. Egy-két
hoénapnal rovidebb ideig tartd kisérletek soran példaul nem alakult ki skorbut eurdpai
harcsénal, bar a C-vitaminnal taplalt halak kiilonb6zd szerveiben és szdveteiben az
Osszes aszkorbat tartalom megnétt (GY. PAPP et. al., 1994b és 1995a).

Bar a C-vitaminrdl sokdig azt feltételezték, hogy feleslegben adagolt része a
vizelettel tavozik, ma mar bizonyitott, hogy hosszii ideig tartdé tuladagolasa
karosodasokhoz vezethet. Ennek legismertebb forméja az L-aszkorbinsav lebomlasi

termékeként keletkez6 oxalatbol szarmazo veseké (MOSER, 1990).
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2.3.2. A legfontosabb C-vitamin formak stabilitasa takarmanyokban

Mivel a természetes C-vitamin, az L-aszkorbinsav csak por alakban stabil vegyiilet,
hére, fényre és vizre rendkiviil érzékeny (HILTON et. al., 1977, TUCKER ¢és
HALVER, 1986). A szokasos takarmany-eldallitas soran a géz, a magas homérséklet €s
a nyomas hatéasara gyakorlatilag 100 %-ban lebomlik a tapokban. Hasonlé eredményre
jutottunk sajat, korabban végzett kisérleteink soran, amikor a HAKI tapiizeme altal
gyéartott harcsatapot vizsgaltuk. A gyartas soran hozzaadott 100 mgkg' L-
aszkorbinsavat nem tudtuk kimutatni HPLC-vel, ami azt jelenti, hogy a tap AS tartalma
<5 pgkg! (GY. PAPP et. al., 1994a). SANDNES és UTNE (1982) kiilénbozé formaja
(por, roppantott és pellet) takarmanyokban vizsgélta az L-aszkorbinsav stabilitasat.
Ezek a takarmanyok kiméletes eljarassal késziiltek, de igy is 1ényegesen alacsonyabb C-
vitamin koncentraciot sikeriilt benniikk kimutatni a hozzaadottnal. A legkevesebb
veszteséget a laboratoriumi korilmények kozott, hideg pelletalassal eldallitott tap
mutatta (23 %). A gyartds soran valamilyen hdkezelésnek kitett takarmanyokban a
hozzaadott L-aszkorbinsav 44-61 %-a lebomlott. Vizsgaltdk a szerz6k a tarolasi
veszteségeket is. Eredményeik szerint 20 °C-on 16 hét alatt a teljes C-vitamin tartalom,
4 °C-on pedig atlagosan annak 40 %-a bomlott le. Vizbe keriilve a tapok 10 mp alatt
elveszitették L-aszkorbinsav tartalmuk 10 %-at (SAROGLIA et. al., 1990). Amig —20
°C-on 8 hét alatt 10 %-nal kevesebb a takarmanyokban mért C-vitamin veszteség, addig
4, 15 és 25 °C-on méréseik szerint 30, 75 és 93 % AS bomlott le ugyanannyi id6 alatt.
Vizbe keriilve az AS gyorsan lebomlott, tengervizben pl. az L-aszkorbinsav tartalom
19-39 %-a 60 mp alatt oxidalodott.

Mar a hetvenes évektdl igyekeztek a takarmanyokban kotott C-vitamint alkalmazni
(O’KEEFE, 2001). Az egyik lehet6ség az L-aszkorbinsav kapszulazasa. Probalkoztak
etil-cellulozhoz kotott L-aszkorbinsavval is, de a gyartds soran a hdkezelés hatdsara
ennek gyakorlatilag 74-100%-a lebomlott (HILTON et. al., 1977; WAAGBO et. al.,
1991). Valamivel tobb sikerrel jart a vitamin zsirokhoz, viaszokhoz kotése, de az
extrudalt tapok gyartasa sordn ez is sokat veszitett aktivitasabol (O’KEEFE, 2001).

Lényegesen nagyobb stabilitdst mutatott az L-aszkorbinsav szulfat észtere, az
aszkorbat-2-monoszulfat, de amint azt a kovetkezOk sordn részletesen bemutatjuk,
ennek sok esetben nincs, vagy alacsony a vitaminaktivitdsa (MURALI et. al., 1978).

SEIB ¢s LIAO 1987-ben eljarast fejlesztett ki (O’KEEFE, 2001) az L-aszkorbinsav

mono-, di és trifoszforilalt észtereinek eldallitasara. Mind az aszkorbat-2-monofoszfat,
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mind pedig az aszkorbat-2-polifoszfat stabil a gyartasi folyamat soran, és C-vitamin
aktivitdsa az L-aszkorbinsavval egyenértékii tobb halfaj szamara.

Az etil-cellulozhoz kotott L-aszkorbinsav —stabilitdsat hasonlitottak  Ossze
ROBINSON et. al. (1989). Méréseik azt mutatjak, hogy azonos eljarassal eldallitott
takarmanyokban a hozzaadott etil-cellul6zhoz kotott C-vitamin 39 %-a, az aszkorbat-2-
polifoszfatnak pedig 83 %-a volt visszamérhetd a takarmanyban. Az egy honapig tartd
tarolds sordn az L-aszkorbinsav 78 %-a lebomlott, az aszkorbat-2-polifoszfat viszont
100 %-ban megmaradt a takarmanyban. Ehhez hasonl6 eredményre jutott GADIENT és
FENSTER (1994) is. Ok arrél szamolnak be, hogy amig az aszkorbat-2-polifoszfat 10
%-os veszteséget mutatott, addig az etil-cellul6zhoz kotott L-aszkorbinsav 49-78 %-a

bomlott le.

2.3.3. A legfontosabb C-vitamin formak bioaktivitasa és hatasa

DABROWSKI et. al. (1994) szerint a szulfat, foszfat és gliikoz szarmazékokat
alkalmazzadk leggyakrabban a halak takarmanyozaséban. Biologiai aktivitdsuk azonban
nemcsak kiilonboz6 lehet az egyes halfajoknal, hanem kérdéses is. Ellentmondéasokkal
teli vita alakult ki az allatok takarmanyozésa sordn gyakran hasznalt, iparilag viszonylag
konnyen eldallithatod két stabil C-vitamin forma, az aszkorbat-2-monoszulfat, valamint
az aszkorbat-2-mono- és polifoszfat vitamin aktivitasat illetéen.

A stabil aszkorbat szarmazékok alkalmazasa, mint antiskorbotikus faktor, mar akkor
felmeriilt, amikor aszkorbat-2-szulfatot talaltak nagy mennyiségben a vizi allatok koziil
a garnélardk szoveteiben (MEAD ¢és FINAMORE, 1969), illetve a szarazfoldi allatok
kozil a patkany méajaban (MUMMA és VERLANGIERI, 1972). Ezeket a felfedezéseket
kovetéen HALVER et. al. 1975-ben el6szor lazacfélékre javasoltdk a C-vitamin
szulfatot, mint antiskorbutikus hat4su takarmany-kiegészitot, ¢s C, vitaminnak nevezték
el. MURALI et. al. (1978) vizsgélataik soran azonban kimutattak, hogy a csatorna harcsa
maximalis novekedéséhez és takarmdnyhasznositdsahoz a természetes C-vitaminnal
Osszehasonlitva négyszer annyi aszkorbat-2-szulfatra van szilikség, de ily moédon a halak
szamara elegendd mértékti antiskorbutikus hatast lehet elérni. Szerintiik ennek oka a
limitalt szulfatdz enzim aktivitdsban keresendo.

TUCKER ¢s HALVER (1984a) szerint azonban a melegvizi mindenevé halak
szulfataz enzime nem aktivalodik, amikor elegendd L-aszkorbinsav all rendelkezésiikre.

Kisérleteikben 'C izotoppal jeldlt L-aszkorbinsavval egészitették ki a szivarvanyos
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pisztrang takarmanyat. Spektrofotometrikusan (DNPH moddszerrel) és HPLC-vel is
mérték mind a kivalasztott, mind pedig a kiilonbozd szovetekben raktarozott L-
aszkorbinsav és az L-aszkorbat-2-szulfat koncentracidt. Eredményeik arra utaltak, hogy
a szivarvanyos pisztrang elsdsorban szulfat formaban tarolja szoveteiben a C-vitamint,
majd a sziikségletnek megfeleléen szulfat-transzferaz enzim segitségével alakitja at L-
aszkorbinsavva. Ennek alapjan javasoltdk az aszkorbat-2-szulfat natrium so6janak
hasznalatat esetleges stabil vitaminforrasként. Szcintillaciés szdmlaléval mérték a
szervek és a kivalasztasi termékek '*C tartalmat. Meghataroztak a C-vitamin felezési

idejét is a szivarvanyos pisztrang (Salmo gairdneri) esetében, amely 42 napnak adodott.

FELTON ¢és HALVER 1987-ben lazac és pisztrang, valamint HOFFMANN et. al.
1992-ben garnélardk szdveteinek extraktumdban mutattak ki aszkorbat-2-szulfatot, de
az alkalmazott HPLC modszerrel, hattérkorrekcié hianyaban, valdsziniileg
feliilbecstilték az értékeket. ALEXIS et. al. 1989-ben a tengeri siigér (Dicentrarchus
labrax) minden vizsgalt szervében magas C-vitamin szulfat koncentraciot mértek ROE
(1954) DNPH modszerével, ami nem specifikus az aszkorbat-2-szulfatra vonatkozodan,
ezért valoszintileg feliilbecsiilték az értékeket. SATO et. al. 1991-ben a szivarvanyos
pisztrang ivadékok esetében mutattak ki az aszkorbat-2-szulfat antiskorbutikus hatésat.
Kisérletiiket kilenc hétig végezték, amig a C-vitamin-mentes, kontroll csoport halain
mar megfigyelhetdk voltak a skorbut makroszkdpikus tiinetei. HALVER et. al. (1993)
hét honapig etetett 70 g kezdeti atlagtomegii pisztrangot 100 mgkg” aszkorbattal
egyenértékli L-aszkorbinsav, illetve aszkorbat-2-szulfat tartalmu tapokkal, és nem talalt
kiilonbséget novekedésiikben.

A fentiekkel szemben allnak DABROWSKI ¢és HINTERLEITNER (1989)
eredményei, akik az altaluk modositott spektrofotometrids DNPH modszerrel mérték a
gerinces €s gerinctelen vizi allatokban. Méréseik sordn a gerincesek koziil vizsgéltak a
bodorka (Rutilus rutilus) és a pisztrang (Salmo gairdneri), valamint a gerinctelenek
koziil a tubifex (Tubifex tubifex), egy édesvizi garnélarak (Palamomonetes antennarius)
szoveteiben és artémia petékben (Artemia salina cyst) talalhaté C-vitamin formaékat.
Eredményeik alapjan az artémia pete egyediildlléan magas aszkorbat-2-monoszulfat
koncentraciot mutatott, mig a vizsgalt halakban és a tubifexben nem tudtdk még
nyomokban sem kimutatni a vegyiiletet. WANG és SEIB 1990-ben nyomokban talalt C-

vitamin szulfatot a csatorna harcsa (Ictalurus punctatus) kiilonbozd szoveteiben. Ok az
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aszkorbat-észtereket dehidratalast és metanolizist kovetden meérték. A mért aszkorbat-2-
szulfat azonban valosziniileg a takarmanybdl kertilhetett az allatok szervezetébe. Az L-
aszkorbinsavval Osszehasonlitva hatszor gyengébb C-vitamin aktivitdst mutattak ki
novendék szivarvanyos pisztrangnal szulfat esetében (DABROWSKI, 1990a).
DABROWSKI és KOCK 1989-ben természetbdl gytijtdtt, egyéves szivarvanyos
pisztrangok emésztérendszerében hasonlitottak O0ssze az L-aszkorbinsav (AS) és az
aszkorbat-2-szulfat (AMS) hasznosuldsat. Héarom csoportban (C-vitamin-mentes
kontroll, 500 mgkg™ AS, valamint 1.084 mgkg™ AS) etették a halakat 28 napig. Kiilon-
kiilon vizsgaltadk a gyomor, a pilorusz, a kdzépbél, az utdbél és a végbél, valamint a
L-aszkorbinsavval etetett halak minden bélszakaszaban megtalalhaté volt az AS, addig
az aszkorbat-2-szulfattal taplalt halaknak csak a gyomrabdl sikeriilt kimutatni az AMS-
t. A bélsar ezzel szemben jelentés mennyiségli AMS-t tartalmazott ebben a csoportban.
A C-vitamin mentesen taplalt kontroll halak emésztérendszerének egyetlen szakaszaban
sem sikeriilt kimutatni semmilyen aszkorbat format. Véleményiik szerint lehetséges,
hogy egészen csekély C-vitamint felvesz a szivarvanyos pisztrang az aszkorbat-2-

szulfatbol a gyomran keresztiil, de ez semmiképpen nem elégiti ki a halfaj sziikségleteit.

A szivarvanyos pisztranggal végzett 28 napos kisérlet értékelését az eritrocitak, a
maj, a vese, a bél, a 1ép és az agy vizsgalataval folytattak (DABROWSKI, 1990b).
Aszkorbat-2-szulfatot csak az AMS-sel taplalt csoport halainak veséjében, méajaban,
belében és 1épében tudtak kimutatni. Ugyanezen csoport szerveiben a kisérlet végére
lényegesen alacsonyabb volt az 0sszes vizsgalt szerv L-aszkorbinsav tartalma, mint a
természetes C-vitaminnal etetett halaké, oly mértékben, hogy az agy, a Iép és a maj AS
tartalma nem kiilonbozott szignifikansan az aszkorbat mentes tappal etetett kontroll
csoportétdl. Eredményeik alapjan a szerzok arra kovetkeztettek, hogy az aszkorbat-2-
szulfat nem megfeleld C-vitamin forras a szivarvanyos pisztrang szamara.

Tizenkét hétig tartod, 20 g atlagtomegli halakkal végzett kisérletiik soran SANDNES
et. al. 1990-ben az L-aszkorbinsavval 6sszehasonlitva szintén 1ényegesen alacsonyabb
C-vitamin aktivitast mutattak ki az aszkorbat-2-szulfatra az atlanti lazac (Salmo salar)
esetében. Kisérletikben 500 mgkg', valamint egészen magas, 5.000 mgkg' L-
aszkorbinsavat, tovabba aszkorbat-2-szulfatot alkalmaztak. A kisérleti id6 alatt a
csoportok nem mutattak szignifikans kiilonbséget novekedésiikben. A halak majaban

azonban lényegesen magasabb, mintegy haromszoros volt az L-aszkorbinsavval etetett
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csoportok AS koncentraciéja, mint az aszkorbat-2-szulfattal taplaltaké. CHO ¢és
COWEY (1993) szerint a 15 ppm aszkorbat-2-szulfat koncentracioja tappal etetett halak
a C-vitamin mentes kontroll takarmannyal taplaltakkal egyenlé mértékli mortalitast (79
%) mutattak. SHIAU ¢és HSU (1994) egy garnélardk faj (Penaeus monodon)
vizsgalatakor az AMS C-vitamin aktivitasat 25 %-osnak talalta az L-aszkorbinsavval
Osszehasonlitva.

PILLAI et. al. (1990), valamint FUKUDA et. al. (1991) patkdny vese és ma4j
szoveteinek extraktumaban in vivo korilmények kozott nem tudtdk igazolni az
aszkorbat-2-szulfat szintézisét. Kisérletlik értékelése soran azonban leirtdk, hogy a C-
vitamin szulfat meghatarozasara szolgadlo6 HPLC modszer pontossaga megengedi, hogy
nyomokban kimutathaté6 mennyiségli AMS keletkezhetett a kisérlet soran. MIY ASAKI
et. al. 1991-ben kimutattak, hogy a szivarvanyos pisztrdng majaban és szdveteiben
talalhaté aszkorbat-2-szulfat szintetiz enzim. A mért K, értéke (65 mgml™) alapjan
azonban az ily modon keletkezd C-vitamin szulfat mennyisége elhanyagolhato.

EL NAGGAR ¢és LOVELL (1991) eredményei azt mutatjak, hogy csatorna harcsa
ivadékok esetében az aszkorbat-2-szulfatnak van némi, az L-aszkorbinsavval
Osszehasonlitva mintegy 5,2 %-os C-vitamin aktivitasa. Tapasztalataik szerint azonban
még a legmagasabb, 132 mgkg' L-aszkorbinsavval egyenértékii aszkorbat-2-szulfattal
etetett halak is kifejezetten mutattdk a skorbut makroszkopikus és mikroszkopikus
tiineteit is, holott 11 mgkg"' természetes C-vitamin mar elegendd volt a betegség
kialakulasdnak megel6zéséhez.

Az aszkorbat-2-mono- ¢és polifoszfat biologiai aktivitasat tobb allatfajra is igazoltak,
igy pl. MACHLIN et. al. (1979) a rhesus majom, SHIGUENO ¢és ITOH (1988) a
garnélardk, valamint LIAO és SEIB (1990) a tengerimalac esetében.

A C-vitamin foszfatésztereinek antiskorbutikus hatdsat a csatorna harcsara 11 hétig
tartd 0sszehasonlitod kisérletiikben mutattak ki WILSON et. al. 1989-ben. A kiilonbdzd
C-vitamin formakat (etil-cellulozra kotott L-aszkorbinsav, aszkorbat-2-monoszulfat,
aszkorbat-2-monofoszfat és C-vitamin-mentes kontroll) tartalmazoé tapok 100 mgkg L-
aszkorbinsavval egyenértékli vitamint tartalmaztak. A 91-95 g kezdeti tomegt halak a
kisérlet végére mar mutattak a skorbut jeleit. Novekedésiik visszamaradt, jelentkezett a
gerinc és a kopoltyu torzuldsa is. A kiilonb6zd C-vitamin formékkal etetett halak nem
betegedtek meg, de az aszkorbat-2-monofoszfattal taplalt halak ndvekedése

szignifikdnsan magasabb volt az dsszes tobbinél.
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A természetes C-vitaminnal azonos vitaminhatast mutattak ki az L-aszkorbat-2-
monofoszfatra vonatkozoan 13 g atlagtomegili csatorna harcsakkal végzett kisérletiikben
EL NAGGAR ¢és LOVELL (1991). A halakat 14 hétig etették aszkorbatra nézve
ekvivalens vitamintartalma tapokkal, €s a csoportok kozott nem talaltak szignifikans
kiilonbséget sem a novekedésben, sem a csont kollagén tartalmaban. Hasonlo
eredményre jutottak Na- ¢és Mg-aszkorbil-2-monofoszfat alkalmazasaval 1,5 g
atlagtomegli csatorna harcsak esetében MUSTIN és LOVELL (1992). A 12 hétig tartd
kisérlet soran a C-vitamin mentes tappal etetett kontroll halak ndvekedésiikben
visszamaradtak és mutattak a skorbut jellegzetes tiineteit, valamint a csontok kollagén
tartalma is alacsonyabb volt, mint az aszkorbat-2-foszfat sokkal etetett halaké.
SANDNES et. al. (1992) kiilonb6z0 szintli L-aszkorbinsavval és aszkorbat-2-foszfattal
kiegészitett tapokkal etettek atlanti lazac larvakat. Vizsgéltdk a halak ndvekedését,
mortalitasat, a gerinc és bor hidroxi-prolin tartalmat, valamint a maj C-vitamin
aktivitasat egyformanak itélték. ALEXIS et. al. (1999) a tengeri siigér (Dicentrarchus
labrax) és a tengeri keszeg (Sparus aurata) esetében talaltdk megfeleld C-vitamin
forrasnak a kiilonboz6 aszkorbat-2-foszfatokat.

DABROWSKI et. al. (1994) szerint a halak teljes emésztdrendszerében, valamint a
majban ¢€s a vesében is megtalalhatok azok a savas foszfatdz enzimek, amelyek rovid
1d6 alatt képesek hidrolizadlni a C-vitamin foszfat észtereit és ez a reakcid nem
specifikus aszkorbat-2-foszfatokra. Mivel az aszkorbat-2-foszfatok lényegesen stabilabb
vegyiiletek, mint a természetes C-vitamin, kivaldé vitaminforrast jelenthetnek a
tenyésztett halak szadmara. Ezt a feltevést az is igazolja, hogy a kiilonb6zd kutatok altal,
tobbféle halfajon végzett kisérletekben egyetlen esetben sem taldlkoztak a skorbut
jeleivel, a halak kondicidja, étvagya, uszéasaktivitdsa, stressz valaszai soha nem
kiilonboztek a természetes C-vitaminnal etetett allatokétol.

A stabil C-vitamin formdk emészthetdségérdl egy-egy halfaj szamara ,,in vitro”
hidrolizisének vizsgalataval is képet szerezhetiink. Rendkiviil alacsony aszkorbat-szulfat
szulfohidrolaz enzim aktivitdst mutatott ki pl. DABROWSKI et. al. (1990b) a
szivarvanyos pisztrang majaban ¢és bélcsatorndjaban. A kiilonbozé szdvetek (madj,
bélcsatorna) nedvei az aszkorbat-2-mono- és polifoszfatot ezzel szemben ,,in vitro”

teljes egészében L-aszkorbinsavva hidrolizaltak.
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SOLIMAN et. al. (1986) novendék tilapidkra nézve vizsgaltak a C-vitamin szulfat és
palmitat biologiai aktivitasat és azt mind a két esetben elegenddnek talaltdk a skorbut
megeldzéséhez, tovabba a halak megfeleld fejlddéséhez.

MUTO et. al. (1992) az aszkorbat-2-gliikkozid (AG) C-vitamin aktivitasat igazoltak.
A bélcsatornaban jelenlévd a-glukozidaz enzimmel hidrolizaltak az AG-t és kimutattak
a keletkezett L-aszkorbinsavat. Véleménytlik szerint az ily modon kémiai kotésébol
felszabadul6 vegyiilet bekertil a szervezetbe, €s ott kifejti vitamin hatdsat.

Tobb szerz6 foglalkozik a C-vitaminnak az egyes halfajok larvaira, zsenge
ivadékaira gyakorolt hatdsaval is.

DABROWSKI (1990c¢) vizsgalta a frissen kelt fehér maréna (Coregonus lavaretus
L.) larvak C-vitamin statuszat a szikzacsko felszivodasa soran. A teljes test aszkorbat
tartalmanak folyamatos, de lassi csokkenése szerinte arra utal, hogy ebben az
iddszakban nincs nagy C-vitamin igénye a halaknak. A larvakat 4 napos koruktol etette
kiilonb6z6, 10-1.700 mgkg™ aszkorbat tartalmi takarmanyokkal, és é16 taplalékként
artemiaval. Megfigyelései szerint a mesterséges takarmanyon nevelt halak névekedése
az els6é hetekben lényegesen elmarad az artemian neveltektdl, fliggetleniil a C-vitamin
tartalomtol. A teljes test aszkorbat tartalma csokkent az AS tartalmt tapokon nevelt
halaknal is. A szerzok ezt azzal magyarazzak, hogy az elsé 10 nap soran a larvak nem
hasznositjak a kiviilrél bevitt L-aszkorbinsavat.

ALBREKTSEN et. al. (1988) az aszkorbil-palmitat biologiai aktivitasat hasonlitottadk
Ossze az L-aszkorbinsavval. Kisérletikkh6z mar éppen Uszni tudd pisztrang larvakat
hasznaltak. A 12 hétig tartdé kisérlet eredményei szerint az aszkorbil-palmitat
rendelkezik ugyan C-vitamin aktivitassal, de ez alacsonyabb, mint az L-aszkorbinsavé.
A halak atlagtomege a 12. hét végén a kovetkezd sorrend szerint mutatott szignifikans
kiilonbséget: mas>map>mg, ahol mus az L-aszkorbinsavval, map az aszkorbil-
palmitattal kiegészitett és az mg a aszkorbat mentes tappal etetett csoport atlagtomegét
jelenti. Hasonldé volt a trend a teljes test és a mdaj Osszes C-vitamin tartalmara
vonatkozoan is.

KONTARA et. al. (1995) garnélardk larvakat (Penaeus vannamei) etettek kiilonb6zo
tapasztaltak kiilonbséget még a C-vitamin, és a 2.000 mgkg' aszkorbatot tartalmazo
takarmanyon nevelt rdkok ndvekedésében sem. Jelentds kiilonbség volt viszont a
mortalitdsban. A megmaradasi % a kovetkez6 modon alakult: 0 APF~27,5%; 10, 20,
100 mgkg™" APF 34-38% és 2.000 mgkg™ APF 96%.
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MERCHIE et. al. (1995) tengeri siigér ¢és afrikai harcsa larvak elso €16 taplalékait, a
rotiferat és az artemidt sikerrel dusitottdk aszkorbat-palmitattal (APT). Feltételezésiik
szerint ezek a taplalékul szolgdld szervezetek hagyomanyos tenyésztéstechnologia
alkalmazasa esetében nem tartalmaznak elegendd C-vitamint, ezért 0, 10 és 20 % APT-t
tartalmazo telitetlen zsirsav emulziot etettek az €l taplaléknak szant rotiferaval és
artémiaval. Mind a két esetben jelentdsen emelkedett a taplalékszervezetek L-
aszkorbinsav tartalma. Az etetési kisérletek szerint a 20 % aszkorbat-palmitattal
kiegészitett ¢l6 taplalékkal etetett afrikai harcsa larvak atlagtomege kb. 15 %-kal
magasabb volt a 21 napos kisérlet végén. MERCHIE et. al. (1996) vizsgaltak az
aszkorbat-2-polifoszfat ¢és az aszkorbat-palmitait hatdsat a nagy rombusz hal
(Scophtalmus maximus) és a tengeri siigér (Dicentrarchus labrax) zsenge ivadékaira.
Mind a két halfaj esetében magasabb volt a szovetek C-vitamin tartalma az aszkorbat-2-
fosztattal kiegészitett tipon nevelt halak esetében, de az aszkorbat-palmitat is elegendd
vitamin aktivitast mutatott. Csak az aszkorbat mentes tapon nevelt halak mutattak

visszamaradt ndvekedést, illetve a skorbut tiinetei is ennél a csoportnal jelentkeztek.

2.3.4. A Kkiilonboz6 halfajok C-vitamin igénye

A természetes L-aszkorbinsavval és annak kiilonboz6 stabil, iparilag eldallitott
formaival végzett kisérletek soran szdmos halfajra €s kiilonb6z6 korosztalyok esetében
is mérték a halak C-vitamin igényét (DABROWSKI et. al., 1994). A halak C-vitamin
sziikségletének meghatdrozasahoz azonban nem elegendé a megfelelé novekedéshez és
a skorbut megelézéséhez sziikséges aszkorbat szintet (minimalis C-vitamin igény)
ismerni. Néhany mas szempontot is figyelembe véve lehet a takarmanyok optimalis C-
vitamin tartalmat meghatarozni. Ezek koziil legfontosabbak a csont kollagén tartalma, a
szovetek (kiilondsen a maj, a vese €s az agy) aszkorbat koncentracioja, és az ellenallo
képesség a fertdzések és kiillonbozo kornyezeti stresszekkel szemben.

A 2. tablazatban bemutatott minimalis és optimalis aszkorbat koncentraciok jol
érzékeltetik, hogy az egyes halfajok ¢és egyéb tenyésztett vizi él6lények C-vitamin

igénye a fajon kiviil a korosztalyoktdl és az alkalmazott vitamin-forma bioaktivitdsatol
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és stabilitasatol is fiigg. Osszefliggés van a halfajok életmddja és a szamukra optimalis

vizhémérséklet kozott is. A hideg vizet kedveld szivarvanyos pisztrang C-vitamin

igénye példaul minden korosztalyban Iényegesen magasabb a csatorna harcsaénal.

FRACALOSSI et. al. (1998) az Astronotus ocellatus esetében, a skorbut tlineteinek

megfigyelésén tal, figyelembe vették a szdveti aszkorbat koncentraciot és a csontok

kollagén tartalmat is a halfaj minimalis C-vitamin igényének meghatarozéasakor, amely

szerintik 25 mgkg’

AS.

2. tabldzat: Kiilonboz6 halfajok és mas vizi allatokC-vitamin igénye (mgkg™)

mg/kg

Halfaj L-aszkorbinsav | C-vit. foszfat C-vit. szulfat Egyéb C-vit Szerz6
(mgkg™) (mgkg™) (mgkg") forma
min. opt. | min. opt min. opt (mgkg™)
Angyal capa 120 360 Bloom et. al., 2000
(Pterophylum scalare)
Atlanti lazac 10 1 (4] - Sandnes és Waagboe,
(Salmo salar) 1991
Atlanti lazac3 g <50 100 Lall et. al., 1989
Astronotus 25 Fracalossi et. al., 1998
ocellatus
Cichlasoma 110 Chavez de Martinez, 1990
urophthalmus
Csatorna harcsa (1,5 g) 100 100 | - - Mustin ¢s Lovell, 1992
(Ictalurus punctatus)
Csatorna harcsa (13 g) 9,1 8,8 169 - El Naggar és Lovell, 1991
Csatorna harcsa (91-95 g) | - 100 | 100 etilc. kotott 100 | Wilson et al., 1989
Csatorna harcsa (96 g - 75,6 etilc. kotott 320 Robinson et al, 1989
atlag tomeg)
Garnélarak (P. japonicus, 215-430 215-430 Shigueno és Itoh, 1988
1,36 g)
Garnélarak 183-254 mg) 100-200 Catacutan ¢s Lavilla-
Pitogo, 1994
Garnélarak 183-254 mg) ~2000 | 40 160 - Shiau és Hsu, 1994
Szivarvanyos pisztrang 100 Tucker és Halver, 1986
Lazac (Soho salmon) 200
Csatorna harcsa 50
Ponty (Ciprinus carpio) 50
Garnélarak 100
Szivarvanyos pisztrang 2000 | - 2000 | - Sato et al., 1991
(Oncohincus mykiss)
(0,65 )
Szivarvanyos pisztrang 360 | 360 Matusiewitz et al., 1995
(4-5g) (polifoszfat)
Szivarvanyos pisztrang 260 | - részleges C- Dabrowski et al., 1990a
(larva) vitamin aktivitas
500mg/kg
Tengeri siigér 200 | - - - Saroglia és Scarano, 1992
(Dicentrachus labrax L.)
(33gésll3g
Tilapia (1 g) 40 79 Shiau and Jan, 1991
(Oreochromis niluticus)
Tilapia (1 g) 125 >125 | aszkpalmitat 125 | Soliman et al., 1986
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HWANG ES LIN (2002) szerint példaul az optimalis 25 °C-hoz képest 10 °C-kal
magasabb hdmérsékleten nevelt ponty C-vitamin igénye megnd. Bar nem mérték a
tényleges C-vitamin igényt, kovetkeztetésiiket az aszkorbat felhasznalast igényld
néhany paraméter valtozdsa alapjan vontdk le. Magasabb homérsékleten pl.
szignifikansan csokkent a csont és a bor kollagén tartalma, valamint a hidroxiprolin-
prolin arany is, pedig magas, 2.000 mgkg' L-aszkorbinsav tartalmu takarmannyal

nevelték a halakat.

2.4. A C-vitamin hatasa halakra kiilonb6z6 stresszhelyzetekben

Kornyezetiiktdl, tartas-technologidjuktol fliggden kiilonbozo stresszhatasok érhetik a
halakat tenyésztésiik soran. igy a befolyd viz hozhat magaval kiilonbozé mérgezd
anyagokat, de a nem megfeleld takarmanyozas, vagy a halak tartdsara szolgald
medencék tisztdntartdsi hidnyossdgai is okozhatnak pl. ammonia, nitrit, nitrat stb.
szennyezddéseket, vagy oxigénhidnyos dallapotot. Stresszhelyzetet teremthetnek a
technologia sziikségszerti 1épései (lehaldszas, atrakas, szallitas, stb.), de pl. a
talnépesités, vagy a nem megfeleld0 homérséklet. Tovabbi veszélyt jelenthetnek a
halakra a kiilonbozo fertdzések, illetve az ezek ellen alkalmazott gyogy- vagy
fertdtlenitdszerek is. Ezek a hatasok érhetik hosszabb ideig (kronikus stressz), vagy
rovidebb ideig is a halakat (akut stressz).

Az, hogy a C-vitamin bizonyos mérgezési tiinetek enyhitésében szerepet jatszik, mar
a XX. szdzad kozepétdl ismert volt. BANCROFT et. al. (1940) példaul leirtak, hogy a
nitrit mérgezés sordn kialakul6 methemoglobinémia gyorsabban szivodik fel a C-
vitamin segitségével. WISE et. al. (1988) szerint azok a csatorna harcsdk mutattak
alacsonyabb plazma methemoglobin tartalmat, amelyek legalabb egy héttel a nitrit
szennyezést megeldzéen magas L-aszkorbinsav szintli tappal etettek. Nem tapasztaltak
védd hatast azokndl a halaknal, amelyek 65 oraval a teszt el6tt mar nem kaptak C-
vitamint. A methemoglobinémia elleni védekezd képességet a méj aszkorbat tartalmaval
hozzak Osszefiiggésbe SCARANO et. al. (1991). Tengeri siigérrel végzett kisérleteik
soran azt tapasztaltdk, hogy a maj alacsony aszkorbat koncentracidja magasabb plazma
methemoglobin szintet eredményezett (3. tibldzat), amely a nitrit szennyezés
mértékével Osszefiiggben emelkedik. A szerzok ugy latjak, hogy a halfaj szamara
minimalis C-vitamin kiegészités a takarmanyban nem elegend6é a methemoglobinémia

elleni védekezéshez.
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crer

elegendd volt a csatorna harcsa szdmara rovid ideig tartd (24 h) ammonia mérgezés
részbeni ellensulyozasara (MAZIK et. al., 1987). Nem talaltak dsszefiiggést azonban a
takarmany aszkorbat koncentracidja és az LCs érték kozott. A C-vitamin mentes tappal

etetett csoportok LCso értéke atlagosan 30 mgl’ NH3-N koriil, a 78,390 mgkg'AS

crc

3. tabldzat: A C-vitamin hatasa tengeri siigér (Dicentrarchus labrax L.)
methemoglobinémiajara

C-vitamin a tapban  Osszes aszkorbat NO; -N Methemoglobinémia
a majban
mgkg’ pgg'£S.D. mgl’! 100 % MHb=S.D.
400 50 41+4
131+18. 100 59+4
150 74+6
50 50 68+2
45+10 100 8442
150 93+7

Forras: SCARANO et. al. 1991

Ugyanezen szerzOk nem talaltak kiilonbséget a talnépesitést vagy szallitast
modellezd kisérletiikben a C-vitamint tartalmazd, és az aszkorbat mentes tappal etetett
csoportok mortalitdsaban. Vizsgaltdk a viz alacsony oxigéntartalma altal okozott
elhullast is. Az ammodnidhoz hasonloan, a két L-aszkorbinsav tartalmii takarmannyal
taplalt csoport mortalitdsa alacsonyabb volt, mint a kontroll halaké, de szignifikéns
kiilonbség itt sem volt kozottiik. ISHIBASHI et. al. (1992) 16 hétig tarto kisérletben 35
(Oplegnathus fasciatus). Harom kiilonbéz6 L-aszkorbinsav szintii (0, 75, 300 mgkg™
AS) takarménnyal etett¢k a halakat. Figyelték a novekedést, a mortalitast, majd az
utols6 kezelést kovetd harmadik napon mintdkat vettek élettani paraméterek és a
kiilonboz6 szovetek C-vitamin szintjének meghatarozasara. A rendszeresen ismétlodo,
tehat kronikusnak tekinthetd stressz hatdsara a C-vitaminnal etetett csoportoknal a
mortalitds szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kontroll halaknal. Az aszkorbat
mentes tappal etetett csoport 12 héttel a kisérlet kezdete utan teljesen elpusztult. A
szoveti C-vitamin tartalom nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kezelt és kezeletlen
csoportok kozott a maj, a vese, az agy €s a kopoltyl esetében. A stresszmentesen nevelt
75 mgkg"' L-aszkorbinsavval taplalt halak plazma aszkorbat koncentracidja azonban

szignifikansan alacsonyabb volt a stresszel kezelt parhuzamos csoporténal.
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SANDNES és WAAGB@ (1991) elézetesen négy hétig 0, illetve 500 mgkg”
aszkorbat-2-monofoszfattal taplalt atlanti lazacokrdl 3x5 percig leeresztették a vizet,
majd ezt kdvetden 72 oran keresztiil 6sszesen 10 alkalommal. Mintékat vettek élettani
paraméterek, valamint a mdj és a fejvese aszkorbat koncentracidjanak
meghatarozasadhoz. A hematokrit, a hemoglobin, a kortizol és a gliikkdz tartalom nem
mutatott szignifikdns kiilonbséget a stressz el6tt és utan mért értékekben. Hasonloan
alakult a mdj aszkorbat koncentracioja is. A fejvese C-vitamin koncentracidja viszont
megemelkedett a kontroll csoportnal, egy oraval a stressz-kezelést kdvetden. A szerzok
szerint a halaknak négy hét utan még volt tartalékuk - valdsziniileg az izomban - és ezt
mobilizaltak.

Szivarvanyos pisztrangnal végeztek fertdzési kisérleteket a darakort okozo
parazitaval (Ichthyophthirius multifiliis) WAHLI et. al. (1985 és 1986). A halakat 6-6
csoportban a fertézést megelézéen 9 napig a C-vitamint megadozisban (5.000 mgkg™)
tartalmazo, illetve aszkorbatmentes takarmannyal etették. A tizedik napon két C-
vitaminnal etetett és két L-aszkorbinsav mentesen taplélt csoportot 8.800, tovabbi 2-2
csoportot pedig 11.600 kérokozdval fertéztek meg halanként. 2-2 csoportot koérokozodval
kezeletlen kontrollként neveltek tovabb. A 8.800 korokozoval fert6zott halak
mortalitdsa az 50 napig tart6 kisérlet alatt a C-vitaminnal taplalt csoportoknal 2 %, a
magasabb dozis (11.600) esetében pedig 16 % volt. Ezzel szemben az aszkorbatmentes
tappal etetett, hasonld6 modon fertdzott halak 52, illetve 100 %-a pusztult el. A
koérokozdval nem kezelt kontroll halak gyakorlatilag 100 %-a ¢életben maradt. Az
¢letben maradt halakbol nem lehetett korokozot kimutatni egyik kezelés esetében sem.
Mig a fert6zést taléld halak a takarméany C-vitamin tartalmatol fiiggetlentil kimutathato
immunitast szereztek a darakorral szemben, addig a kezeletlen kontroll halak nem

mutattak ellenalld képességet.

A bemutatott irodalom alapjan elmondhat6, hogy a kutatok a témakoroén beliil
leggyakrabban az alabbi kérdésekkel foglalkoznak:

- C-vitamin meghatdrozas a halak szoveteiben ¢s a takarmanyban;

- Az egyes halfajok C-vitamin sziikséglete;

- Azegyes iparilag el6allithatd C-vitamin formak alkalmazhatosaga;

- A C-vitamin hatasa a larvak takarmanyozésa soran;

- A C-vitamin hatasa és felhasznalasa stresszhelyzetekben.
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3. A VIZSGALATOK ANYAGA ES MODSZERE

3.1. A halfajok bemutatasa

C-vitamin hiany a halaknal els0sorban az intenziv tartastechnoldgidk alkalmazasa
soran jelentkezhet. Ezért kisérleteinkhez olyan halfajt, illetve hibridet valasztottunk,
amelyek jol tenyészthetOk iparszerli rendszerekben, tovabba jelentdségiik van a hazai
haltenyésztésben. Tovabbi szempont volt, hogy legyen kozottiik C-vitamin szintézisre
képes, illetve azt eldallitani képtelen halfaj vagy hibrid is. Munkénkban igy az europai
harcsaval (Silurus glanis L.; 1. kép) és egy tok hibriddel (Acipenser ruthenus L. x
Acipenser baeri Brandt; 2. kép) végzett kisérleteinket mutatjuk be.

1. kép: Europai harcsa (Silurus glanis L.)

Valasztasunkat indokolja, hogy az eurdpai harcsa hazank legnagyobb testii, ragadozo
hala, jol tenyészthetd intenziv rendszerekben, mesterségesen szaporithatod, néhany hetes
koradban konnyen szoktathato iparilag gyartott takarmanyra. Rendszertani besorolasa:

Siluriformes
Siluridae
Silurus
Silurus glanis Linné 1758
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2. kép: Tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt)

Az intézetiinkben nemesitett tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri
Brandt), amely a kecsege ¢€s a 1énai tok keresztezésével jott 1étre, termelés-technoldgiai
mutatoit tekintve gyakorlatilag egyenértékii a 1énai tokkal, fiatal és idésebb korosztalyai
egyarant eredményesen nevelheték mesterséges takarmanyok alkalmazasaval (RONYAI
et al., 1989). Régebbi kisérleteink alapjan (GY. PAPP et. al., 1995a,b) mar munkank
kezdetekor is valosziniisithetd volt, hogy képes C-vitamint szintetizalni.

Azokban a kisérletekben, amelyeket Olaszorszagban végeztiink, més, az olasz
haltenyésztésben gyakran eléforduld halfajok is szerepelnek. Igy tanulmanyoztuk az
édesvizi halfajok kozil az angolnat (Anguilla anguilla L.) és a szivarvanyos pisztrangot
(Oncorhynchus mykiss), a brack-, illetve tengervizben tenyésztheték koziil pedig a

tengeri stigért (Dicentrachus labrax L.).
3.2. Kisérleti helyszinek, modszerek és mintavételek bemutatasa
3.2.1. Mintavételi és kisérleti helyszinek

A takarmanyozasi, valamint a fertdzési ¢és kornyezeti stresszel kapcsolatos
kisérleteinket a Haltenyésztési Kutato Intézet (HAKI) kisérleti recirkulécios
rendszerében végeztikk. Az etetési alapkisérletekben 5-150 g kozott valtozd kezdeti

atlagtomegli halak vizsgalatakor a 3. képen lathato 100 1, mig egyes stressz

kisérletekhez 400 | térfogatt EWOS kadakat alkalmaztunk.
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3. kép: Kisérleti kadak elrendezése a HAKI recirkulaciés rendszerében

A C-vitamin kiilonb6z6 stabil formdinak emészthetdségét és az egyes halfajok

aszkorbat tarolasi képességét vizsgaldo méréseinkhez mintakat vettiink kiilonb6zo

Potenza

Padule

és Voto

3. abra: Mintavételi helyszinek Olaszorszagban
olasz farmokrdl is, amelyek Basilicata tartomanyban Potenza varos koriil, illetve az

Adriai-tenger partjan (Padule és Voto) helyezkednek el (3. abra).
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3.2.2. Kisérleti takarmanyok

Larvakkal végzett kisérleteink sordn elsd €16 taplalékként tubifex féreggel etettiink.
A tubifexet kiegészitettiik C-vitaminnal, amelyet L-aszkorbinsav, illetve aszkorbat-2-
polifoszfat formajaban alkalmaztunk. A tubifexet sziikség szerinti méretre vagtuk, majd
1:1 térfogat ardnyban 1.000 mgl”' koncentracioju L-aszkorbinsav, vagy 600 mgl™
aszkorbat-2-polifoszfat oldatba helyeztiik és tiz percig aztattuk néhanyszor megkeverve.
Az ily modon elkészitett taplalékot azonnal etettiik.

Valamennyi kisérlet sordn a 4. tablazatban ismertetett Osszetételli alaptapot
hasznaltuk C-vitamin-mentes kontrollként, a halak koranak megfelel6 méretben. A tapot
a szarvasi Haltap Kft. taplizemében allitottdk elé a kisérletekhez. A C-vitamin
kiegészitést L-aszkorbinsav esetében naponta, (hétvégén kétnaponta), foszfatformak
esetében pedig hetente vizben feloldva, spray technikdval jutattuk a tapra, a

homogenitas érdekében folytonosan keverve. Felhasznaldsig valamennyi tapot —18 °C-

on taroltuk. A tapok C-vitamin tartalmat minden mintavételkor ellendriztiik.

4. tablazat: A kisérleti alaptap osszetevoi

Nyers fehérje 48%

Nyers rost 1,2%

Nyers zsir 8%
Metabolizalhat6 energia 13,8 MJkg™

Vitamin premix (C-vitamin mentes) 1%

HPLC-vel meghatarozott C-vitamin  <5,0 mgkg™'

Kalcium 3.8%

Foszfor 2,17%
Lizin 3,42%
Metionin és cisztein 2,05%
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3.3. Etetési alapkisérletek

A C-vitamin hatdsainak tanulmanyozéasdhoz etetési alapkisérleteket végeztiink a
vitamint kiilonb6zé koncentracidban és formaban tartalmazo tapokkal. Az alabbiakban
ezeket ismertetjiik. Az egyes alapkisérletek halait altalaban tobb megfigyeléshez,
méréshez is felhasznaltuk. A konnyebb attekinthet6ség érdekében a kisérletekrdl és

mintavételekrdl a 3.3. fejezet végén egy Osszefoglalo tablazatot is kozliink (5. tablazat).

3.3.1. Megfigyelések, mintavételek

Néhany megfigyelést valamennyi alapkisérlet soran elvégeztiink, a mortalitdst mind
a két hal esetében naponta feljegyeztilk, az eurdpai harcsak koziil az esetleges
kannibélokat pedig minden reggel eltavolitottuk. Kéthetente csoportos tomegmérés volt
¢s ilyenkor vizsgaltuk meg a halakon az esetlegesen kialakult skorbutot.

A mintavételek soran a halakat mindig azonos médon dolgoztuk fel. Meghatarozott
ideig tartd ¢heztetés - altalaban 12 ora - utan a halakat a fejlikre mért iitéssel megoltiik.
Lemértiik egyedi tomegiliket, majd eltavolitottuk a vizsgalni kivant szerveket, ami
tobbnyire az agy, a maj a vese és a jobb oldali hatizom kozéprdl vett 2 cm-es darabja
volt. Az aszkorbat-2-szulfatot ¢és az aszkorbat-2-foszfatokat bontd enzimek
aktivitdsanak meghatarozasahoz kivettilk a madjat és az emésztOcsatornat, majd a

béltartalmat 6vatos préseléssel eltavolitottuk.

gyomor

bél 2. szakasz

bél 1. szakasz

4. abra: Az europai harcsa (Silurus glanis L.) bélcsatornajanak vizsgalt szakaszai
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A bélcsatornat eurdpai harcsa esetében a 4. abra szerint, a tok hibrid esetében pedig
az 5. dbra szerint feldaraboltuk, és a feldolgozasig -18 “C-on taroltuk.

A béltartalom C-vitamin statuszanak mérésekor ugyanezeket a szegmenseket
vizsgaltuk oly mddon, hogy ovatosan feldaraboltuk a teli bélcsatornat, majd kipréseltiik

a tartalmat.

hepatopankredsz

l bél 3. szakasz

bél 1. szakasz bél 2. szakasz

5. dbra: A tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) emészto

csatornajanak vizsgalt szakaszai

3.3.2. Az etetési alapkisérletek koriilményei

Az Osszes etetési alapkisérletet a HAKI recirkulacios rendszerében végeztik. A
haltartas koriilményeinek egy része mind a két halfaj esetében azonos volt:

Kad térfogat: altalaban 100 1 (ahol eltér, kiilon kozoljiik)

Vizdtfolyds: 7 lmin™

Vizhomérseklet: 22-23 °C

Viz pH: 8,5

Oldott oxigen tartalom: 80-90 %

Kisérletek idotartama: 3-4 honap, ahol eltér, kiilon megjegyezziik

1. Etetési alapkisérlet

Halfaj: eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)
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A halak mérete: 9-10 g az etetési kisérlet kezdetekor

Népesités: 55 hal/kad

A kisérlet idobeosztasa:

- C-vitamin mentes takarmany etetésének kezdete: 1994. 08. 10.

- Egy hét mulva 55-55 hal kivéalogatdsa utan adaptacié kezdete a kisérleti

berendezéshez.

- Ujabb egy hét mulva etetés kezdete 3x5 csoportban a kiilonbozd

Alkalmazott takarmanyok: 0, 10, 100, 1.000, 10.000 mgkg'l L-aszkorbinsavval
kiegészitett alaptakarmany.

Takarmany-eloallitas: az alaptapot a 3.2.2. pontban ismertetett eljards szerint spray
technikéaval egészitettiik ki L-aszkorbinsavval.

Etetések: hat oranként, 6sszesen naponta négyszer, étvagy szerint.

2. etetési alap kisérlet

Halfaj: tokhibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt)

A halak mérete: 200-300 g az etetés kezdetekor.

Kad térfogat: 400 1

Népesités: 10 hal/kad, 2x3 csoportban.

A kiserlet ideje: 1994. nyara

A kisérlet idotartama: 4 hét

Alkalmazott takarmanyok: 0 és 1.000 mgkg"' L-aszkorbinsavval kiegészitett
alaptakarmany.

Etetések: hat éranként, 0sszesen naponta négyszer, étvagy szerint.

3. etetési alapkisérlet

Halfaj: eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)
A halak mérete: 5-6 g a minimalis 10 mgkg' C-vitamin tartalma tap etetésének
kezdetekor.
Népesités: 45 hal/kad
A kisérlet idobeosztasa:
- 10 mgkg' C-vitaminnal kiegészitett tap etetésének kezdete: 1995. 09. 05.
- Egy hét mualva 45-45 hal kivalogatasa utan adapticié kezdete a kisérleti

berendezéshez.
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- Ujabb egy hét mulva etetés kezdete 2x8 csoportban a kiilonbozé

koncentracioju és formaju C-vitaminokkal kiegészitett tapokkal.

Alkalmazott takarmdnyok: 0 és 1.000 mgkg" L-aszkorbinsavval; 100, 200, 400
mgkg™' aszkorbat-2-monofoszfattal (PHOSPITAN C® AMP-Mg, Sintofarm, Italy),
valamint 150, 300 és 600 mgkg™ aszkorbat-2-polifoszfattal (ROVIMIX STAY® - C 25,
Roche, Basel, Switzerland) kiegészitett alaptakarmany.

Etetések: négy oranként, naponta hatszor, étvagy szerint.

4. etetési alapkisérlet

Halfaj: tokhibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt)

A halak mérete: 10-12 g az etetés kezdetekor

Népesites: 50 hal/kad

A kisérlet idobeosztasa:

- A halakat egységesen 10 mgkg' C-vitaminnal kiegészitett takarmannyal etettiik:
1995. 08. 28-tol.

- Harom hét mulva csoportonként 45-45 halat kivalogattunk és az kisérleti
rendszerbe helyeztiik adaptalodni.

- Egy hét mualva megkezdtik az etetést kezdete 2x8 csoportban a kiilonb6zo
koncentracioja és formaju C-vitaminokkal kiegészitett tapokkal.

Alkalmazott takarmdnyok: 0 és 1000 mgkg”' L-aszkorbinsavval; 100, 200 és 400
mgkg! aszkorbat-2-monofoszfattal (PHOSPITAN C® AMP-Mg, Sintofarm, Italy),
valamint 150, 300 és 600 mgkg™ aszkorbat-2-polifoszfattal (ROVIMIX STAY® - C 25,
Roche, Basel, Switzerland) kiegészitett alaptakarmany

Etetések: négy oranként, naponta hatszor, étvagy szerint

5. etetési alapkisérlet.

Halfaj: eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)

A halak mérete: 45+6 g az adaptacios id6 kezdetekor.

Népesités: 50 hal/kad

A kisérlet idobeosztasa:

- Vilogatas és az adaptécios id6 kezdete: 1996. 09. 24.

- Egy hét mulva etetés kezdete 2x6 csoportban a kiilonb6z6 koncentracidju és
formaju C-vitaminokkal kiegészitett tapokkal.

Kiserlet idotartama: a stressz kisérletek kezdetéig valtozo (16-21 hét).
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Alkalmazott takarmdnyok: 0, 100, és 1.000 mgkg"' L-aszkorbinsavval 45, és 450
mgkg"  aszkorbat-2-polifoszfattal (ROVIMIX STAY® - C 25, Roche, Basel,
Switzerland) kiegészitett alaptakarméany. Tovabbi két csoportot 100 mgkg' L-
aszkorbinsav kiegészitést kapott, amelyeket nyolc hét utan 10.000 mgkg™ C-vitamin
tartalmu tappal etettlink tovabb.

Etetések: négy 6ranként, naponta hatszor, étvagy szerint.

6. Etetési alapkisérlet

Halfaj: tokhibrid (Acipenser ruthenus L. X Acipenser Baeri Brandt)

A halak mérete: 72+6 g az adaptacios 1d6 kezdetekor.

Népesités: 50 hal/kad

A kisérlet idobeosztasa:

- Vilogatasa és az adaptacios id6 kezdete. 1996. 09. 25.

- Egy hét mulva etetés kezdete 2x6 csoportban a kiilonb6zé koncentracidju és

formdju C-vitaminokkal kiegészitett tapokkal.

Kisérlet idotartama: a stressz kisérletek kezdetéig valtozo (16-21 hét).

Alkalmazott takarmdnyok: 0, 100, és 1.000 mgkg"' L-aszkorbinsavval 45, és 450
mgkg” aszkorbat-2-polifoszfattal (ROVIMIX STAY® - C 25, Roche, Basel,
Switzerland) kiegészitett alaptakarmany.

Etetések: négy oranként, naponta hatszor, étvagy szerint.

7. Etetési alapkisérlet

A kisérlet kivitelezése: A kisérletet 1994. oktoberében, 10 db 215 g atlagtomegii tok
hibriddel végeztiik, a HAKI recirkuldcios rendszerében, 400 l-es kadban. Tiz napig
etettiik a halakat 100 mgkg™” aszkorbat-2-monoszulfatot (Sigma Chemical Co. St. Luis,

Missouri, USA) tartalmaz6 takarmannyal.
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5. tablazat: Az etetési alapkisérletekhez kapcsolodé megfigyelések és mintavételek

rendszere
Sorszam | Halfaj Alkalmazott Kisérleti cél | Mérések, Mintak tipusa | Mérési
tapok mintavételek | és szama médszerek
idépontja
1. Eurdpai AS 0, 10, 100, | Novekedés, Kéthetenként | - Csoportos
harcsa 1000, 10000 mortalitas, tomegmérés
skorbut
1. Eurdpai AS 0, 10, 100, | C-vitamin Havonta 5-5 hal; maj, 3.10.1. HPLC
harcsa 1000, 10000 statusz és a vese, agy, izom
szervek
telitddése
1. Europai AS 0, 10, 100, | Szovettani A kisérlet 18. | 3-3 hal; Tartositas,
harcsa 1000, 10000 vizsgalatok hetében kopoltyt, maj, |10 %
gerinc metszet | formalinban
I. Eurépai AS 0, 10, 100, |Nagy strtiség | A kisérlet 23. | 5-5 hal; maj és |3.10.1. HPLC
harcsa 1000, 10000 okozta stressz | hetében agy
I. Eurépai AS 0, 10, 100, |Formalin A kisérlet 25. | 5-5 hal; m4j és |3.10.1. HPLC
harcsa 1000, 10000 okozta streszz | hetében agy
I. Eurépai AS 0, 10, 100, | Magas nitrit | A kisérlet 27. | 5-5 hal; maj és |3.10.1. HPLC
harcsa 1000, 10000 hetében agy
1. Eurdpai AS 100, Foszfat és A kisérlet 27. | 5 hal emészt6- |3.10.1. HPLC
harcsa szulfat hetében csatornaja
emésztése
2. Tok hibrid AS 0és 1000 | Foszfat és A kisérlet 4. | 5 hal emészt6- |3.10.1. HPLC
szulfat hetében csatornaja
emésztése
3. Eurdpai AS 0és 1000; |Novekedés, |Kéthetenként |- Csoportos
harcsa AMF 100, 200, | mortalitas, tomegmeérés
400; skorbut
APF 150, 300,
600
3. Eurépai AS 0 és 1000; | C-vitamin A kisérlet 12. | 5-5 hal maj, 3.10.1. HPLC
harcsa AMF 100, 200, | statusz hetében vese, agy
400;
APF 150, 300,
600
3. Eurodpai AS 0és 1000; | Csont- A kisérlet 8. | 3-3 egészhal | Gravimetrids
harcsa AMF 100, 200, | kollagén és 16. kollagén
400; tartalom hetében meghatarozas
APF 150, 300,
600
3. Eurdpai AMF 100, ¢ felvétel A kisérlet 30. |agy, maj, vese, |Folyadék
harcsa APF 300, hetében bélcsatorna szcintillacios
analizator
3. Eurdpai AS 0¢s 1000; | C-vitamin A kisérlet 27. | 3-3 hal emészt6 | 3.10.1. HPLC
harcsa AMF 100, 200, | formak hetében csatornaja
400; kivalasztasa
APF 150, 300,
600
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Sorszam | Halfaj Alkalmazott Kisérleti cél | Mérések, | Mintak tipusa | Mérési
tapok mintavétele | és szima médszerek
k idépontja
4, Tok hibrid AS 0 és 1000; Novekedés, - Csoportos
AMF 100, 200, | mortalitas, Kéthetenké tomegmérés
400; skorbut nt
APF 150, 300,
600
4. Tok hibrid AS 0 ¢és 1000; A porcos vaz | A kisérlet 8. | 3-3 egész hal | Gravimetrids
AMF 100, 200, |kollagén és 16. kollagén
400; tartalma hetében meghatarozas
APF 150, 300,
600
4. Tok hibrid AS 0 és 1000; C-vitamin A Kkisérlet 5-5 hal; m4j, 3.10.1. HPLC
AMF 100, 200, | statusz 15. hetében | vese, agy
400;
APF 150, 300,
600
4, Tok hibrid AS 0 és 1000; C-vitamin A Kkisérlet 3-3 hal emészt6 | 3.10.1. HPLC
AMF 100, 200, | formak 27. hetében | csatorndja
400; kivalasztasa
APF 150, 300,
600
5. Europai AS 0, 100, 1000, | Alacsony A kisérlet 3. | 5-5 hal; m4j és | C-vitamin
harcsa 10000; APF 45 | oxigén stressz | hdnapja agy spektrofoto-
és 450 metriasan
5. Eurdpai AS0, 10,100, |'C felvétel | A kisérlet |agy, maj, vese, | Folyadék
harcsa 1000, 30. hetében | bélcsatorna szcintillacios
analizator
5. Eurdpai AS 0, 100, 1000, | Szoveti A kisérlet 5-5 hal; maj, Sigma oxalat
harcsa 10000; oxalat 27. hetében | vese és gerinc | KIT
tartalom metszet
6. Tok hibrid AS 0, 10, 100, Alacsony A kisérlet 3. | 5-5 hal; m4j és | C-vitamin
1000, APF 450 | oxigén stressz | hdnapja agy spektrofoto-
metridsan
6. Tok hibrid AS 0, 10, 100, Magas nitrit | A kisérlet 3. | 5-5 hal; maj és | 3.10.1. HPLC
1000, 10000; koncentracié | honapja agy
APF 450
6. Tok hibrid AS 0, 10, 100, Ehezési A kisérlet 4. | 5-5 hal; maj és |3.10.1. HPLC
1000, 10000; stressz hoénapja agy
APF 450
6. Tok hibrid AS 0, 100, 1000, | Gulonolakton | A kisérlet 4. | 5-5 hal; maj és |3.10.1. HPLC
oxidaz enzim | honapja vese
aktivitas
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3.4. Kisérletek europai harcsa (Silurus glanis L.) larvakkal

3.4.1. Az ikrak és a kiilonboz6 embrionalis fazisok vizsgalata

A kisérlet célja: az ikra és az egyes embriondlis fazisok C-vitamin statuszanak
meghatarozasa.

A kisérlet idopontja és helye: Szarvas, 1994. 06. 07-10., valamint 1996. 06. 01-10.
kozott HAKI, recirkulacios rendszer.

A kisérlet kivitelezése: A halakat mesterségesen szaporitottuk HORVATH et. al. (1981)
altal kifejlesztett modszerrel, a HAKI recirkuldciés rendszerében. Az ovoluéciot
acetonnal szaritott ponty hipofizissel indukaltuk. Az ikras halak 4-4,5 mgkg™, a tejesek
pedig 3-4 mgkg™! hipofizist kaptak injekcié formajaban. Az anyak ikrajat altatisban
fejtiik le. A tejesek egyik heréjét SIWICZKI és JENEY (1986) moddszerével operaltuk
ki. A megtermékenyitéshez az ikrdkat szarazon Osszekevertiik a spermdval, amelyet
0,35 %-o0s NaCl-dal aktivaltunk. A megtermékenyitett ikrdkat 9 l-es Zuger iivegekbe
(vizhéfok 22-24 °C) helyeztiik a larvak kikeléséig. Az embrionalis fejléddés kiilonbozo
stddiumait mikroszkop alatt kovettiik és C-vitamin tartalom meghatarozas céljabol
1994-ben mintakat vettiink a megtermékenyités elétt és kozvetleniil utana, majd ketto,
négy ¢s nyolc sejtes, valamint a hdlyagcsira, a bélcsira allapotban, tovabba kozvetlen
kelés elott és az éppen kikelt embriokbol. 1996-ban az eredmények ismeretében a
mintavétel megtermékenyités elétt és kozvetleniil utdna, 2, 8 sejtes és bélcsira
allapotban, kézvetlen kelés el6tt 70 % és 90 %, majd az éppen kikelt embridkbol, ezt
kovetéen 3, 5 és 7 nappal kelés utan tortént. EzekbOol a mintdkbol a C-vitamin
koncentracion  kivill aminosav tartalmat is mértiink a kollagén szintézis
tanulmanyozasanak céljabol. A mintakat folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk

¢s —80 °C-on taroltuk feldolgozasig.

1. Larvanevelési kisérlet

A kisérlet célja: modszer kidolgozdsa a harcsalarvak elsé ¢lo taplalékanak (Tubifex
tubifex L.) kiegészitésére L-aszkorbinsavval. A C-vitamin kiegészités hatdsainak
vizsgalata.

A kisérlet idotartama: 1994. 06. 13 —07. 19.
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A kisérlet kivitelezése: 10 nappal a kelés utan 1500-1500 larvat csoportosan lemértiink
¢s 100 l-es kadakban helyeztiik el, a viz hdmérséklete 24-26 °C, aramlasi sebessége
7 Imin™' volt. A kisérlet soran két kezelést alkalmaztunk négy ismétlésben. Négy csoport
az etetést kozvetleniil megel6zéen aprora vagott tubifexet evett C-vitaminos kiegészités
nélkiil. A masik négy csoport taplalékat kiegészitettiik L-aszkorbinsavval kozvetleniil az
ctetések elott. Ehhez az apréra vagott tubifexbdl 100 ml-t 400 ml 2,0 gl L-
aszkorbinsavat tartalmazd vizbe helyeztiink egy Oorara, tiz percenként Ovatosan
megkevertiik, majd azonnal megetettiik a halakat. Naponta négyszer etettiink. A
kannibalizmust mutatd halakat naponta eltdvolitottuk. A mortalitast naponta
feljegyeztiik, a halak tomegét csoportosan viz alatt mértiikk kéthetente. C-vitamin
tartalom meghatdrozdshoz a tomegmérésekkel azonos iddben vettiink mintat,

csoportonként 50-50 halat.

2. Larvanevelési kisérlet

A kisérlet célja: az aszkorbat-2-polifoszfat kiegészités hatdsainak vizsgalata eurdpai
harcsa (Silurus glanis L.) larvainak novekedésére. Fertdzési kisérletek végzése.

A kisérlet idobeosztasa:

Etetés tubifexszel: 1997. 06. 23 — 06. 27.

Tapra szoktatas vegyes etetéssel: 1997. 06.28. - 07.04.

Etetés granulalt tappal: 1997. 07.05.- 06.28.

A kisérlet kivitelezése: 10 nappal a kelés utan 1000-1000 larvat csoportosan lemértiink
¢s 100 I-es kddakban helyeztiik el, a viz hdmérséklete 24-26 °C, aramlési sebessége 7
Imin" volt. A kisérlet soran két kezelést alkalmaztunk négy ismétlésben. Naponta
nyolcszor etettlink ¢&jjel-nappal. Négy csoport az etetést kdzvetleniil megelézéen aprora
vagott tubifexet evett C-vitaminos kiegészités nélkiil. A masik négy csoport taplalékat
kiegészitettiik aszkorbat-2-polifoszfattal kozvetleniil az etetések eldtt. Ehhez az aprora
vagott tubifexb6l 100 ml-t, 400 ml 600 mgl”' aszkorbat-2-polifoszfatot (ROVIMIX
STAY®-C 25, Roche, Basel, Switzerland) tartalmazo vizbe helyeztink egy orara, tiz
percenként 6vatosan megkevertiik, majd azonnal etettiink. Egy hét utan a tubifexet 1:1
aranyban kevertilk a csoportnak megfelelé C-vitamin mentes, illetve 600 mgkg™
aszkorbat-2-polifoszfattal kiegészitett harcsatippal négy napig. A kovetkezd harom
napban etetés eldtt a halakat megkinaltuk granulalt harcsatappal. A halak ily moédon 15
nap alatt atszoktak a granulalt takarmanyra. A kannibalizmust mutaté halakat naponta

eltavolitottuk. A mortalitast naponta feljegyeztiik, a halak tdmegét csoportosan viz alatt
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mértlik hetente. C-vitamin tartalom meghatarozashoz a tomegmérésekkel azonos idében

vettlink mintat, csoportonként 50-50 halat.

3.5. A C-vitamin felvétel vizsgalata 1-'*C-vel jelolt L-aszkorbinsav

alkalmazasaval

A kisérlet célja: A C-vitamin felvétel és kiiiriilés vizsgélata az eurdpai harcsa
kiilonboz6 szerveiben.

A kisérlet kivitelezése: A 3.3. pont 1. etetési alapkisérletbdl kivalasztottunk négy
csoport eurdpai harcsat (0, 100, 1.000 és 10.000 pugg™ L-aszkorbinsav) és a kisérlet 30.
hetében két 18-18 halbol 4ll6 csoportot alakitottunk az 1-"*C-vel jeldlt L-
aszkorbinsavval torténd vizsgalatokhoz. Kontrollként ujabb 18 halat valogattunk ki a 10
mgkg” AS csoportokbol, ezek a halak nem kaptak 1-'*C-vel jelzett tapot, de egyébként
teljesen azonos modon kezeltiik dket a tobbi csoporttal. A halak atlagtomege 90-95 g
volt. 24 6rés éheztetés utan egyszer megetettilk a biomasszara vonatkoztatva 2% 100
mgkg”' L-aszkorbinsav koncentracioji, 206 MBqg' aktivitasd tappal, melyet az
alaptakarményra spray technikaval vittlink fel. 15 percig tartd etetés utan eltavolitottuk a
radioaktiv tapot és vizet a kadakbol. A halakat 23-24-°C-on 7 Imin™ vizatfolyas mellett
napig. Csoportonként 3-3 halbol szovetmintdkat (m4j, vese, agy, bél, és béltartalom)
vettink 12 oraval, 1, 3, 6, és 11 nappal az 1-'*C-vel jelslt tappal tortént etetést
kovetéen. A mintdkat —80°C-on tartottuk feldolgozasig. A '*C  aktivitas
meghatarozasahoz a mintakat 0,4 moll” natriumacetat pH 4,8 pufferben extrahaltuk
majd 1 ml extraktumot 150 ul 10 %-os perklorsav oldattal fehérjementesitettiik. 10 perc
10.000 g-vel torténd centrifugalast kovetden a feliiliszot 4% Cab-O-Sil Bray koktélban
oldottuk, majd Beckman LS 100C tipust folyadék szcintillacidés analizdtorban mértiik
az aktivitast. A méréseket megismételtiik a 3. etetési alapkisérlet 100 mgkg™ aszkorbat-
2-monofoszfat és 300 mgkg™' aszkorbat-2-polifoszfattal taplalt halaival is. Ebben az

esetben mintakat vettiink 24 6ra, valamint 4, 7, 14, és 25 nap mulva.

3.8. Az emésztocsatorna tartalmanak C-vitamin statusza

A kisérlet célja: a C-vitamin formak felszivodasanak vizsgalata az emésztérendszerben.
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A kiserlet kivitelezése. a 3. és a 4. etetési alapkisérletek 27. hetében ¢heztetés nélkiil
vizsgaltuk az eurdpai harcsa és a tok hibrid gyomor és béltartalmanak C-vitamin
statuszat. A vizsgalathoz a kontroll, az 1.000 mgkg™' L-aszkorbinsav, a 200 és 400
mgkg' AMF, valamint a 300 és 600 mgkg' APF csoportokat hasznaltuk.
Csoportonként 3-3 halbdl kivettiik a teljes emésztérendszert, a 4. és az 5. 4dbra szerint
feldaraboltuk és ovatosan kipréseltik az egyes szakaszok tartalmat. A C-vitamin

koncentraciokat HPLC-vel mértiik.

3.7. Kiilonb6z6 kornyezeti stresszek hatasa a halak C-vitamin

statuszara

A kisérletek célja: A stresszhelyzetek jelentdsen megndvelhetik a halak C-vitamin
felhasznaldsat. Kisérleteink célja ennek megfelelden az egyes szervek C-vitamin
felhasznalasanak kovetése egyes stresszhelyzetekben. Mindkét halfaj esetében
vizsgaltuk a nitrit szennyezés €s az alacsony oxigéntartalom okozta hatasokat. Az
eurdpai harcsa esetében formalinos filirdetést és nagy egyedsiirliségi tesztet is

alkalmaztunk. A tok hibridnél egy ¢heztetési kisérletet is elvégeztiink.

3.7.1. Nitrit szennyezés hatasanak vizsgalata

A kisérlethez az eurdpai harcsa esetében az 1. etetési alapkisérlet 27. hetében
hasznaltunk fel 10-10 halat minden kisérleti csoportbol (0, 10, 100, 1.000 és 10.000
mgkg” L-aszkorbinsav). Eurdpai harcsaval és tok hibriddel a 3. és 4. alapkisérlet 19.
hetében a 0, és 1.000 mgkg™' L-aszkorbinsav, az AMF 100 és az APF 150 mgkg™ halait
kezeltiik, csoportonként szintén 10-10 halat. A kisérletet 400 l-es kddakban végeztiik. A
halakat allandd levegdztetés mellett 300 1 100 mgl” N-NO, koncentraciéjii vizen
tartottuk 24 oran at, etetés nélkiil. Ezt kovetéen a halakat visszahelyeztiik eredeti
kadjaikba és folytattuk az etetésiiket. Minden csoportbol 3-3 halmintét vettlink a kisérlet
megkezdése eldtt, 24 6ra mulva és egy héttel a stressz utan. A kiilonbozd szovetek C-

vitamin tartalmat a 3.10.6. pontban ismertetett spektrofotometrias modszerrel hataroztuk

meg.
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3.7.2. Alacsony oxigéntartalom okozta hatasok vizsgalata

Az eurOpai harcsa esetében az 5., a tok hibrid esetében a 6., etetési alapkisérlet
valamennyi csoportjanak (0, 100, 1.000 mgkg™ L-aszkorbinsav, 45 és 450 mgkg” APF)
halait kezeltiik, a kisérlet 3. honapjdban. A 374+60 g atlag tomegli harcsakbol és a
150+£49 g atlagtomegili tokokbdl 10-10 halat helyeztiink 50 l-es kadakba. A kisérletet
mind a két halfaj esetében ugy végeztiik, hogy a halak mar mutassdk az oxigénhiany
tiineteit, de ne pusztuljanak el. Az oxigénhianyra nagyon érzékeny tokok esetében a viz
oxigén koncentracidja 1 6ra alatt 5,3 mgl”-r6l 2,2 mgl”'-re esett, amikor a halak a viz
felszinén folyamatosan mozgattak kopoltyufedoiket, ezzel jelezve oxigénhidnyukat. A
harcsak vizének induld oxigén koncentracidja 2,2 mgl™” volt, amely két 6ra alatt 0,9
mgl”'-re esett és a halak ekkor jelezték a hianyt. A kisérleteket az oxigénhiany
tiineteinek jelentkezésekor befejeztilk. Csoportonként 3-3 halbol madj, vese és agy
mintakat vettlink a stresszt megel6zden ¢és utana is. A C-vitamin meghatarozas ebben az

esetben is spektrofotometridsan tortént.

3.7.3. A nagy egyedsiiriiség hatasanak vizsgalata

A kisérlettel a szallitds soran fellépd stresszhelyzetet kivantuk modellezni. Az 1.
etetési alapkisérlet harcsdibol a 23. héten csoportonként 30-30 halat 30 | vizben
tartottunk alland6 levegdztetés mellett 2 oran at. A halakat ezutan visszahelyeztiik
eredeti kadjukba ¢€s folytattuk az etetést. 3-3 halbol m4j, vese és agy mintakat vettiink a

stressz eldtt és utan. A C-vitamin meghatarozas HPLC-vel tortént (3.10.1.).

3.7.4. Formalinos fiirdetés hatasa

A kiilonb6z6 fertézések megjelenésekor intenziv rendszerekben gyakran
alkalmazzdk a formalinos filirdetést, ami a betegségen kiviil Gjabb stresszt is jelent a
halaknak. Kisérletiink célja annak eldontése, hogy a megfeleld C-vitaminnal torténd
takarmanyozas segiti-e a halakat ennek ellenstilyozasaban.

Az 1. etetési alapkisérlet harcsdinak minden csoportjat kezeltiik a 25. héten 45 percig

crer

kisérlet el6tt és utan. A C-vitamin meghatarozas HPLC-vel tortént (3.10.1.).
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3.7.5. Ehezés hatasa a tok hibrid szoveteinek C-vitamin statuszara

A kisérlet soran azt vizsgaltuk, hogy ¢hezés soran hogyan valtozik a halak C-vitamin
A 6. etetési alapkisérlet 19. hetében a 78+8 g atlag tomegli halak minden kezelési
csoportjabol 10-10 darabot 54 6ran keresztiil ¢heztettiik. 12 6ra mulva és az ¢heztetés
végén csoportonként 3-3 halbol kivettiikk a veséket és a 3.10.6. pontban ismertetett

modszerrel spektrofotometridsan megmeértiik az 6sszes C-vitamin koncentracidjukat.

3.8. A gulonolakton oxidaz enzim aktivitas alakulasa tok hibrid

esetében a kiilonb6z6 C-vitamin szinti takarmanyozas soran

A kisérlet célja volt, hogy a gulonolakton oxiddz enzim miikodését gatolja-e a C-
vitamin kiegészités a vitamint egyébként eldallitani képes halaknal.

A 6. etetési alapkisérlet halainak kontroll, 100 és 1.000 mgkg™ csoportjabol 12 dras
¢heztetés utan vettiink mintdkat. A 78+8 g atlagtomegli halakbol 5-5 hal veséjét
eltavolitottuk és feldolgozasig —72 °C-on taroltuk. A gulonolakton oxiddz enzim

aktivitasat a 3.10.3. pontban ismertetett médon hataroztuk meg.

3.9. A C-vitamin hatasanak vizsgalata spontan darakor fert6zésnél

A 2. larvaetetési kisérlet halain darakor (Ichthyophthirius multifiliis) jelentkezett a
kisérlet 6todik napjan. A halakat a technologia szerint ilyenkor szokasos moddon
malachitzolddel fiirdettik. A C-vitamin tartalom meghatarozashoz 50-50 ivadékot
vettlink a kisérlet 5. és 18. napjan. Ugyanekkor csoportos halmérést és egyedszamlalast

is végeztiink.

3.10. Kémiai és biologiai mérési modszerek

A kisérletek soran kiillonboz6 célbdl vett mintdk kémiai és bioldgiai paramétereinek
meghatarozasdhoz sajat kidolgozasu, tovabbfejlesztett, illetve standard modszereket

alkalmaztunk.
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3.10.1. C-vitamin és formainak meghatarozasa HPLC-vel

A méréseket sajat fejlesztésti modszerrel végeztiik (GY. PAPP et. al., 1998).

A méréshez sziikséges reagensek:

A HPLC-vel torténé mérések alapvetd kivanalmainak megfeleléen méréseink soran
nagy tisztasagit HPLC vagy spektrofotometriai mindségii vegyszereket hasznaltunk,
melyek a kovetkezdk voltak:

- Sigma Chemical Co. (St. Luis, Missouri, USA): L-aszkorbinsav, dehidro-aszkorbinsav,
L-aszkorbat-2-monoszulfat, aszkorbat-oxidaz enzim, savas foszfataz enzim (LOT N°
72H7150), szulfatdz enzim, HPLC mindségli metanol

- Aldrich-Chemie GmbH (Steinheim, Germany): tetrabutilammonium-dihidrogénfoszfat,
EDTA, natriumacetat, 1,4-ditioeritritol (DTE)

- Mas cégektdl beszerzett vegyszerek: aszkorbat-2-monofoszfat (magnézium so, 95 %
tisztasagli) ,,PHOSPITAN C* Sintofarm, Olaszorszag; aszkorbat-2-polifoszfat
,,ROVIMIX STAY® -C25” Roche, Basel, Svajc; a HPLC mindségli vizet NORGANIC
ioncseréld oszlopon allitottuk el (Millipore Co., Bedford, USA)

A mintak elokészitéséhez sziikséges standard és egyéb oldatok:
- L-aszkorbinsav 1.000 mgl” alap standard

Naponta készitettiik 0,2 moll” pH 4,8 natrium-acetat oldatban higitva, amely 0,2
% DTE-t tartalmazott.
- Dehidro-L-aszkorbinsav standard 25 mgl”

Naponta készitettiik 0,2 mol.I"', pH 4,8 natrium-acetat oldatban higitva, amely
nem tartalmazott DTE-t.
- Az aszkorbat-2-monoszulfat és -monofoszfat oldatokat az L-aszkorbinsav alap
standardhoz hasonloéan 1.000 mgl" koncentracioban natrium-acetat oldattal készitettiik.
- Savas foszfatdz enzim oldat: 40 mg savas foszfataz enzimet oldottunk 1ml 0,2 mol.I"'

0,2 % DTE-t tartalmazo6 natrium-acetat pufferben (pH 4,8).

A mintak gyiijtése és elokészitése az analizishez
A halakat a vizbdl torténd kiemelés utan azonnal megoltiik a fejre mért iitéssel. A
teljes testtomeg mérését kovetden a vizsgalni kivant szdveteket eltavolitottuk,

tomegiiket megmeértilk, majd azonnal lefagyasztottuk —72 °C hoémérsékleten. A
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takarmanymintakat kozvetleniil elkészitésiik utan vettiik és lefagyasztottuk. A mintakat
az analizishez fagyott allapotban jéghideg 0,2 moll” pH 4,8 natrium-acetat pufferben,
forgokéses Ultra-turrax késziilékkel homogenizaltuk. A homogenizalt mintat a 6. abra
szerint azonnal feldolgoztuk.

A minta homogenizatumat azonnal két részre osztottuk. Az elsd részbdl 1.000 pl-t
azonnali perklorsavas kezelés utdn az L-aszkorbinsav kozvetlen meghatarozasara
hasznaltuk (A), mig a masik 1.000 pl teljes aszkorbinsav tartalmat lebontottuk aszkorbat
oxidaz enzimmel az alapvonal meghatirozéasa céljabol (B). A minta masodik részét
erdsen redukalo hatasu 4%-os ditioeritritol oldattal kezeltiik. Ebb6l az 6sszes C-vitamin
tartalom meghatarozasahoz 30 percig allni hagytunk 1.000 pl-t (C). Az aszkorbat-
foszfat észterek jelenlétének meghatarozasahoz 1.000 pl-t azonnal perklorsavval
kezeltiink a természetes foszfataz-enzim reakcid leallitasanak érdekében (D). A
jelenlévo aszkorbat-2-foszfat észtereket savas foszfatdz enzimmel L-aszkorbinsavva
alakitottuk wjabb 1.000 pl minta 30 percig tartd kezelésével (E). Az aszkorbat-2-
monoszulfatot standard koinjektdldsaval hataroztuk meg (F). A mintdkat minden
esetben deproteinizaltuk 5% -os perklosav oldattal, 12.000 g-vel centrifugaltuk és 0,45

um porusu membranon sziirtilk a HPLC analizis el6tt.

HPLC kondiciok

A mobil fazis 0,04 moll” natrium-acetat volt, amely 0,05 mmoll”" EDTA-t és 0,5
mmoll” tetra-butilammoénium-dihidrogén-foszfatot tartalmazott, pH-jat 85 %-os H3PO,-
el 3,76-ra allitottuk, végiil 1.000 ml-t 24 ml metanollal kevertiink és 0,45 um-es
membransziirén sziirtiikk (Whatman vagy Millipore).

A modszer kidolgozéasakor egy Hewlett Packard (HPLC 1050) rendszert hasznaltunk,
amely a négyszelepes, automatavaltés HPLC 1050-es pumpan kiviil Rheodyne
injektorbol, diddasoros (DAD) detektorbol és HP Chemstation szoftverbdl allt. A mobil
fazist folyamatosan gaztalanitottuk héliummal. A C-vitamin formak elvalasztasahoz
Vydac C;s kolonnat hasznaltunk (5 pm, 4,6 mm x 25 cm). A mobil fazis dramlési
sebessége 0,6 mlmin” volt, 23 °C-on. Ezzel a rendszerrel végeztik el a moddszer
kifejlesztésekor sziikséges csucstisztasagi vizsgalatokat, tovabba optimalizaltuk az
aszkorbinsav detektalasanak hulldmhosszat. A méréseket ezutan 250 nm-en végeztiik. A
modszert adaptaltuk az intézetiinkben taldlhaté Waters HPLC rendszerhez, amely
Waters 510-es izokratikus pumpabol, Rheodyne injektorbdl, 490 E tébbcsatornas UV
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detektorbol és Maxima 820 szoftverbdl allt. Az elvalasztast Nova-Pak Cig (5 um, 3,9

mm x 3,0 cm) oszloppal végeztiik.

2000 pl
74 \7
A B
(AS) (AV)
7
max. 14 min
1000 mIL 1000 ml
+150 pl PKS +25 ul
+100 piNaAc ASKOX
7
30 min
+150 pl PKS
+75 ul NaAc

MINTA
7
homogenizalas jéghideg 0,2 moll”! NaAc pH 4.8 pufferben 1:4
10 min
© A"
5000 wl
74 74 \7 3
C D E F
(AS+DHA) (AF? szovet) (AF) (AMSZ)
7 7 7
30 min max. 1 min 30 min 30min
1050 ml 1050 ml 1050 ml 1050 ml
+150 Wl PKS  +150 ul PKS  +50 ul SFE +10ul AMS
+50 plNaAc +50 plNaAc +150 pl PKS
+40 pl NaAc
7
2h
+150 pl PKS
v

Centrifugalas 12.000 g,
2°C, 10min
v

Szlirés @ 0,45 um
membranon

HPLC analizis

Jelmagyarazat: AS = L-aszkorbinsav; AV = alapvonal; DHA = dehidro-aszkorbinsav; AF = aszkorbat-2-
mono/polifoszfat; AMS = aszkorbat-2-monoszulfat; PKS = 5% perklorsav; SFE = savas foszfataz enzim
oldat; NaAc = 0,2 mol.L", pH 4,8 natrium-acetat; ASKOX = aszkorbat oxidaz enzim; DTE = 4%

ditioeritritol

6. abra: Mintael6készités hal vagy takarmanymintak 6sszes C-vitamin formainak

meghatarozasahoz
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A kromatogrammok értékelése, az egyes C-vitamin formak koncentrdacidjanak
szdmitdsa

Az egyes C-vitamin formak helyét a kromatogrammokon standardek
koinjektalasaval hatdroztuk meg. A mennyiségi értékeléshez, amint az a 6. abran is
lathatd, az  aszkorbat-2-monoszulfat kivételével minden C-vitamin format
aszkorbinsavva alakitottunk és ebbdl szamitottuk ki koncentracidjukat az aldbbiak
szerint:
A-B = L-aszkorbinsav
C-A = dehidro-L-aszkorbinsav
E-A = aszkorbat-2-mono/polifoszfat
F = aszkorbat-2-monoszulfat

Az aszkorbat-2-szulfatot a cstcs alatti teriilet meghatarozdsa utdn a standard
kromatogrammhoz hasonlitottuk.

A meghatarozasok reprodukalhatésagat ¢s a C-vitamin formék mintdkbol torténd
modszerrel linearisan mérhetd koncentracid hatarokat standard sorokkal meértiik,

1 pgml” és 100 pgml™ tartomanyok kozott.

3.10.2. Az aszkorbat-2-észterek hidrolizisének vizsgalata

A moédszert az aszkorbat-2-foszfat, illetve szulfat észterek bontasara képes, a halak
szoveteiben megtalalhatd enzimek aktivitasdnak mérésére dolgoztuk ki (GY. PAPP et.

al., 1994c).

A méréshez sziikséges reagensek: A standard és egyéb oldatok azonosak voltak a 3.10.1.
pontban felsoroltakkal.
A mintak gytijtése és elokészitése az analizishez:

A mintédkat a 3.10.1. pontban felsoroltakkal azonos mddon vettiik. Az enzimaktivitas
méréshez azonban a szovetmintdkat frissen dolgoztuk fel. Osszesen négy halfaj
kiilonboz6 szoveteit vizsgaltuk az alabbiak szerint:

- Eurdpai harcsa (Silurus glanis L.): maj, gyomor, pilorusz, bélcsatorna két egyenld
szakaszat (4. abra)
- Tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt): mdj, vese és a

bélcsatorna a 5. abra szerinti harom szakaszat
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- Eurdpai angolna (Anquila anquila L.): maj, gyomor ¢és a bélcsatorna két egyenld
részre osztott szakaszat

- Tengeri sligér (Dicentrachus labrax L.): maj, vese pilorusz és a teljes

bélcsatorna

Az eurdpai harcsa és a tok hibrid a HAKI recirkulécids rendszerébdl, az angolna és a
tengeri sligér kiilonb6zo olasz farmokrol szarmaztak.

A mintak elokészitése a HPLC mérésekhez a 7. abra szerint tortént. A szoveteket 10
percig homogenizaltuk 0,2 moll' pH 7,2 natrium-acetat pufferben, forgokéses Ultra-
turrax késziilékkel, majd 4 %-os DTE-t adtunk hozzd. A homogenizdtumot ezutdn
harom részre osztottuk. Az alapvonal (A) meghatdrozasahoz az enzimreakcidt azonnal
leallitottuk perklorsavval. Az enzimaktivitds meghatarozasa céljabol ismert (1.000
homogenizatumhoz (C), majd féloranként mintat vettiink az oldatbol a aszkorbat
észterekbol keletkezd L-aszkorbinsav meghatarozasahoz (B). Az igy kapott

részmintakat ezutan a 3.10.1. pontban ismertetett moédon HPLC-vel mértiik.

A kromatogrammok értékelése, az egyes enzimaktivitasok meghatarozasa
A kromatogrammokat a 3.3.1.1. szerint értékeltiik, majd a kiindulasi (AMFy; €¢s AMSy;),
valamint az egyes részmintdk koncentracioit (AMF, és AMS,) az aldbbiak szerint
szamoltuk:
AMFy; vagy AMSy; = B-A
AMF, vagy AMS, =B-C

A kapott koncentracidkat ezutan az 1d6 fiiggvényében &brazoltuk, majd az
enzimaktivitds értékeket az egy oOra alatt felszabadult L-aszkorbinsav mennyiségére

adtuk meg (]vlg Asg_lnedves széveth_l) egySégben'
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MINTA
v
Extrahalas 0,2 moll”" Na-acetat pH 7,2
1 g szovet 4 ml pufferben

Homogenizalas 10 min

+4%-0s DTE (50 pl 1000 pl mintdhoz)

74 7 3
Alapvonal AMF vagy AMS kontrol Enzim aktivitas
A B C
\Z 7 \Z
800 pl minta 800 pl minta 800 pl minta
+150 ul 5% PKS +150 pl 5% PKS +1000 ul AMF vagy AMS
+200 pl NaAc pH 7,2 +200 pl AMF vagy AMS
7
Centrifugalas (12.000 g, 10 min)
Mintavétel
7 K © 3 )
1000 ul 1000 ul 1000 ul 1000 pl
HPLC
0 min 30 min 60 min 120 min
\Z 7 7 7

a reakcio  leallitasa: + 150 ul 5% PKS
v
centrifugalas (¢1 2.000 g,10  min)

HPLC

Megjegyzés: AMF = aszkorbat-2-monofoszfat; AMS = aszkorbat-2-monoszulfat; PKS =
perklérsav; DTE = ditioeritritol

7. dbra: Az aszKkorbinsav észtereket bontani képes enzimek aktivitasanak
meghatarozasa

3.10.3. L-gulonolakton oxiddz enzim jelenlétének kKimutatasa

A mérés célja: A C-vitamin szintetizald képesség igazolasa a tanulmanyozott tok hibrid
esetében.

A mérés kivitelezése: A mérésekhez a 6. etetési alapkisérlet halaibdl vettiink mintat a 21.
héten a 0 és az 1.000 mgkg' L-aszkorbinsavval kiegészitett takarmannyal taplalt
halakbol. A gulonolakton oxiddz enzim jelenlétének és aktivitasdnak meghatdrozasdhoz

kivettik a C-vitamin eldallitdsdért vélhetden felelds szerveket (maj ¢és vese).
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DABROWSKI (1990a) modositott in-vitro méddszerét alkalmazva 1:4 ardnyban pH 7,4
foszfat pufferrel, Ultra-turrax segitségével homogenizaltuk a gulonolakton oxidaz
enzimet tartalmaz6é szoveteket. Az extraktumhoz 0,4% végkoncentracidban
ditioeritritolt adtunk és 1:1 aranyban kevertik egy 5 mmol.I" glutationt, 20 mmoll”
gulonolaktont, tartalmazé 0,1 moll™” foszfat pufferrel (pH 7.4). Az enzimreakeiot 0, 30,
60 ¢s 90 perc utan perkloérsavval leallitottuk, majd a 3.10.1. pontban ismertetett HPLC

crer

3.10.4. Methemoglobin tartalom mérése

A halak gerinc melletti véndjabol heparinozott fecskenddvel kb. 1 ml vért vettiink. A

vér methemoglobin tartalmat rutin laboratériumi médszerrel hataroztuk meg.

3.10.5. Szovettani vizsgalatok

Szovettani vizsgalatokat az eurdpai harcsa esetében végeztink az 1. etetési
alapkisérlet halaibol. A 0, 10, 100 és 1.000 mgkg' L-aszkorbinsavval etetett
csoportokbdl vettiink kopoltyll, maj és gerincmetszet mintdkat. A 10 %-os formalin
oldatban tartdsitott szoveteket kutatasi partnereink Olaszorszagban, Basilicata
Tartomany Allami Egyetemének Allattani Tanszékén vizsgaltik meg. A tartositott
mintakat paraffinba agyaztadk, majd Historange LK13 késziilékkel 5 pm-es metszeteket

készitettek, amelyeket ematoxillin-eosin festéssel fixaltak.

3.10.6. C-vitamin meghatarozasok spektrofotométerrel

A kiilonb6z6 természetben jelenlévd és/vagy iparilag eldallitott C-vitamin formak
meghatdrozasa az Aaltalunk kidolgozott és a 3.10.1. pontban ismertetett HPLC
moddszerrel nagy mintasorozatok esetében nem mindig volt alkalmazhato, ezért
kerestiink egy olyan spektrofotometriai médszert, amely nagy mintasorozatok esetében
is alkalmazhato. Legalkalmasabbnak DABROWSKI ¢és HINTERLEITNER (1989)
modszere bizonyult, mivel ezzel a kotott formaban (szulfat, foszfat) levd aszkorbat
észterek is meghatarozhatok. A mddszerrel 1ényegében négy kémiai reakcid kiilonbdzo
kombinacioinak alkalmazasaval lehet az aszkorbatot egészen alacsony koncentracioban

is meghatarozni. A négy reakcid a kovetkezo:
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1. Az L-aszkorbinsavat a 2,6 diklér-fenol-indofenol (DCIP) L-dehidro-
aszkorbinsavvé oxidalja.

2. Az L-dehidro-aszkorbinsav a 2,4-dinitro-fenil-hidrazinnal (DNPH) erdsen
savas kozegben 524 nm-en abszorpcids maximumot ado szinreakciot ad.

3. A KBrOs erdsen savas kozegben szobahdmérsékleten hidrolizalja a
dehidroaszkorbat 2. szénatomjahoz észter kotéssel kotddo ionokat (szulfat,
foszfat).

4. A dehidro-L-aszkorbinsav 90 °C-on egy ora alatt teljesen elbomlik.

A méréshez sziikséges reagensek, miiszerek: L-aszkorbinsav; aszkorbat-2-szulfat (K,
$0); 2,4-dinitro-fenil-hidrazin, 2,6-diklér-fenol-indofenol (Sigma Co. St. Luis, Missouri,
USA). A mérésekhez UNICAM UV4 UV/VIS spektrofotométert hasznaltunk.

A mintak fehérjementesitése: A mintakat 0,0000 g pontossaggal lemértiik és Ultra-turrax
késes gyors-homogenizatorral 250 mmoll” HClO4-ben, amely 5 % triklor-ecetsavat
tartalmazott fehérjementesités céljabol homogenizaltuk. A homogenizatumot 12.000 g-
vel 30 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot kozvetleniil, vagy a fehérjementesitd
oldattal higitva hasznaltuk a C-vitamin meghatarozasokhoz.

C-vitamin meghatarozas: A mintakat ezutan 6t részre (A, B, C, D, E sorozat) osztottuk,
majd a 8. abra szerint végeztiik el a méréseket. Az eredményeket a kovetkez6 mddon
értékeltiik:

L-aszkorbinsav = A-C

L-dehiro-aszkorbinsav = C-D

Aszkorbinsav észterek = (B-E) — (A-D)

A HPLC-vel mért eredményekkel torténd Osszehasonlithatosdg érdekében minden
vizsgalt szovettipusbol (mdj, vese, agy és izom) harom ismétlésben mind a két
modszerrel ugyanabbol a mintabdl elvégeztik a méréseket. Az eredmények azt
mutattak, hogy az eltérések 5-6 %-on beliil maradnak, ezért az olyan sorozatmintaknal,
ahol nem kellett az aszkorbat-2-szulfat és foszfat észtereket elkiiloniteniink, a munka

gyorsitasa érdekében ezt a modszert hasznaltuk.
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3.10.7. Csontkollagén-tartalom meghatarozas gravimetriasan

A méréseket mind a két halfaj esetében elvégeztiik a 3. és a 4. etetési alapkisérlet 8. és 16.
hetében. A kollagén tartalmat WILSON és POE (1973) moddositott mddszerével hataroztuk
meg. A halakat a mintavételt kovetéen azonnal megéltik a fejre mért {itéssel, majd
feldolgozasig —18 °C-on taroltuk. A kollagén tartalom meghatarozdsahoz 10 percig foztiikk
desztillalt vizben, majd csipesszel gondosan eltavolitottuk a htst a csontokrdl. Ezutan a
csontokat 24 orara 0,1 moll”' NaOH oldatba helyeztiik, majd a még rajtuk maradt inakat is
eltavolitottuk. Ezt kovetéen a csontokat 110 °C-on megszaritottuk, majd kavédaraloban
finomra 6roltik. Minden mintabol kimértiink 500 mg-ot, 10 ml 0,1 moll”! NaOH oldatban jol
elkevertiik és 16 oran at szobahOmérsékleten tartottuk, majd 3.000 g-n lecentrifugaltuk. A
feliiliszot kiontottiik. Ezzel eltavolitottuk az oldhatod fehérjéket a csontokbol. A megmaradt
port ezutan 2 °C-on 100 gI' EDTA oldatban razattuk két napig az asvanyi anyagok kioldasa
miatt. A maradékot atmostuk desztillalt vizzel, majd acetonnal szaritottuk, végiil egy oran at
petroléter (30-40 °C) etanol 1:1 aranyu elegyével extrahdltuk a zsirokat. Az ily mddon

megmaradt kollagén frakcidt 110 °C-on szaritottuk, majd lemértiik.

3.11.8. Oxalat tartalom meghatarozasa a halak kiilonb6zo szoveteiben

A meghatarozas elve: Az oxalatot az oxalat-oxiddz enzim széndioxiddd és hidrogén-
peroxiddd oxidalja. A hidrogén-peroxid szinreakciot (indamin dye) ad a 3-metil-2-
benzotiozolinonnal ¢és 3-dimetilamino-benzoesavval. A keletkezett vegyiilet 590 nm-en
mérhetd.

A meghatarozas kivitelezése:

A meghatarozasokat a Sigma diagnostics oxalat KIT-je segitségével végeztiikk, annak
mérési utasitasai szerint. Mivel a KIT-et vizeletre fejlesztették ki, vese mintak esetében a
mintaoldé pufferben eldszor homogenizaltuk a szdveteket (1:1) aranyban, majd 3.000 g-vel
centrifugaltuk. Ezt kovetden valtoztatas nélkiil kovettiik a mdodszert. A gerinc porc szdvetében
az oxalat jelenlétét a halszeleteken mutattuk ki. Kdzvetleniil a gerinc koré cseppentettiik a
higitatlan reagenseket (oxalat A ¢s oxalat B), a 5. etetési alapkisérlet 100 (ebben az esetben
kontroll) és 10.000 mgkg™' L-aszkorbinsavval taplalt halaibol, a gerinc kozépvonalabél vagott

kb. 1 cm széles halszeleten. A szinreakciot fényképen rogzitettiik.
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3.11.9. Aminosav-analizis HPLC-vel (Pico-tag modszer)

crcr

garantalt Pico-Tag mddszerrel hataroztuk meg, amely harom f6 1épésbdl all.
1. A fehérjék hidrolizise: A mintakat specialis késziilékben (Pico-Tag Workstation), magas
vakuumban (1-2 Torr) géz allapoti 6 moll” HCl-lel hidrolizaltuk majd HPLC minségii

desztillalt vizzel eltavolitottuk a sosavat.

2. Az aminosavak reagaltatdsa fenil-izotiociandttal (PICT):
A reakcid a PICT és az aminosavak kozott az alabbiak szerint megy végbe:

R

—N=C=S + NH,—CH—COO"

\J
20 pl PITC reagens
\2
S R

1l |
@ — NH—C—NH— CH— COO"

Feniltiokarbamil (PTC)-aminosav
\2
Szaritas

3. Aminosav meghatarozas HPLC-vel: A HPLC analizist forditott fazisu CI18 oszlopon
(Pico-Tag Free Amino Acids; 5 um, 3,9 mm x 3,0 cm) végeztiik gradiens eliciéval a Waters
leirdsa szerint. Az A eluens trietil-amin tartalmi natrium-acetat puffer volt, amely 6%
acetonitrilt tartalamazott, a B eluens acetonitril és HPLC mindségli desztillalt viz 6:4 aranyu
elegye volt. Waters HPLC rendszerhez, amely két Waters 510-es pumpabdl, Rheodyne
injektorbol, 490 E tdobbcsatorndas UV detektorbol és Maxima 820 szoftverbdl allt. A
kromatogrammokat 254 nm-en rogzitettilk. Az eredményeket standard kromatogrammok

segitségével szamoltuk.
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3.11. Az adatok feldolgozasa és az eredmények értékelése soran alkalmazott statisztikai

modszerek

Az adatfeldolgozas, abraszerkesztés és statisztikai elemzés soran a Microsoft Office
programcsomag Excel 97 és a Sigma-Aldrich Co. Sigma-Plot 5 softvereit alkalmaztuk. A
szignifikancia vizsgalatokat a Student’s ¢ teszttel végeztiik. Az egyes kezelések és a mért
értekek kozotti Osszefliggések vizsgéalatdhoz a Pearson féle szorzatmomentum korrelacios
egyiitthatojanak négyzetét - r* - hataroztuk meg.

A kromatogrammok értékelését a Hewlett-Packard Chromstation, illetve a Waters Co.

Maxima 820-as szoftverjével végeztiik.
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4. VIZSGALATI EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

4.1. C-vitamin meghatarozas HPLC-vel

Mivel munkank egyik 6 célkitlizése az aszkorbat-2-szulfat jelenlétének, illetve bioldgiai
aktivitdsanak tisztazdsa volt, MAUGLE (1993) mddszerébdl indultunk ki, mert ezzel
kromatografidsan szét lehetett valasztani az L-aszkorbinsavat (AS), az aszkorbat-2-foszfatokat
(AMF és APF) ¢és az aszkorbat-2-monoszulfatot (AMS). A foszfat qualitativ meghatarozasat
un. ,.enzime shifting”-el oldottdk meg, ami azt jelenti, hogy az aszkorbat-2-foszfatot L-
aszkorbinsavva hidrolizaltdk savas foszfatdz enzimmel és az AS csucsalatti teriiletének

Az eredeti mérést takarmanyokra dolgoztdk ki, ezért nem vették figyelembe sem az L-
aszkorbinsav bomlékonysagat a halak szdveteiben, sem pedig azt, hogy a természetesen
jelenlévd foszfataz enzimek hidrolizalhatjdk az aszkorbat-2-foszfatot. A modszer nem
tartalmaz hattérkorrekciot az esetleges zavaro, vagy egyiitt eludlodd Osszetevok levonasanak

érdekében és nem alkalmas a dehidro-L-aszkorbinsav mérésére sem.

Uj analitikai megolddsok

A mintak elokészitéséhez kidolgoztunk egy olyan modszert (6. abra), amelynek egy-egy
részlépése az irodalmi dsszefoglaloban ismertetett C-vitamin meghatarozasok valamelyikében
megtalalhato ugyan, de az altalunk hasznalt kombindcioban még senki sem alkalmazta.

Hattérkorrekcioként specifikus enzimreakcidt alkalmaztunk. A pH 4,8-as natrium-acetat
pufferben extrahdlt mintdk teljes L-aszkorbinsav tartalmat (és csak az L-aszkorbinsav
tartalmat) oxidaltuk aszkorbat-oxidaz enzimmel dehidro-L-aszkorbinsavva, ami 254 nm-es
hullamhosszon nem detektalhatd (9. abra A jeli kromatogramm). Az L-aszkorbinsavat az
eredeti extraktumban redukéldszer nélkiil hataroztuk meg (9. dbra B jeli kromatogramm), a
dehidro-L-aszkorbinsavat pedig sztochiometrikusan tudtuk redukalni ditioeritritollal (DTE) L-
aszkorbinsavva (9. abra C jelli kromatogramm).

DABROWSKI ¢és  HINTERLEITNER  (1989)  hattérkorrekciot — alkalmaztak
spektrofotometrias modszeriikben, de nem specifikus reakcioval, hanem 90 'C —on oxidaltak a

C-vitamint. Ditiotreitolt (DTT) hasznaltak redukaldszerként a klinikai kémidban vérmintakbol
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torténd L-aszkorbinsav és dehidro-L-aszkorbinsav meghatarozasara UV-ben (MARGOLIS et.
al. 1990), de nem vontak le a C-vitaminnal esetlegesen egyiitt elualodé mas vegytileteket. Az
aszkorbat oxidaz enzimet is hasznaltdk mar HPLC mddszeriikben SPEEK et. al. (1984) az
osszes C-vitamin mérésére, de Ok az L-aszkorbinsavat is dehidro-L-aszkorbinsav formajaban
mérték orto-feniléndiaminnal, fluorimetridsan. A DHA-val esetleg egylitt elualédo csticsok
levonasahoz Ok sem alkalmaztak héttérkorrekciot.

A takarmanymintakban az aszkorbat-2-foszfat tartalom meghatarozas egyszerii savas-
foszfataz enzimreakcioval megoldhatd volt. A halszovet mintdkban, a természetben is
jelenlévo foszfatdz enzimek miatt egy kiilon 1épést kellett alkalmazni az aszkorbat-2-
mono/polifoszfatok jelenlétének kimutatasara, mellyel a természetes enzimreakciot
perklorsavval gyakorlatilag azonnal leallitottuk (10. dbra, D jelti kromatogramm). A minta
egy masik részét savas foszfatdz enzimmel kezelve az aszkorbat-foszfat észtereket teljes
egészében L-aszkorbinsavva tudtuk alakitani a mennyiségi meghatarozashoz (10. abra E jeli
kromatogramm). Az aszkorbat-2-monoszulfatot nem tudtuk sem kémiai uton (K,;BrOs), sem
szulfatdz enzimmel kiméletesen elbontani. A hidrolizis ugyan biztosan miikddik erds
kénsavas kozegben, de ez karositja a kromatografids oszlopot. Az aszkorbat-2 monoszulfatot
ezért ugy hataroztuk meg, hogy az 0Osszes C-vitamint tartalmazé mintdhoz (C jelil
kromatogramm) ismert mennyiségii AMS-t koinjektaltunk (11. dbra, F jelii kromatogramm).
Ez az egyetlen C-vitamin forma, amelynél nem tudtunk hattérkorrekciot alkalmazni, de
egyediil a 7. alapkisérletbdl szarmazo bélmintdk kromatogrammjaiban talaltunk csticsot az
AMS helyén, ami csak a takarmanyban biztositott aszkorbat-2-monoszulfatbol eredhetett (11.

abra, C jelt kromatogramm).

Elvalasztas, linedris tartomdny, reprodukdlhatosag

Az egyes C-vitamin formak a standard kromatogrammokon jol elvaltak egymastol. A
standard oldatok koncentracidja linearis Osszefiiggést mutatott a kromatografids csucsok
teriiletével L-aszkorbinsav esetében 1 pgml™” és 50 pgml' (1°=0,994), mig aszkorbat-2-
monofoszfat, illetve aszkorbat-2-monoszulfat esetében 5 pgml™ és 100 pgml™ (1*=0,989)
kozott. Az egyes  C-vitamin  formdk  koncentracidjanak  reprodukalhatosaga
takarmanymintdkhoz adagolva a kovetkezd volt: L-aszkorbinsav 95+3.9 %:; dehidro-

aszkorbinsav 89+3,8 %; aszkorbat-2-monofoszfat 96+5 %; aszkorbat-2-monoszulfat 96+5 %.
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9. abra: C-vitamin formak meghatarozasa HPLC-vel
Kromatogrammok: A = hattérkorrekcid
B = L-aszkorbinsav
C = L-aszkorbinsav + dehidro-L-aszkorbinsav
AS = L-aszkorbinsav csucs
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10. abra: C-vitamin formak meghatarozasa HPLC-vel
Kromatogrammok: Standard: AS= L-aszkorbinsav csucs;
AMF= aszkorbat-2-monofoszfat cstcs;
ADF= aszkorbat-2-difoszfat cstcs
D = minta kromatogramm foszfataz enzim reakcio eldtt
E = minta kromatogramm foszfatdz enzim reakci6 utan
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11. abra. C-vitamin formak meghatarozasa HPLC-vel.

Kromatogrammok: ~AMS aszkorbat-2-monoszulfat
C = minta kromatogramm AMS koinjektalas elott
F = minta kromatogramm AMS koinjektalas utan

A maodszer jellemzoi

A mintdk jéghideg natrium-acetatban torténd extrahalasa megfeleld védelmet
nyujtott az L-aszkorbinsav gyors lebomlasa ellen, ugyanakkor gyakorlatilag leallitotta a
természetben jelenlévd foszfatdz enzimek miikddését, igy az aszkorbat-2-foszfatok is
mérhetéek maradtak. Az L-aszkorbinsav visszanyerése 93+4,3 % volt. Az egyéb C-
vitamin formakbol 4-5 % veszett el az extrakcid sordn. A kromatografias csticsok
tisztasaga: L-aszkorbinsav 92+5 %; aszkorbat-2-monofoszfat 95+4 %,; aszkorbat-2-
monoszulfat 98+2 % .

A kiilonb6z6 C-vitamin formak alsd kimutatdsi hatara a mintdkban: L-aszkorbinsav
0,50-5,00 pgg'; aszkorbat-2-mono- és polifoszfat 1,00-5,00 pgg’ ; aszkorbat-2-
monoszulfat: 5,00-10,00 pgg™.
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4.2. A Kkiilonb6z6 C-vitamin formak emészthetosége és stabilitasa a
takarmanyokban

4.2.1. Emészthetoség

A C-vitamin észterek hidrolizisét ,in vitro” modszerrel vizsgaltuk az

emésztorendszer kiilonb6z6 szoveteinek homogenizatumabdl. A tanulményozott

halfajok (tok hibrid, eurdpai harcsa, tengeri siigér ¢és angolna) gyomrénak,
bélszakaszainak, majanak és veséjének homogenizatuma az aszkorbat-2-monofoszfabol
L-aszkorbinsavat, azaz természetes C-vitamint szabaditott fel (6. tablazat). Hasonlo
eredményre jutottak szivarvanyos pisztrangnal (DABROWSKI et. al., 1990b) és az
atlanti lazacnal (SANDNES és WAAGB@, 1991).

A vizsgalt halfajok egyetlen szovetének kivonata sem volt képes azonban
hidrolizalni az aszkorbat-2-monoszulfatot. Mivel a kivonat pH-ja 7,2 volt, ami
gyakorlatilag azonos a bélnedvekével, valdsziniisithetd, hogy az €16 halak sem tudjak
bélrendszeriikben lebontani az iparilag eldallitott AMS-t. Mas kutatok atlanti lazacnal
sem tudtak szulfatdz enzimaktivitdst kimutatni (SANDNES ¢s WAAGB@, 1991). A
szivarvanyos pisztrang emésztérendszerében pedig DABROWSKI et. al. (1992b) ,,in
vitro” modszerekkel elhanyagolhaté mértékii aszkorbat szulfohidroldz enzimaktivitast

talalt.

6. tablazat: Kiilonbozo6 halfajok kiilonb6zo szoveteinek aszkorbat-2-foszfat

hidrolizalé képessége a keletkezett L-aszkorbinsavban kifejezve (n

gAsZszivet h)
Hal Bél 1.sz Bél 2.5z Bél 3.5z maj vese
Tok hibrid | 383+43 343+40 286+4 363+60 505+81
Gyomor | Bél 1.sz. Bél 2.sz.
Eu. harcsa | 160+12 750+£60 830+72 770£57 nm
Angolna* 230 670 780 540 nm
Pilorusz Bélcsat.
Tengeri 266+5 795+14 1024469 | 630+54 267+6
siigér

Megjegyzés: n=3; * Egy halbdl vettiink mintat; nm = nem mértiik

73




4.2.2. Stabilitas

Az egyes C-vitamin formak stabilitdsat onallo kisérletben nem vizsgaltuk. Az
altalunk alkalmazott tapokban azonban rendszeresen visszamértiik az alkalmazott C-
maximum 2-3 napig taroltuk, nem veszitettek 5-6 %-nal tobbet aszkorbat tartalmukbol.
Nem volt mérhetd vesztesége a takarmanyokban az aszkorbat-2-foszfatoknak. A C-
vitamin formak bevitelére alkalmazott spray technikaval méréseink szerint + 8-10% -os

homogenitast tudtunk biztositani a takarményokban.

4.3. A C-vitamin és formainak hatasa a halak novekedésére,
mortalitasara és a skorbut kialakulasanak megjelenésére

4.3.1. Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)

A kiilonbozé 0, 10, 100, 1.000 és 10.000 mgkg' L-aszkorbinsav koncentraciéj
takarmanyokon nevelt halak az 1. alapkisérlet 12. hetéig nem mutattak szignifikdns
(p<0,05) eltérést novekedésiikben. A 12. hetet kdvetden a megkozelitdleg C-vitamin-
mentes tappal etetett halak atlagtomege mar kisebb volt az L-aszkorbinsavval barmilyen
koncentracioban kiegészitett takarmanyon nevelt harcsak atlagtomegénél, de ez a
kiilonbség még nem volt szignifikéans.

A kontroll csoportok halainak mintegy 20 %-anal ekkor jelentek meg a skorbut
kezdeti tiinetei is, ami elsdsorban a szdj és a kopoltyufedok szélének kisebesedésével,
vérzékenységével jelentkezett. Nem volt 1ényeges kiilonbség a halak mortalitasdban,
ami elhanyagolhatdé mértékli volt. A kontrollcsoport ndvekedésének elmaradasa a
tobbitdl a 15. héten mar szignifikans (p<0,05) volt (12. 4bra).

A mortalitds jelentéktelen volt a C-vitaminnal etetett csoportoknal (>5 %), a
megkozelitden aszkorbatmentes tdpon nevelt halaknak is csak a 10-15 %-a pusztult el a
kisérlet 21. hetéig. A skorbut makroszkopikus jelei a 16. héten a kontrollcsoportok
halainak 80 %-anal jol lathatoak voltak. A szaj koriil és belsejében jelentkezd vérzések
gatoltdk a halakat taplalkozasukban, igy étvagyuk csokkent, mozgasuk lassult. A
kopoltytfedon és a has als6 részén is tobb helyen taldlkoztunk kisebb nagyobb

kiterjedésii holyagos, vagy horzsolasszerii sebekkel (4. kép). Néhany hal mar mutatta a
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lordozis és scoliozis jeleit is. A halak boncoldsa soran talaltunk egy-két olyan egyedet

is, amelynek izomzataban tobb helyen bevérzést tapasztaltunk (5. kép).

160 — -
—o— Kontroll
—-=- - AS10 '
£ /
10 — -+~ AS100 T;%
o0 AS1000 /5
on 80 -~ - -x - AS10000 T/l
2]
£
S 40 -
0 |
0 50 100 150 200 250
id6 (nap)

12. abra: Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) novekedése Kiilonb6zo L-

aszkorbinsav kiegészitést tartalmazo takarmanyok etetésének hatasara

4. kép: A skorbut tiinetei az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) szaja koriil és a

boron
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5 kép: A skorbut jelei az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) izomzataban

Egy-két halat talaltunk, amely mutatta a skorbut néhany tiinetét - kisebb sebeket a
szaj koriil - a 10 mgkg' L-aszkorbinsav tartalmu tappal etetett csoportok egyedei kozott
is.

A kisérlet 18. hetében, amikor a kontrollcsoport 100 %-a mutatta a skorbut
makroszkopikus tiineteit, minden csoportbdl mintdkat vettlink szévettani vizsgéalatokra.
A C-vitamin-mentes takarmanyon nevelt harcsdk kopoltytlemezeinek porcos része a
pisztranghoz hasonléan (MEIER és WAHLI, 1990), er6sen duzzadt és deformalodott
volt, a sejtekben nagyszamu vizzel telt sejtiireget és pontszerli bevérzést talaltunk. A
kopoltytilemezek nem torzultak el a 10, 100 és 1.000 mgkg™ L-aszkorbinsavval etetett
halak esetében, de kevés pontszerli bevérzéssel itt is talalkoztunk. Enyhén torzultak
voltak az 1.000 mgkg™' C-vitaminnal takarményozott csoport kopoltytlemezei.

A legszembetlinObb kiilonbségeket a gerinc porcszdveteinek elemzésekor talaltuk. A
kontrollcsoport metszetén a legkiilonbozobb deformitisok lathatok (13. 4bra). Uj
sejteket alig talaltunk és a meglévokbdl is vagy hidnyzik a sejtmag, vagy pedig a sejtfal
mentén taldlhatd (A). A rostok erésen toredezettek (B), nagy folyadékkal telitett tiregek
talalhatok kozottik (C). A 10 mgkg™ L-aszkorbinsavval taplalt csoport esetében mar
szabalyosan kialakult rostokat figyelhettiink meg (14. abra B), de az 10j sejtek kozott
még mindig sok volt a sejtmag nélkiili (14. abra A). A 100 mgkg” C-vitaminnal
takarmanyozott halak porcszovetei mutattdk a legszabalyosabb mikroszkopikus képet

(15. abra).
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13. dbra: A 0 mgkg" L-aszkorbinsav-tartalmi tipon nevelt eurépai harcsa (Silurus

glanis L.) porcszovetének mikroszkopikus képe

14. dbra: A 10 mgkg ' L-aszkorbinsavval taplalt eurépai harcsa (Silurus glanis L.)

porcszovetének mikroszkopikus képe
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15. abra: A 100 mgkg-1 L-aszkorbinsavval taplalt eurépai harcsa (Silurus glanis

L.) porcszovetének mikroszkopikus képe

Nem vart torzuldst mutatott azonban az 1.000 mgkg" csoport porcszovete. Az Uj
sejtek fala sériilt, gyakran hianyzik (A), a rostok pedig sokkal tdmorebbek (B), mint az
alacsonyabb L-aszkorbinsav-tartalmu tappal etetett halaké (16. abra). A sejtkdzotti
folyadék mennyisége is megnott.

Feltételezésiink szerint a szovetekben talalhato torzulasokat a C-vitaminbdl keletkezd
oxalatok okozhattak, ami a hosszu ideig tarté nagy aszkorbat-terhelés kdvetkezménye
lehet. Ehhez hasonld eredménnyel nem taldlkoztunk a szakirodalomban. C-vitamin
tultaplalas esetében csak a vesekd kialakulasat irjak le (MOSER, 1990). TOLBERT et.
al. (1975) szerint azonban a C-vitamin lebomlasa sordn a szervezetben oxalatok
keletkeznek, ezért az 5. etetési alapkisérlet soran mértilk a vese és a gerincvonal
kozelében 1évOo szovetek oxalat-tartalmat is. A vesében 0,52+0,05 mmolg'1
koncentracioban talaltunk oxalatot a 0, AS10, AS100 és a C-vitamin polifoszfattal
kezelt csoportoknal. Az 1.000 és 10.000 mgkg™" L-aszkorbinsav kiegészitéssel taplalt
halaknal a mért koncentracid szignifikdnsan (p<0,05) magasabb volt, 0,80+0,07

mmolg_l. Kozvetleniil a gerincre csepegtetett reagensekkel ki tudtuk mutatni az oxalat
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jelenlétét az 1.000 és 10.000 mgkg™ L-aszkorbinsavval takarmanyozott halaknal. A 6.

képen ezt nagyon halvany kék szinii reakci® mutatja a gerincben. Az oxalat

crer

porcszovet extraktumaban a kimutatasi hatdr alatt maradt.

16. dbra: Az 1.000 mgkg™ L-aszkorbinsavval taplalt eurépai harcsa porcszovetének
metszete

6. kép: Oxalat kimutatasa az eurdpai harcsa gerincének porcszovetében
Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a korabban mar kimutatott kotoszoveti

karosodast a C-vitamin tuladagolas miatt keletkezd, optimalis C-vitamin ellatas esetén
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elhanyagolhatd mennyiségti lebomlasi termék, oxdlsav vagy ennek valamilyen soja
okozza.

A 2. alapkisérletben az aszkorbat-2-mono- és polifoszfat hatasat vizsgaltuk az
eurépai  harcsa novekedésére. A kezdetben 9-10 g atlagtomegli  halak
kontrollcsoportjanak ndvekedése a 15. héten mar szignifikdnsan alacsonyabb volt az
0sszes tobbi (AS1000, AMF100, 200 és 400, valamint APF150, 300 és 600) csoportnal
(17. abra).

A kétféle aszkorbat-2-foszfat koncentracioit ugy allitottuk be, hogy azok
aszkorbatszintje egyenértékii legyen egymassal. A kontrollcsoport a 15. hétre mar
mutatta a skorbut makroszkopikus jeleit. Mig az aszkorbatmentes takarmanyon nevelt
halak mortalitasa kozel 40 %-os volt, addig az dsszes, C-vitaminnal kiegészitett tappal
etetett csoport 5-10 %-a pusztult el a kisérlet negyedik honapjanak végére.
Eredményeinkhez hasonléan az aszkorbatmentes tapokon nevelt mas halfajok is
valtozatos képet mutatnak mortalitasukban. Tildpiandl mar nyolchetes kisérlet soran
elpusztult a halak 40 %-a (SOLIMAN et. al., 1986), tengeri stigérnél 10 honapig tartod

skorbutikus takarmanyozas eredményezett 35 %-os elhullést.
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17. abra: Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) novekedése kiillonb6z6 formaju és
koncentracioju C-vitaminnal kiegészitett tapok hatasara
Megjegyzés: AS= L-aszkorbinsav; AMF = aszkorbat-2-monfoszfat; APF = aszkorbat-2-polifoszfat
A kisérlet bizonyitotta, hogy a stabil aszkorbat-2-foszfatok C-vitamin aktivitdsa mas
halfajokhoz (csatorna harcsa, pisztrang stb.) hasonléan (ROBINSON et. al., 1989;
DABROWSKI et. al., 1994; O’KEEFE, 2001) megfelel6 az eurdpai harcsa szdmara.
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4.3.2. A tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt)

A C-vitamin hatdsat a tok hibrideken a 4. alapkisérlet halain vizsgaltuk. A halak
novekedésében szignifikdns kiilonbségeket nem tapasztaltunk fiiggetleniil az
alkalmazott 0 és 1.000 mgkg™"' L-aszkorbinsavval; 100, 200, és 400 mgkg™' aszkorbat-2-
monofoszfattal; 150, 300 és 600 mgkg' aszkorbat-2-polifoszfattal kiegészitett
takarmanytol (18. abra). Nem jelentkeztek a skorbut makroszkopikus jelei és nem volt
kiilonbség a mortalitdisban sem. A halak mozgasa, étvagya nem mutatott kiilonbségeket.
Eredményeink alapjan kovetkeztetni lehetett arra, hogy a tok hibrid szintetizalja az L-
aszkorbinsavat, ezért nem igényel C-vitamin kiegészitést takarmanyaban. Ez az
eredményilink tobb kozlemény mas halfajokra vonatkozé megallapitdsaival is

megegyezik (DABROWSKI, 1994; FRACALOSSI et. al., 2001).
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& 100 ~
50 ~
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kisérleti napok szama

18. dbra: A tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) novekedése
kiillonb6z6 formaju és koncentracioju C-vitaminnal kiegészitett tapok
etetése soran

Megjegyzés: AS= L-aszkorbinsav; AMF = aszkorbat-2-monofoszfat; APF = aszkorbat-2-polifoszfat
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4.4. A vizsgalt halfajok C-vitamin tarolasi képessége

4.4.1. Kiilonboz6 olasz farmokrol szarmazo halfajok C-vitamin statusza

A kiilonb6z6 halfajok C-vitamin tarolasi képességének vizsgalatahoz Olaszorszagban

néhany farmrdl vettiink mintakat. Vizsgaltuk a halak egyes széveteinek (agy, maj, vese

¢és izom) és a takarmanynak a C-vitamin statuszat. A C-vitamin meghatarozasok HPLC-

vel torténtek. Az eredményeket a 7. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

7. tablazat: Kiillonb6zo6 halfajok néhany szervének és az alkalmazott takarmanynak

C-vitamin statusza

Faj Farm | Minta TAS AS DHA AMF AMS
(nggh (nggh (ngg™) (ngg) | (nggh|
Tengeri siigér | Il Padule |p 12,20 - - 71,88 nd
maj 52,99+18,69 - - 7,21+ 2,54 nd
vese 32,65 - - nd nd
agy 142.2+27,12 - - nd nd
izom 6,20£0,92 - - nd nd
Voto tap 27,10 27,10 nd 343,9 nd
maj 30,84+10,55 24,32+1,83 | 8,11£1,56 | 12,5616,11 nd
agy* 84,10 66,52 17,58 nd nd
izom* 4,17 4,17 n.d. nd nd
Szivarvanyos |Mandelli | tdp 4418 - - nd nd
pisztrang
maj 128,84+30,76 - - nd nd
izom |16,38+8,35 - - nd nd
Bussi tap 71,32 - - 66,88 nd
maj 122,848,72 - - nd nd
vese |37,57+15,76 - - 26,62+14,12 nd
agy 184,8+21,83 - - nd nd
izom | 15,5445,65 - - nd nd
Eurépai Vallio 1 tap 33,26 - - 88,69 nd
angolna
maj 37,26+7,81 - - 4,31+1,07 nd
izom |26,11£6,23 - - nd nd
Vallio I | tap 329,3 - - 34,37 nd
maj 35,42+6,01 - - 4,31£1,07
izom |19,77+8.71 - - nd nd

Megjegyzés: n=4; * 5sszevont minta négy halbol; nd = nem detektalhato a koncentracio< 1ugg” AS;

- nem mértiik; TAS = Gsszes természetes C-vitamin; AS = L-aszkorbinsav; DHA = dehidro-aszkorbinsav;

AMF = aszkorbat-2-monfoszfat; AMS = aszkorbat-2-monoszulfat
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A 7. tdblazatban lathatd, hogy aszkorbat-2-monoszulfatot egyetlen halfaj egyetlen
szervébdl sem tudtunk kimutatni, ami nem egyezik FELTON ¢s HALVER (1987)
megallapitadsaival, miszerint a pisztrang képes a C-vitamint szulfat formaban tarolni.
Eredményeink azonban hasonlbak DABROWSKI ¢s HINTERLEITNER (1989)
megfigyeléseihez, melyek szerint pl. a bodorka és a pisztrang sem tarolja ily médon
szervezetében a C-vitamint. A takarmanyokban jelenlévé aszkorbat-2-monofoszfatot
tobb esetben ki tudtuk mutatni a halak veséjébdl és majabol, de az AMF koncentracid
mindig lényegesen alatta maradt az Osszes C-vitamin tartalomnak. Ennek oka
egyértelmiien az lehet, hogy a bélcsatornaban jelenlévd savas foszfataz enzimek a tap

AMEF tartalméanak nagy részét hidrolizaljak, még annak felszivodasa elott.

4.4.2. Az eurdpai harcsa szoveteinek C-vitamin statusza

Az eurOpai harcsa C-vitamin tarolasi képességét vizsgaltuk az 6t honapig tarto 1.
etetési alapkisérlet végén az izomban, a vesében, a majban és az agyban, valamennyi
csoport esetében. A 8. tablazat a kiilonbdzd szovetek zard mintavételkor mért C-vitamin
statuszat mutatja be, amelyet HPLC-vel mértiink. A méj 6sszes C-vitamin tartalma
(1’=0,886). Ennél még szorosabb dsszefiiggést talalt a takarmany és a csatorna harcsa
méjanak L-aszkorbinsav koncentracidja kozott (*=0,997) EL NAGGAR és LOVELL
(1991).

Az izomban az 0Osszes C-vitamin koncentracié emelkedett a takarmany AS
majhoz hasonléan sokkal alacsonyabb Osszes aszkorbat-tartalmat mértiink az AS10
csoport halainal. A mért értékek nem mutattak osszefiiggést (r°=0,502) a takarmany

Az AS10 csoport halainak agyaban is kisebb az 6sszes C-vitamin tartalom, de aranya
a magasabb aszkorbat szintli csoportokéhoz képest nagyobb volt, mint azt a majnal,
vagy vesénél mértiikk. Az agyban nem emelkedett meg kiugrdéan a pillanatnyi aszkorbat
koncentracié még az AS10000 csoportndl sem. A takarmany L-aszkorbinsav tartalma és
az agy Osszes C-vitamin koncentracioja kozott sem volt szoros dsszefiiggés (1°=0,510).

Eredményeinkbdl megallapithato az is, hogy a kiilonb6z6 szovetekben a C-vitamin

jorészt redukalt, tehat L-aszkorbinsav formaban van jelen, kivételt csak a vese képez,
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ahol a 100 mgkg™ és az 1.000 mgkg" csoportban magasabb a DHA tartalom az AS
tartalomnal. Sehol nem taldltunk sem foszfat, sem pedig szulfat formaban jelenlévo C-
vitamint.

A 2. etetési alapkisérlet 12. hetében mértilk az L-aszkorbinsavval, valamint
kiilonb6z6 szinten aszkorbat-2-mono- és polifoszfatokkal taplalt eurdpai harcsa egyes
szoveteinek (vese, maj agy) C-vitamin statuszat. Valamennyi szerv pillanatnyi 0sszes
C-vitamin koncentracidja valamilyen szinten Osszefiiggést mutatott a tap aszkorbat
koncentraciojaval. Legszorosabb dsszefiiggésben a vese dsszes aszkorbat tartalma volt a
tapokéval, ahol az P AMF = 0,980 és az P APF = 0,947. Kisebb Osszefiiggést talaltunk a maj
(amr = 0,852 és rPapr = 0,782), valamint az agy (f“amr = 0,761 &s az rapr = 0,666)

aszkorbat koncentracidja és a takarmanyok C-vitamin tartalma kozott.

8. tabldazat: Az europai harcsa (Silurus glanis L.) kiilonb6z6 szerveinek C-

vitamin statusza

Csoport C- Kontroll AS10 AS100 AS1000 AS10000
vitamin

Nap forma ngg' pgg! pgg! pgg! g’

160 Izom
AS nd 2,20+ 0,20 3,37+ 0,46 4,47 +0,32 5,14+ 0,41
DHA nd 1,32+ 0,07 2,13+0,20 234+0,19 2,58 £0,23
TAS nd 3,52+0,13 5,50 + 0,62 6,81 +£0,50% 7,72 +£0,37
AMF nd nd nd nd nd
AMS nd nd nd nd nd

160 Maj
AS nd 10,93 £2,19 93,64 + 15,91 202,2 + 36,36 389,2 + 97,30
DHA nd 3,38 +0,68 35,38 +6,01 53,60 +9,65 213,3+53,31
TAS nd 14,31 £ 2,86 129,0 £ 1,91 255,8 £ 45,90 602,6 +150,2
AMF nd nd nd nd nd
AMS nd nd nd nd nd

160 Vese
AS nd 3,15+ 1,69 7,79 + 4,89 4,68 £2.27 83,69 + 8,90
DHA nd 3,89 +2,53 72,50 + 19,20 53,22+ 17,00 22,73 £3,03
TAS nd 7,04 £2,59 80,29 +22,12 57,91 £ 18,30 106,4 £ 9,01
AMF nd nd nd nd nd
AMS nd nd nd nd nd

160 Agy
AS nd 50,41 55,21 54,67 99,91
DHA nd 6,84 29,27 18,65 23,37
TAS nd 57,24 84,47 73,32 123,3
AMF nd nd nd nd nd
AMS nd nd nd nd nd

nd =nem detektalhato, azaz a koncentracio < 1,00 pgg™” , izom esetében < 0,50 pgg™
Amint az a 9. tablazatbol lathatd, az oxidalt C-vitamin-forma, a dehidro-L-

aszkorbinsav koncentracidja a majban és az agyban tobbnyire alacsonyabb, mint az L-
aszkorbinsavé, kivételt képez a kontroll agyminta. A DHA abszolit koncentracidja
azonban még magasabb is, mint a C-vitaminnal jol ellatott csoportoké. Ez a jelenség

azzal magyardzhatd, hogy az agyban lejatsz6dd fontos biokémiai folyamatokhoz a
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szervezet még hiany esetében is biztositja a C-vitamint. Hasonld eredményre jutott
DABROWSKI et. al. (1990b) és MATUSIEWICZ et. al. (1995) is a szivarvanyos
pisztrang esetében.

Egyik vizsgélt szervben sem taldltunk aszkorbat-2-monoszulfatot. A takarmanyban
biztositott C-vitamin-foszfat formak viszont megjelennek a vesében és a majban is.
Eredményeink nagysagrendileg is megegyeznek néhany kutat6 tobb halfaj, mint pl. EL
NAGGAR ¢s LOVELL (1991) a csatorna harcsa, valamint DABROWSKI et. al. (1994)
a szivarvanyos pisztrang esetében mért értékeivel. Nem talaltunk azonban aszkorbat-
foszfatot az agyban. Ez utdbbi jelenség valdszinlileg a vér-agy gat miikodésével

magyarazhato.

erer

vitamin szintii és formaju takarmanyok hatasara az eurépai harcsanal

A 19. dbran az 0Osszes aszkorbat koncentracié valtozasat mutatjuk be az europai
harcsa szerveiben (maj, vese, agy) az 1. alapkisérlet 0, 10, 100, 1.000 és 10.000 mgkg™
L-aszkorbinsav tartalmu tapokkal etetett halainal. Kiilonb6zd aszkorbat szinteken
telitodott a maj az AS10, AS100, és AS1000 csoportoknal C-vitaminnal a kisérlet 8-10.
hete kozott. A 10 mgkg' L-aszkorbinsavval takarmanyozott halak majaban a
tobbiekéhez képest rendkiviil alacsony maradt az dsszes AS tartalom. Kiugréan magas,
600 pgg' Bsszes C-vitamin koncentraciot talaltunk az AS10000 csoport halainal zard
mintavételkor, a 23. héten.

A vese Osszes C-vitamin tartalma valtozd volt az egész kisérlet soran. Az AS10
csoport halainak veséjében a majhoz hasonldan sokkal kisebb értékeket mértiink, mint a
magasabb L-aszkorbinsav szintli takarmanyon nevelt halaknal.

Az agy aszkorbat koncentracidja a 60. nap koriil telitédott, alig volt kiilonbség a 10,
100 és 1.000 mgkg™' AS-el taplalt csoportok kozott, csak a 10.000 mgkg™' AS csoport
mutatott enyhén magasabb értéket. A 19. abran megfigyelheté az is, hogy a
kontrollcsoport valamennyi vizsgalt szervébdl néhany hét alatt gyakorlatilag kitirtilt a

C-vitamin.
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19. dbra: Az bsszes C-vitamin tartalom valtozasa Kiilonb6zé L-aszkorbinsav tartalmu tapok

hatasara az eurépai harcsa (Silurus glanis L.) szoveteiben
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20. dbra: Az 6sszes C-vitamin tartalom valtozasa kiilonb6z6 formaju és szintii C-vitamint

tartalmazo tapok hatisara az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) szoveteiben
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A C-vitamin stabil formaival (aszkorbat-2-mono- és polifoszfat) takarmanyozott
halak szoveteiben mért Gsszes aszkorbat-tartalom valtozéasait mutatja be a 20. abra. A
kisérlet inditasakor az egyes szervek C-vitamin tartalma magasabb volt, mint az 1.
alapkisérletben. A halak a skorbut tiineteit a 15. hétt6] kezdve mar itt is mutattdk. A O L-
aszkorbinsav-tartalmia tdpon nevelt halak szerveinek aszkorbat koncentracioja
folyamatosan csokkent, de nem iiriilt ki teljesen.

Ebben a kisérletben is az agyban csokkent leglassabban az 0sszes aszkorbat
koncentracio. Hasonld eredményre jutottak TUCKER et. al. (1987), amikor "“C-vel
jelolt C-vitaminnal vizsgaltdk az aszkorbat kiiiriilését a szivarvanyos pisztrang agyabol.
A majban ¢és a vesében mért értékek valamivel gyorsabban csokkentek, de a teljes
aszkorbat tartalom nem {irtilt ki. Eredményeink kissé eltérnek MATUSIEWITZ et. al.
(1995) méréseitdl, akik szivarvanyos pisztrangban vizsgaltdk a C-vitamin telitddését és
kitirilését. Szerintiik az aszkorbat 60-70 nap alatt kilirlilt a vesébdl és a majbol. A

kiilonbség magyarazata a halfajok eltéré C-vitamin felhasznalésa lehet.

4.4.4. A C-vitamin felhalmozodasanak és Kkiiiriilésének vizsgalata 1-"*C-vel jelzett

L-aszkorbinsavval az europai harcsanal

A 3. etetési alapkisérlet 100 mgkg' aszkorbat-2-monofoszfattal és 300 mgkg™
aszkorbat-2-polifoszfattal taplalt halaiban a 4. napon jelent meg a szervekben az 1-'C.
Az egyes halak azonban a C-vitamin felhalmozasa és kiiiriilése szempontjabdl erésen
kiilonb6z6 allapotot mutattak (21. abra). Ha magas volt az 1-'*C felhalmozodas az
agyban, a majban és a vesében, a bélben még alacsony volt a jelzett szén koncentracio.
Ha a bélben mértiink magas értékeket, akkor az emlitett szervekben volt alacsony az 1-
"C inkorporacioja.

Az, hogy négy nappal a jelolt C-vitaminnal tortént etetés utdn parhuzamosan
talalkoztunk mind a két esettel, azt bizonyitja, hogy a halak vitaminfelvételének és
iritésének dinamikdja hasonld volt, de egyedenként idOben eltért. A kisérlet
megkezdése utan 14 nappal mar nem tudtunk kimutatni 1-'*C felhalmozodast a vizsgalt
szervekben, azaz aszkorbinsavban kifejezett koncentracioja ekkor mar minden szervben
kisebb volt mint 20 ngg™.

1-"*C-vel jelolt L-aszkorbinsavval vizsgaltuk az 5. etetési alapkisérlet halaiban a C-
vitamin felhalmozodasat €s esetleges tarolasat. A 22. dbran lathatd, hogy a felvett C-

vitamin el0szor a kontroll csoport agydban jelent meg, ezt kovetden gyorsan,
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gyakorlatilag harom nap alatt jelentésen csokkent, a 11. napon azonban ismét

megemelkedett.

Bagy
@ maj
vese
O bél

100/1 100/2 100/3 300/1 300/2 300/3

21. dbra: Az L-1-'"*C-aszkorbinsavval az eurépai harcsa szervezetébe oralisan
bejuttatott '*C  felhalmozédasanak és  Kiiiriilésének dinamikaja
egyedenként

Megjegyzés: A jelzett C-vitaminnal torténd etetést megel6zo takarmanyozas:
100/1,2,3: 100 mgkg'aszkorbét-2-monofoszfat
300/1,2,3:300 mgkg 'aszkorbat-2-polifoszfat

A 100 és 1.000 mgkg' AS csoportok 24 o6ra utdn mutattak a legmagasabb '*C
koncentraciokat, majd a kisérlet 11 napja alatt teljesen kiiiriiltek. 10.000 mgkg™' AS
csoport esetében a mért értékek valtakozd képet mutattak, de a 11. napon ez esetben
sem taldltunk '*C-t a mintdkban. A maj (23. 4bra) és a vese (24. 4bra) az elsé harom
napon az agyhoz hasonld képet mutatott, majd 6 nap utan ismét nagyobb volt az '*C
felhalmozodas, végiil a 11. napra jelentds, de nem teljes kiiiriilés mutatkozott. Ebben a
trendben nincs szignifikans kiilonbség a csoportok kozott. A bélben az Osszes
elézetesen C-vitaminnal taplalt csoport erés '*C aktivitdst mutatott a harmadik napon,
ami feltehetdleg a fel nem hasznalt C-vitaminnak, vagy bomlastermékének kivalasztasat
jelenti (25. 4bra). A kontrollcsoport lényegesen alacsonyabb mennyiségli C-vitamint
valasztott ki, ami a szervezetben jelentkezd hiany potlasanak megkezdését jelentheti. A
11. napon viszonylag magas '*C tartalmat mértiink minden csoport belében, ami azt
jelenti, hogy ekkorra valasztddott ki a szervezetben korabban felhalmozott C-vitamin,

valosziniileg valamilyen bomlasterméke formajaban.
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Inkorporalodott ng AS.g " nedves szovet

inkorporalodott ng AS.g™' nedves szovet
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22. abra: Az eurépai harcsa (Silurus glanis L.) agyaban felhalmozodott
1-"4C ielzett C-vitamin
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23. abra: Az eurépai harcsa (Silurus glanis L.) majaban
felhalmozédott 1-'*C ielzett C-vitamin
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24. abra: Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) veséjében
felhalmozodott 1-'*C jelzett C- vitamin

Inkorporalodott ng AS.g-1 nedves szdvet
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25. abra: Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) bélcsatornajaban
felhalmozodott 1-'*C jelzett C-vitamin



Eredményeink azt mutatjak, hogy az eurdpai harcsa az altalunk vizsgalt szovetekben
nem tarolja jelentds mennyiségben hosszu ideig a C-vitamint, amennyiben folyamatos
kiilsé utanpotlast kap. TUCKER et. al. (1987) 1-'*C-vel jelzett L-aszkorbinsavval
végzett kisérleteikben kimutattdk, hogy a szivarvanyos pisztrang agyaba lényegesen
hosszabb id¢6 alatt (33 nap) jut el a jelzett C-vitamin €s a bevitt mennyiség fele még 120
nap utan is kimérhetd. A sajat kisérletlinkben mért jelentds kiilonbség okat nehéz
megallapitani. A két kisérlet annyiban megegyezett, hogy az amerikai kutatok is egy
dozisban etették meg a halakat jelzett C-vitaminnal. Nem ko6zolték azonban a halak
méretét. A szivarvanyos pisztrangok csak idokozonként kaptak vitamint tartalmazo
takarmanyt, ¢és az allatokat metabolikus kamrdban tartottdk Gsszesen négy honapon
keresztiil, amit mindenképpen stresszként kell értékelnilink. A két vizsgalt faj C-vitamin

felhasznalaséaban is lehet kiilonbség.

4.4.5. A tok hibrid szoveteinek C-vitamin statusza

A tok hibrid C-vitamin statuszat a 4. etetési alapkisérlet 12. hetében vizsgaltuk.
Eredményeinket a 10. tablazatban mutatjuk be. Az adatokbdl kitlinik, hogy a tok hibrid
kontrollcsoportjanak minden szdvete jelentds mennyiségii C-vitamint tartalmazott. A
kontroll csoport majanak Osszes C-vitamin-tartalma (151,0£16,6 pgg') volt. Ez
szignifikansan (p<0,05) alacsonyabb, mint az 1.000 mgkg' L-aszkorbinsavval
(334,9+£65,7 ngg™), valamint az 200 és 400 mgkg ™' aszkorbat-2-foszfattal taplalt csoport
halaiban mért értékek (235,6+41,5 pgg” és 191,28+2,3 pgg'). C-vitamin szulfatot
egyetlen szervben sem taldltunk. Az aszkorbat-2-foszfattal taplalt csoportok koziil az
AMF400 ¢és az APF600-as csoportok mdjabol és veséjébdl kimutathaté volt a
takarmanyban biztositott foszfatforma. Megfigyeléseink Osszhangban vannak
DABROWSKI 1994-ben publikalt eredményeivel, miszerint a primitiv porcos halak

crer

takarmanyok etetésekor emelkedik a szovetek C-vitamin koncentracioja.
4.4.6. Gulonolakton oxidaz enzim jelenlétének kimutatasa tok hibridnél

A tok hibrid C-vitamin szintetizalo képességét ,.in vitro” modszerrel igazoltuk. A 26.
abra kromatogammjain lathatd, hogy a vese extraktumaban a hozzaadott

gulonolaktonbol jelentds mennyiségii L-aszkorbinsav keletkezett, ami igazolja, hogy a
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tok hibrid rendelkezik a C-vitamin eldéallitasahoz sziikséges mennyiségii gulonolakton
oxidaz enzimmel.

8 .00 -
90’

60’ 30’

x 10”1 volts

26. dbra: Gulonolaktonbodl gulonolakton oxiddz enzim segitségével termelt L-
aszkorbinsav Kkimutatiasa C-vitamin-mentes tappal etetett tok hibrid

(Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) veséjébol HPLC-vel

90’
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27. abra: Gulonolaktonbol GLO enzim segitségével termelt L-aszkorbinsav 1.000
mgkg" C-vitamin tartalmi tappal etetett tok hibrid veséjébsl HPLC-vel

Eredményeink dsszhangban vannak DABROWSKI (1994) és FRACALOSSI et. al.

(2001) méréseivel is, melyek szerint az eddig vizsgalt porcos halfajok mindegyikében
sikeriilt kimutatni a C-vitamin szintetizal6 képességet.
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Hosszabb ideig, legalabb egy honapig tartd, nagy mennyiségii, 1.000 mgkg' L-
aszkorbinsavval torténd takarményozas sem csokkentette a gulonolakton oxidaz enzim
miikodését (27. abra), hasonldban MOREAU et. al. (1999b) tavi tokkal (Acipenser
fulvescens) elért eredményeihez. A kiilsd forrasbol szarmazd C-vitamin hatdsara
azonban az emldsok mdajaban a GLO aktivitds részlegesen csokkent (TSAO and

YOUNG, 1990).

4.5. A kollagén-tartalom valtozasai

4.5.1. Az eurdpai harcsa csontkollagén-tartalmanak valtozasa C-vitamin hatasara

Az eurdpai harcsa csont-kollagén tartalma 8 héttel a kiilonb6z6 aszkorbat
csoportok kozott (28. abra). A kontrollcsoportnal a 16. héten mért értékek azonban mar
szignifikansan (p>0,05) eltértek a C-vitamin barmilyen formajaval taplalt halak csont-
kollagén koncentracigjatol (29. abra). Eredményeink alapjan az eurdpai harcsa szamara
mar 100 mgkg' AMEF, illetve 150 mgkg' APF elegend a megfelelé mennyiségii
kollagén eléallitasdhoz. Ez ~36 mgkg™ L-aszkorbinsavnak felel meg. EL NAGGAR és
LOVELL (1991) hasonlé eredményre jutottak a csatorna harcsa esetében. Kisérleteik
szerint mar az egészen csekély, 11 mgkg' L-aszkorbinsav kiegészités is elegendé
aszkorbatforrést biztositott, ahhoz, hogy a halak csontkollagén-tartalma szignifikdnsan

kiilonb6zzon a C-vitamin mentesen takarmanyozott kontrollcsoporttol.

4.5.2. A tok hibrid porcos vazanak kollagén-tartalma

A tok hibridnél a nyolcadik héten kis mértékii, de szignifikdnsan (p>0,05) negativ
eltérést tapasztaltunk a porcos vaz kollagén-tartalmaban a kontrollcsoport esetében az
aszkorbat tartalmi tappal etetett halakhoz viszonyitva (30. 4dbra). Négy honapig tartd
kisérletiikben hasonlo jelenséget tapasztaltak MOREAU et. al. (1996) a szibériai toknal.
Sajat vizsgalatunkban a 16. hétre mar nem volt kimutathaté kiilonbség (31. ébra). A
jelenség azzal magyarazhatd, hogy a fiatal tok hibrid kis mértékben hasznositotta az

aszkorbat-2-foszfatot.
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Kollagén %
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28. abra: Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) csont-kollagén tartalma 8 hét etetés utan
kiilonb6z6 formaju és koncentraciéju C-vitamint tartalmazo tapokkal
60
50
1T
40
X
X
Eﬂ 30 —
G
N>
20
10
0
Kontroll AMF APF AS
100 200 400 150 300 450 1000

29. abra: Az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) csont-kollagén tartalma 16 hét etetés utan

kiilonboz6 formaju és koncentraciéju C-vitamint tartalmazoé tapokkal
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30. abra: A tok hibrid porcos viazanak kollagén tartalma 8 hét etetést kovetden a
C-vitamint kiilonb6z6 formaban és koncentraciéban tartalmazoé tapokkal
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31. abra: A tok hibrid porcos vazanak kollagén tartalma 16 hét etetést kévetéen a C-
vitamint Kiilonb6z6 formaban és koncentracioban tartalmazo tapokkal
Megjegyzés: * = szignifikans (p<0,05) kiilonbség a tobbi csoporttol
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4.6. C-vitamin iirités a bélcsatornaban

4.6.1. Az eurodpai harcsa C-vitamin iiritése

Az eurOpai harcsa gyomor- és béltartalménak C-vitamin statuszat a 11. tdblazatban
mutatjuk be. A takarmanyban biztositott mennyiséghez képest lényegesen alacsonyabb
koncentracioban taldltuk meg a kiilonbozéd C-vitamin formdkat. A kontrollcsoport
béltartalmaban nem tudtunk AS-t kimutatni. Nem talaltunk Osszefliggést a tapok aszkorbat
koncentracidja és a béltartalomban mért mennyiségek kozott. A C-vitamint altalaban L-
aszkorbinsav és dehidro-L-aszkorbinsav formaban talaltuk a bélcsatorna valamennyi vizsgalt
szakaszaban. Ez a tény azt bizonyitja, hogy az aszkorbat-2-foszfat észterek hidrolizise ,,in
vivo” is végbemegy. Ez a megfigyelés egyezik DABROWSKI (1990d) véleményével, mely
szerint a halak szervezetében mindeniitt jelen van a C-vitamin foszfat formainak
hidrolizalasahoz sziikséges savas foszfataz enzim. A folyamat elsdsorban a gyomorban ¢és a
bélcsatornaban zajlik. Az a megfigyelés, hogy a bélcsatorndban nem csdkken a C-vitamin
tartalom a gyomortol a végbél felé, elsésorban a bél perisztaltikus mozgasanak hatisa lehet

(GROVE ¢s RUOHONEN, 1996).

4.6.2. A tok hibrid C-vitamin iuritése

A tok hibrid gyomor- és béltartalmanak C-vitamin statuszat a 12. tablazatban mutatjuk be.
A takarmdnyban biztositott mennyiséghez képest Iényegesen alacsonyabb koncentracidban
talaltuk meg a kiilonb6zé C-vitamin formakat. A kontrollcsoport béltartalmaban itt sem
tudtunk AS-t kimutatni, mikdzben a kiillonbozd szervek megfeleld6 mennyiségli aszkorbatot
tartalmaztak. A C-vitaminnal taplalt halak béltartalmanak aszkorbat koncentracidja nem
¢s dehidro-L-aszkorbinsav formaban talaltuk a bélcsatorna valamennyi vizsgalt szakaszaban.
Ez a tény azt bizonyitja, hogy az aszkorbat-2-foszfat észterek hidrolizise ,,in vivo” is

végbemegy a tok hibridnél.
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4.7. C-vitamin hatasa eurdpai harcsa larvakra

Két évben (1994, 1996) vizsgaltuk az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) ikrajanak, a
fejlédé embridinak és a frissen kelt larvainak C-vitamin statuszat, majd ezt kdvetden a

C-vitaminnal dusitott elsé €16 taplalékkal, illetve indité takarméannyal nevelt larvak,

zsenge ivadékok fejlodését.

4.7.1. Az eurdpai harcsa ikrak és embriok C-vitamin statusza

Az 1994-es szaporitas soran az embriok mikroszkop alatt megfeleld fejlodést
mutattak. Az ikrak atmérdje 1580-2020 um volt és a megtermékenyités utan 1830-3950
um-re duzzadtak. A kifejlodott larvak mérete kozvetleniil a kelés eltt 6240-6850 um

volt. Az egyes embrionalis fazisok C-vitamin koncentraciojat a 32. dbran mutatjuk be.
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32. abra: A C-vitamin koncentracio valtozasa az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)
embrionalis fejlodése soran

Megjegyzés: Az értékek 100-100 ikra vagy embrid egylittes meghatdrozasabol szarmaznak és nedves
tomegre értenddek. Roviditések: Ikra = ikra megtermékenyités eldtt; MI = ikra megtermékenyités utan;
KS = kétsejtes allapot; NYS = nyolcsejtes allapot; HCS = holyagcesira; BCS = bélcsira; KE = embrio

koézvetleniil kelés el6tt; KU embrid kozvetleniil kelés utan
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A megtermékenyitést kovetden az dsszes aszkorbat koncentracio a hidratalédas miatt
jelentdsen, 96 pgg'-r6l 15-16 pgg'-ra csokkent. Ezutan az elsé osztodastol a bélcsira
stadiumig nem volt szdmottevd C-vitamin felhasznalas. Az eredmények azt mutatjak,
hogy a C-vitamin nagy része dehidro-L-aszkorbinsav forméban volt jelen az ikrakban.
Az embrionalis fejlédés soran 40-50 %-os volt a dehidro-L-aszkorbinsav jelenléte.

Az ikrak és az embridk az 1996-o0s szaporitas soran is jol fejlettek voltak, méreteik a
kiilonbozé fejlédési stadiumokban nem tértek el szignifikdnsan az 1994-ben mért
értékektol. A 33. dbran azonban lathato, hogy mar az ikrdkban is 1ényegesen magasabb
volt az 0sszes C-vitamin koncentracid, mint a két évvel korabbi keltetéskor. Ezuttal a
frissen kelt larvak is rendelkeztek némi tartalékkal. A dehidro-L-aszkorbinsav aranya

magas volt az §sszes C-vitamin tartalmon beliil.
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140 |

120 £ DHA
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100

80

C- vitamin
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ng.g

60

40

0 T T T T
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33. abra: A C-vitamin koncentracio valtozasa az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)

embrionalis fejlodése soran
Megjegyzés: Az értékek 100-100 ikra vagy embri6 egyiittes meghatarozasabol szarmaznak, és nedves
tomegre értenddek. Roviditések: Tkra = ikra megtermékenyités eldtt; MI = ikra megtermékenyités utan;
KS = kétsejtes allapot; NYS = nyolcsejtes allapot; HCS = hdlyagcesira; 70 % KE = 70 % embrio
kozvetleniil kelés elott; 90% KE = 90 % embrid kozvetleniil kelés elott; KU embrio kozvetleniil kelés

utan
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Mind a két méréssorozat azt bizonyitja, hogy kozvetleniil a kelés eldtt az embridk jelentds
mennyiségli C-vitamin-t hasznaltak fel a pisztrang embridkhoz hasonléan (DABROWSKI and
BLOOM, 1994).

Az 1996-0s szaporitdst kovetden az aminosav Osszetétel valtozasat is mértik az
embrionalis fejlédés soran, valamint néhany napig a larvak kelése utdn is (13. tablazat). A
kollagén szintéziséhez nélkiilozhetetlen hidroxi-aminosavak (hidroxi-prolin, és hidroxi-
lizin, ») gyakorlatilag kimutathatatlanok voltak az embriondlis fejlédés soran (koncentracidjuk
> 0,1 %). A kelést kdvetden a hidroxi-prolin koncentracioja fokozatosan ndvekedni kezdett,
majd az 5. napon jelentésen megndétt (1,11 %). DABROWSKI ¢és BLOOM (1994) szerint
ezért kell még a szaporitas eldtti anyafelkészitd idészakban elegendé mennyiségli C-vitamint
biztositani a halak szamara. Feltevéseinket tengeri siligérrel (Dicentrachus labrax L.) és
tengeri keszeggel (Sparus aurata L.) végzett kisérletlink is igazolta, mely szerint az ikrak és a
frissen kelt larvak Osszes aszkorbat koncentracidja Osszefiiggésben van az anyahalak

takarmanyanak C-vitamin koncentraciojaval (TEROVA et. al., 1998).

4.7.2. C-vitaminnal dusitott tubifex alkalmazasa europai harcsa larvaknal

Az 1. larvanevelési kisérlet (1994) sordn a halak elsd €16 taplalékaként szolgalo tubifex dsszes
aszkorbat koncentracidja 3-6 pgkg' volt, ami az L-aszkorbinsavval torténd kiegészitést
kovetden 50-70 pgkg'-re novekedett. A tubifex C-vitamin vesztesége az etetés kezdetét
kovetden 15 perc mulva 30-40 %-os volt. A halak nem mutattak szignifikdns kiilonbséget
atlagtomegiikben és mortalitdsukban. Szignifikansan (p<0,05) magasabb volt viszont a C-
vitaminnal kiegészitett tubifex féreggel etetett halak Osszes aszkorbat koncentracidja a
kontrollcsoport halainak teljes testében mért értékeknél (14. tablazat). A C-vitamin 75-80 %-a

redukalt, L-aszkorbinsav formaban volt jelen.
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14. tablazat: L-aszkorbinsavval kiegészitett indito tappal etetett eurépai harcsa

(Silurus glanis L.) teljes testében mért C-vitamin koncentracio

Csoport AS DHA TAS
(ngg)  (neg)  (ngeh)
Etetési kisérlet elott ny ny ny
Kontroll csoport 2 hét mulva ny ny ny
C-vitaminos csoport 2 hét milva 1,80+1,10 0,50+0,03 2,22+1,13
Kontroll csoport 4 hét milva ny ny ny
C-vitaminos csoport 4 hét milva 2,35+0,14 0,69+0,37 3,05+0,25

Megjegyzés: ny = nyomokban <0,05 pgg” C-vitamin

1996-ban, a 2. larvanevelési kisérlet soran, a C-vitamin foszfattal dusitott tubifex féreggel
(APF600 csoport) etetett halak novekedése - az 6todik napon tortént spontan darakor fertézés
ellenére - mar két hét utdn szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollcsoporté (34. ébra).
Az aszkorbat-2-polifoszfattal kiegészitett tubifex féreggel etetett larvak teljes testében
elraktarozott C-vitamin mennyisége kétszer akkora volt, mint amennyit kontrollcsoport

halaiban mértiink (35. abra).

0,50
0,45 | Kontroll

0,40 7 3 APF 600
0,35

0,30 -|
0,25 - l
0,20 -| T T
0,15 -
0,10 -|

0,05 —
0,00

test tomeg (g)

S nap 18 nap

34. abra: C-vitamin foszfat Kkiegészités hatisa az eurdpai

harcsa (Silurus glanis L.) larvainak novekedésére
Megjegyzés: *szignifikans kiilonbség a kontrollcsoporttdl (p<0,05)
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35. abra: C-vitamin foszfat Kiegészités hatisa az eurdpai harcsa (Silurus glanis

L.) larvainak osszes C-vitamin tartalmara

Megjegyzés: *szignifikans kiilonbség a kontrollcsoporttol (p<0,05)
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4.8. C-vitamin felhasznalas kiilonbo6z6 stresszhelyzetekben

4.8.1. Egyes stresszhelyzetek hatasa az eurdpai harcsa C-vitamin felhasznalasara

4.8.1.1. A nagy egyedsiiriiség okozta stressz

Az 1. etetési alapkisérlet halait a 23. héten vizsgaltuk, amikor a kontrollcsoport halai mar
nem rendelkeztek C-vitamin tartalékkal. A 36. dbran mutatjuk be az agy, a vese és a m4j
Osszes aszkorbat-tartalmanak valtozasait, melyet HPLC-vel mértiink. Valamennyi kezelt
csoportban csokkent az agy és a mdj Gsszes aszkorbinsav koncentracidja is. A kontroll halak
nem tudtak sehonnan C-vitamint mobilizalni.

Amig a minimalis 10 pgg' AS tartalmd tipon nevelt csoport mind a két vizsgalt
szovetében jelentds, kb. 75 %-os volt a C-vitamin felhasznéalds, a nagyobb C-vitamin
tartalékkal rendelkezd halak az agybol 32 %, mig a majbol 58 %-ot hasznaltak fel. A stressz
utan nem talaltunk lényeges valtozast a halak agyaban az L-aszkorbinsav - dehidro-L-
aszkorbinsav aranyban (Flggelék 15. tdblazat). A madajban az L-aszkorbinsav ardnya a
dehidro-L-aszkorbinsavhoz képest csak a 10 mgkg™ csoport halainal csokkent, mig a t5bbinél,
ha nem is szignifikdnsan, de ndvekedett. TUCKER et. al. (1987) Iényegesen nagyobb aranyt
aszkorbat felhasznaldst mutatott ki hasonld, de hosszabb ideig tartd stressz helyzetben a
szivarvanyos pisztrangnal. Véleményiikk szerint a C-vitamin jelentds felhasznalasa a

szerotonin szintézishez sziikséges.

4.8.1.2. Formalinos fiirdetés okozta stressz

Az 1. etetési alapkisérlet halait a parazitdk ellen gyakran alkalmazott formalinnal fiirdettiik.
A kontrollcsoport halai ekkor mar nem rendelkeztek a vizsgalt szervekben C-vitamin
tartalékkal és nem is tudtak a stressz soran mobilizalni. A 37. dbrdn bemutatott aszkorbat
felhasznalas, a nagy slirliség okozta stresszhez képest egészen mas dinamikat mutatott. Amig
tartalom, addig az agyban a 10 mgkg™ AS csoport kivételével nem valtozott vagy emelkedett.

Kiiléndsen kiugro aszkorbat koncentracié névekedést mutatott a 10.000 mgkg™ AS csoport.
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Megjegyzés: * = szignifikans kiilonbség (p<0,05) a stressz el6tti allapottol

Az 6sszes C-vitaminhoz viszonyitva az L-aszkorbinsav ardnya a stressz eldtti helyzethez
képest mind a két vizsgalt szervben alacsonyabb volt. A 10 mgkg™” AS csoport agymintaiban
minddssze 10 % ban taladltunk L-aszkorbinsavat mig a redukélt forma aranya a tobbi
csoportban 40-50 % kozott mozgott. Formalinkezelés €s a halak C-vitamin felhasznalasaval
kapcsolatos publikaciot nem taldltunk. Az azonban kozismert, hogy a formalin az ¢él6
szervezetekben  szabadgyokok — keletkezését indukdlja. A dehidro-L-aszkorbinsav

koncentracioja valosziniileg ennek kovetkeztében emelkedett meg.

4.8.1.3. Nitrit szennyezodés okozta stressz

crer

amikor a kontrollcsoport halai mar nem rendelkeztek C-vitamin tartalékkal. A nitrit
szennyez6dés a formalinéhoz hasonldan kozvetleniil a stressz utan az Osszes aszkorbat
csoportnal, ahol elegendé C-vitamin &llt a halak rendelekezésére (38. dbra). A minimalis 10
mgkg'AS tartalmi tappal etetett halak azonban valosziniileg nem tudtak mas szervekbdl C-
vitamint mobilizalni, ezért részben felhasznaltak az agyban 1éve, amugy is kevés AS egy
részét.

Valamennyi csoportndl a teljes C-vitamin mennyiség dehidro-L- aszkorbinsav formaban
volt jelen, ami a vitamin jelentdsen megndvekedett felhasznéldsat jelzi. .A stresszt kdvetd egy
hét alatt minden csoport Osszes aszkorbat koncentracidja csokkent az agyban, de ez a
vitaminmennyiség mar 62-66 %-ban a redukalt L-aszkorbinsav forméaban volt jelen (Fiiggelék
15. tablazat).

A majban a nitrit stressz (100 mgl” N-NO,) utan kozvetleniil, a 10.000 mgkg™ csoport
kivételével, a stressz utdn megndtt az Osszes aszkorbat koncentracid (38. dbra). A dehidro-L-
aszkorbinsav aranya itt is nagyobb volt, ha nem is olyan dramai mérték{i, mint az agynal
(Fuggelék 16. tablazat). Egy hét utdn valamennyi csoport jelentdés C-vitamin felhasznalést
mutatott a majban, amit minden valdsziniiség szerint a methemoglobin lebontésara hasznaltak
fel a halak. Ez az eredmény Osszhangban van korabbi kisérleteinkkel, amikor a halakat egy
hétig tarté viszonylag alacsony (2 mgl”' N-NO,) nitrittartalm@ vizben tartottuk (GY. PAPP et.
al., 1994a). A methemoglobin koncentracid a stressz utan kozvetlentil 90 % volt a kontroll és

60 % koriil valamennyi L-aszkorbinsavvak kiegészitett tappal etetett csoportnal (39. dbra).
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Nem mutatott tehat dsszefliggést a takarmanyok aszkorbat szintjével, mint ahogy azt a tengeri

stigérnél kimutattak (SCARANO et. al., 1991).
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38. abra: Nitrit stressz okozta valtozasok az eurdpai harcsa (Silurus glanis L.)

szoveteinek Osszes aszkorbat koncentracigjaban

Megjegyzés: * = szignifikans kiilonbség a stressz eldtti allapottol
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100 +
90 + I Stressz el6tt
80 - # Stressz utan

%

Kontroll  AS10 AS100 AS1000 AS10000

39. dbra: Methemoglobin koncentracio alakulasa magas nitrittartalom okozta stressz

hatasara az euroépai harcsa (Silurus glanis L.) vérében

4.8.1.4. Alacsony oxigéntartalom okozta stressz

Az 5. alapkisérlet halaival végeztiik a 8. héten. Ekkor még a kontroll csoport halai is
rendelkeztek C-vitamin tartalékkal (40. abra). Annak ellenére, hogy ez a halfaj nem
kiilondsebben érzékeny a viz alacsony oxigéntartalmdra, a valtozasok jelentds mértékiiek
voltak a kiilonb6z6 szovetek C-vitamin tartalmdban 24 oraval a stressz utdn. Az Osszes
aszkorbat tartalom enyhén, de nem szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll az AS10000 és
az APF450 csoport halak agyaban. Az AS 100, az AS 1000 és az APF45 csoportok
szignifikans (p<0,05) koncentracié csokkenést mutattak. A C-vitamin nagyrészt L-
aszkorbinsav formaban volt jelen (Fiiggelék 17. tdblazat).

Az 0Osszes aszkorbat koncentracié szignifikdnsan (p<0,05) magasabb értékeket mutatott a
vesében az AS100, az AS1000 és az APF450 csoportoknal, mig a tobbi nem mutatott
Iényeges valtozast (40. abra). A dehidro-L-aszkorbinsav ardnya az APF45 csoport kivételével
szignifikdnsabban magasabb volt a stressz utan (Filiggelék 17. tablazat).

A C-vitamin gyakorlatilag kimutathatatlan volt a kontroll halak majaban az alacsony
oxigénnel tortént kezelés utan 24 oOraval, mig az Osszes tobbi csoportndl valamilyen
mértékben novekedett .A koncentracid-emelkedés szignifikans (p<0,05) volt, az AS100, az
AS1000 ¢és az APF450 csoportoknal (40. dbra). Az APF45 halaknal a dehidro-L-aszkorbinsav
aranya is szignifikansan (p<0,005) magasabb volt (Fliggelék 17. tablazat).
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szignifikans kiilonbség (p<0,05) a stressz el6tti allapottol

Megjegyzés: AS

* =
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4.8.1.5. Spontan fertozés okozta stressz hatdsa eurdpai harcsa larvakra

A 2. larvanevelési kisérlet sordn az etetés megkezdése utdn Ot nappal a halak
megfertézddtek darakorral (Ichthyophtirius multifiliis). A halakat a technologia szerint
ilyenkor szokdsos modon malachitzolddel fiirdettiik, de ennek ellenére a természetes tubifex
féreggel taplalt csoportok atlagosan 30 %-a élte tal a kort és az ezt kovetd két hétben

novekedésiik szinte teljesen megallt (41. abra).

1000 7 —8— APF600
900 —— Kontroll
800
700
600 —
500
400
300
200

100

Az elpusztult halak szama

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
ido (nap)

41. abra: Eurdpai harcsa (Silurus glanis L.) larvak mortalitasa darakor (Ichthyopthirius

multifiliis) hatasara

Amint az a 41. dbran lathatd, az aszkorbat-2-polifoszfattal dusitott tubifex féreggel taplalt
halak lényegesen nagyobb, mintegy 70 %-ban maradtak életben. WAHLI et. al. (1986)
kimutattdk, hogy a C-vitaminnal taplalt csoportok Iényegesen nagyobb szdzalékban élik til a
fertdzést szivarvanyos pisztrangnal és enyhébb fertdzottség esetén a parazita ellen a szerzett
immunitas is kialakul. Mivel a darakér okozoja azonban ham alatt é16 parazita (MOLNAR és
SZAKOLCZALI, 1973), mindenképen sériiléseket okoz a behatolasok teriiletén. Ez eldsegiti a

mas korokozok okozta feliilfertdzédést. A C-vitamin jotékony hataséat valdsziniileg az okozza,
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hogy megfeleld szerkezetli kollagén képzddik és szintézise is gyorsabban megy végbe. A
parazita altal okozott sériilések igy hamarabb begyodgyulnak és ezaltal a tovabbi fertdézések

lehetdsége csokken.

4.8.2. Egyes stresszhelyzetek hatasa a tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri

Brandt) C-vitamin felhasznalasara

4.8.2.1. Nitrit szennyezodés okozta stressz

A magas nitrit kezelést a 6. etetési alapkisérlet halaival végeztilk harom hénappal annak

(p<0,05) kiilonbség a stressz elott. A nitrit kezelést kovetden enyhén emelkedett az Gsszes
csoport C-vitamin koncentracidja, majd egy héttel késébb csokkent a kontroll, az AS10 és az
APF450 halaknal, mig az AS100 és AS1000 csoportoknal visszatért a stressz el6tti értékekre
(42. abra). Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget az L-aszkorbinsav ¢és a dehidro-L-
aszkorbinsav ardnyaban (Fliggelék 18. tablazat). A C-vitamin foszfattal taplalt csoportnal nem
talaltunk egyetlen esetben sem aszkorbat-2-foszfatot az agymintakban.
A kisérlet eldtt az Gsszes aszkorbat tartalom kb. 10 %-a foszfat formaban volt jelen az APF
450 csoport vesé€jében, ami stresszt kovetden a kimutathatosagi hatar ald csokkent, majd egy
kontrollcsoport veséjében az Osszes C-vitamin tartalom enyhén megnétt, addig az 1.000
mgkg ™' L-aszkorbinsavval taplalt halaknal rendkiviilien nagy csokkenést tapasztaltunk. Mivel
a tok hibrid a C-vitamint el6allitja, veséjében az aszkorbat szint emelkedése a megnovekedett
igénynek koszonhetd. Az AS1000 csoportnal észlelt dramai aszkorbét koncentracio csokkenés
azonban azt sugallja, hogy a C-vitamint a veséjében eldallitd hal L-aszkorbinsav szintetizald
képessége valamilyen modon gatolt, de nem a gulonolakton oxiddz enzim mikddésében, mint
ahogy az el6zéekben (4.4.3.2.) bemutattuk, illetve mas kutatok leirtdk (MOREAU et. al.,
1999b).
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APP450

AA1000

"

szignifikans kiilonbség (p<0,05) a stressz el6tti allapottol

AA10  AA100

Kontroll
L-aszkorbinsav; APF = aszkorbat-2-poliszulfat;

42. abra: A nitrit stressz hatasa a tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) szoveteinek
* —

aszkorbat tartalmara

Megjegyzés: AS



A gatolt C-vitamin szintézis éreztette hatdsit az AS1000 csoport halainak
hepatopankredszaban is, a stresszt kovetd jelentds koncentracid csokkenéssel, annak ellenére,
hogy az a kezelést megel6zden Iényegesen magasabb volt a tobbiekéhez képest. A kontroll
halak itt is kiegyensulyozott C-vitamin tartalmat mutattak az egész kisérlet alatt. A tobbi
csoportnal nem lehetett szignifikans kiilonbségeket kimutatni a kezelést kovetéen, bar enyhe
aszkorbat koncentracio csokkenést tapasztaltunk.

A dehidro-L-aszkorbinsav aranya az L-aszkorbinsavhoz képest megemelkedett a stresszt
kovetden az agyban és a hepatopankreaszban, de a C-vitamin tilnyomoérészt AS forméban

volt jelen a vesében (Fiiggelék 18. tablazat). Nem volt kiilonbség a csoportok vérének

crcr

Sterssz el6tt

50 ¢ B Stressz utan

%

Kontroll AS10 AS100 AS1000 APF450

43. dabra.: Methemoglobin koncentracié alakulidsa magas nitrit tartalom okozta stressz

hatasara a tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) vérében

Megjegyzés: AS = L-aszkorbinsav; APF = aszkorbat-2-poliszulfat

4.8.2.2. Alacsony oxigéntartalom okozta stressg

A tokfélék altalaban nagyon érzékenyek az oxigénhianyra, ezért lényegesen kisebb
mértékben csokkentettiik a viz oxigéntartalmat, mint az eurdpai harcsdnal. Az agyban az
APF450 csoportnal szignifikdns (p<0,005) csokkenést talaltunk az Osszes aszkorbat
koncentracioban. Az egyéb C-vitamin szintli tapokkal etetett halak nem mutattak 1ényeges

valtozast.
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A két legmagasabb aszkorbat tartalmu tappal etetett csoport halainal a stressz el6tt a
dehidro-L-aszkorbinsav ardnya mintegy 30 %-os volt (Fiiggelék 19. tablazat). A kontroll, az
AS10 és az AS100 csoportnal 40-60 %-ra emelkedett az oxigénhidny hatdsara.

A stressz jelentOs Osszes aszkorbat tartalom emelkedést (~50 %) okozott a kontroll halak
veséjében, mig az dsszes tobbi csoportnal csokkent ez az érték (44. abra). Az 1.000 mgkg™
L-aszkorbinsavval taplalt halaknal ~60 %-al volt alacsonyabb a jellemzden dehidro-L-
aszkorbinsav formaban jelenlevé C-vitamin (Fiiggelék 19. tdblazat).

Az 0Osszes aszkorbat tartalom valtozasa az APF450 csoport kivételével a
hepatopankredszban a veséhez hasonlo trendet mutatott az oxigénhianyt kovetden (44. abra).
Amig a dehidro-L-aszkorbinsav koncentracié drasztikusan csokkent az AS1000 csoportnal,

addig tobb mint kétszeresére nétt a kontroll halaknal (Fiiggelék 19. tablazat).
4.8.2.3. Az éhezés hatdsa

A vese C-vitamin-tartalom valtozasait vizsgaltuk tok hibridnél viszonylag hosszl, 54 6ran
at tartd €hezés hatasara. A vesét azért valasztottuk, mert ebben a szervben folyik az L-
aszkorbinsav szintézis. Az 0sszes aszkorbat tartalom minden csoportnal csokkent (45. abra),
de a legnagyobb mértékben az AS1000-nél. Ennél a csoportndl a nitrit és az oxigénhiany
kisérletekben talaltakhoz hasonldan, az AS tartalom csokkenése drasztikus mértéki volt. A
takarmanyok aszkorbat tartalma és az dsszes C-vitamin koncentracio valtozasa osszefliggést
mutatott (= -0,801).

MOREAU és DABROWSKI (2000) mérései €s sajat eredményeink is azt mutattak, hogy a
magas C-vitamin tartalmt takarmanyok etetése nem okoz csdkkenést a gulonolakton oxidaz
enzim aktivitdsaban. Ennek ellenére a halak L-aszkorbinsav produkcidja jelentdsen csdkkent a
magas C-vitamin tartalmt tapok etetésének kovetkeztében. Ez az eredmény azt sugallja, hogy
a szintézis valamelyik 1épésében mégis kialakul gatlas, azaz ,feed back” szabalyozas

miikodik.
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osszes C-vitamin koncentracidjanak csokkenésével

* szignifikans (p<0,05) kiilonbség a kontroll csoporttdl
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4.9. Az europai harcsa (Silurus glanis L.) C-vitamin igénye

A kisérletek eredményeibdl egyértelmiien megallapithato, hogy az eurdpai harcsa (Silurus
glanis L.) nem tudja szintetizalni az L-aszkorbinsavat, azaz a C-vitamint, ezért taplalékaban
kell szdméra biztositani.

A kiilonb6zdé aszkorbat szintli tapokkal etetett 5-200 g atlagtomegli eurdpai harcsa
novekedési gorbéibdl (12. abra), mortalitdsabol, valamint a skorbut makroszkopikus
tiineteinek megjelenésébdl (4. és 5. kép) arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy minimalis C-
vitamin igénye L-aszkorbinsavban kifejezve 10 mgkg”'. Eredményeinkhez hasonléan az
atlanti lazac (SANDNES ¢és WAAGBOE, 1991) vagy a 13 g kezdeti atlag tomegili csatorna
harcsa (EL NAGGAR ¢és LOVELL, 1991) minimalis C-vitamin igénye is 10 mgkg™.

Ha figyelembe vessziik a szovettani vizsgalatok (13, 14 és 15. ébra), valamint a maj, az
agy és a vese telitddésének (19. abra) eredményeit, 100-200 mgkg™' L-aszkorbinsav tartalmu
takarmany tekinthetd optimalisnak az eurdpai harcsa ezen Kkorosztdlya szémadra.
Eredményeink ebben az esetben is egyeznek az atlanti lazacnal (LALL et. al., 1989) és a
csatorna harcsanal (MUSTIN ¢és LOVELL, 1992) mért értékekkel. A szivarvanyos pisztrang
optimalis L-aszkorbinsav igénye mar magasabb, 360 mgkg™ (MATUSIEWITZ et al., 1995).

Kornyezeti, vagy fertdzés okozta stresszhelyzetekben az eurdpai harcsa C-vitamin
sziikséglete megnétt, a formalin stressz esetében elérte a 10.000 mgkg™ AS szintet (37. 4bra).
A szdvettani vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a magas, legalabb 1.000 mgkg" aszkorbat
ilyen magas C-vitamin szint alkalmazédsat csak kuraszertien, legfeljebb egy-két hétig
javasoljuk. Mas kutatok is taladlkoztak a magas C-vitamin tartalmi takarmanyok etetésének
jotékony hatasaval pl. darakor fertézés esetében a szivarvanyos pisztrangnal (WAHLI et. al.,
1986).

»In vitro” és ,jin vivo” kisérletekkel is igazoltuk, hogy az eurdpai harcsa szdmara a
természetes L-aszkorbinsavon kiviil C-vitamin forras lehet az iparilag eléallitott aszkorbat-2-
mono- ¢s polifoszfat is. Kisérleteink szerint az eurdpai harcsa szamara optimalis C-vitamint
mar 100 mgkg™ aszkorbat-2-monofoszfat, illetve 150 mgkg™ aszkorbat-2-polifoszfat tartalma
takarmannyal biztosithatjuk. Ezek az értékek egyeznek a csatorna harcsanal talaltakkal
(MUSTIN és LOVELL, 1992; WILSON et al., 1989), a szivarvanyos pisztrang azonban
magasabb aszkorbat-2-monofoszfat tartalmu tapot igényel (MATUSIEWITZ et al., 1995).
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4.10. A tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) C-

vitamin igénye

Kisérleteink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a tok hibrid elegendd C-vitamint szintetizal
a veséjében, ezért takarmanyaban kiegészitésre nem szorul. Eredményeink Osszhangban
vannak DABROWSKI (1994) és FRACALOSSI et. al. (2001) méréseivel is, melyek szerint
az eddig vizsgalt porcos halfajok mindegyikében sikeriilt kimutatni a C-vitamin szintetizald
képességet. Az egyes szovetek aszkorbat tartalmanak alakulasa stresszhelyzetekben arra utal,
hogy a tok hibrid takarmanyanak magas (>10-20 mgkg') osszes C-vitamin tartalma

csokkentheti a halak védekez6 képességét.
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S.

1.

KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A C-vitamin legfontosabb természetes és iparilag eldallithatdo formai, az L-
aszkorbinsav, a dehidro-L-aszkorbinsav, az aszkorbat-2-mono- és polifoszfat, valamint az
aszkorbat-2-monoszulfat megfeleld minta el6készitéssel HPLC-vel meghatarozhatok egy
minta ugyanazon extraktumabol.

A kisérletek eredményeibdl egyértelmiien megallapithatd, hogy az eurdépai harcsa
(Silurus glanis L.) nem tudja szintetizalni az L-aszkorbinsavat, azaz a C-vitamint,
ezért taplalékaban kell szamara biztositani.

Az 5-200 g atlagtomegli eurdopai harcsa minimalis C-vitamin igénye L-
aszkorbinsavban kifejezve 10 mgkg”. A halak optimalis C-vitamin sziikséglete 100-
200 mgkg™"' L-aszkorbinsav.

porcszoveteikben, ezért a magas aszkorbat szintii tapok tartés, azaz egy hénapnal
hosszabb ideig tarté alkalmazisa mindenképpen Kkeriilendé. Kimutattuk, hogy ezt a
karosodast minden valosziniliség szerint az L-aszkorbinsavbol keletkezd kiillonbozd
oxalatok okozzak.

Kornyezeti, vagy fertozés okozta stresszhelyzetekben rovidebb ideig sziikségessé
vilhat az emelt szinti, akiar 10.000 mgkg' C-vitamin kiegészitéssel torténé
takarmanyozas is. Ilyen eset lehet, ha valamilyen okbdl vegyszeres fiirdetést kell
alkalmaznunk.

L In vitro” és ,,in vivo” kisérletekkel is igazoltuk, hogy az eurépai harcsa szamara C-
vitamin forras lehet a természetes L-aszkorbinsavon Kkiviil az iparilag eloallitott
aszkorbat-2-mono- és polifoszfat is. A bélcsatorndban, a vesében €s a majban jelenlévd
természetes foszfatdz enzimek gyorsan hidrolizaljak ezeket a vegyiileteket, igy a halak
hozzajutnak a szdmukra sziikséges aszkorbathoz.

Az europai harcsa szoveteiben nem talaltunk aszkorbat-2-monoszulfatot, ami azt
jelenti, hogy nem képes ebben a formaban tarolni. , /n vitro” kisérleteink pedig azt
bizonyitjak, hogy ez a halfaj nem rendelkezik olyan szulfohidrolaz enzimmel, ami ebbdl a
vegyiiletbdl felszabaditand, a bioaktiv L-aszkorbinsavat. Ezért nem valészinii, hogy az

aszkorbat-2-szulfat C-vitamin forrast jelentene az europai harcsa szamara.

123



8.

10.

11.

12.

1C-vel jelolt L-aszkorbinsavval végzett kisérleteink azt igazoltdk, hogy folyamatos ellatas
esetén az europai harcsa nem tarolja a C-vitamint, két hét alatt teljes egészében
felhasznalja. A hosszabb ideig tartd, gyakorlatilag aszkorbat mentes takarméanyozas
esetében is kitirlilnek a szervek 50-60 nap alatt.

A larvak, zsengeivadékok elsé élo taplalékat ami rendszerint tubifex, célszeri
kiegésziteni valamilyen formaji C-vitaminnal. Gyakorlatban ez viszonylag konnyen
megoldhatd, mivel az aprora vagott taplalék vizes oldatbol egyszerli abszorpcidval
felveszi a vitamin barmelyik formajat. A C-vitamin kiegészités eldsegiti az elegendd
mennyiségli és megfeleld szerkezetii kollagén szintézisét, ami noveli a fiatal halak darakor
elleni védekezo képességét.

Kisérleteink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x
Acipenser baeri Brandt) elegend6 C-vitamint szintetizal a veséjében, ezért nem szorul
takarmanyaban kiegészitésre.

A tok hibrid L-aszkorbinsav eldallito képességét a takarmany alacsonyabb, 10-20
mgkg™" C-vitamin tartalma nem csokkenti nagyobb mértékben, de 1.000 mgkg” L-
aszkorbinsavat tartalmazé tap hosszabb ideig (legaldbb egy honap) tarto etetése ,,feed
back” reakciét okoz és valamelyik pontjan gatolja a szintézist. Igy stresszhelyzetben,
amikor egyébként a C-vitamin eldallitdisa nagyobb mennyiségben folyik, a halak
sziikségletliknél 1ényegesen kevesebb vitaminhoz juthatnak.

A tok hibrid nem tarolja szoveteiben a C-vitamint, de nagyobb mennyiségli kiilsé
utanpotlas esetén az egyes szervek pillanatnyi aszkorbat koncentracidja enyhén

megemelkedik.

A két halfaj vizsgalatanak eredményei azt mutatjdk, hogy a halak takarmanyanak

kiegészitése C-vitaminnal nagy gondossagot igényel, kiilonos tekintettel arra, hogy az

esetleges tévedés hatasa csak honapok mulva jelentkezik.

a

A tenyésztonek feltétleniil ismernie kell, hogy a termelni kivant hal el6 tudja-e allitani

C-vitamint. [gy az L-aszkorbinsav szintetizdlasara képes tokfélék takarmanyaban

keriilend$ a 10-20 mgkg'-nél magasabb C-vitamin tartalom, ezért nem javasoljuk a magas

aszkorbat tartalmu pisztrangtapok alkalmazasat, ami a gyakorlatban idénként el6fordul.

A C-vitamin Kkiegészitést igénylé fajoknal ugyanolyan karos lehet a takarmanyban

alkalmazott til magas aszkorbat szint, mint az optimalis sziikségletnél alacsonyabb.
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A fentieket és a dolgozatban kozolt tovabbi eredményeket figyelembe véve mindenképpen
sziikséges lenne mas, a hazai haltenyésztés szamara fontos halfajok C-vitamin
sziikségletének meghatarozasa is.

Figyelmet kellene forditani az &ltalunk eddig nem kutatott anyafelkészitési idészak
vizsgalatara is, hiszen az ikrdk C-vitamin tartalma dontden fontos lehet a még taplalkozni
nem tudo larvak szamara.

Tovabbi kisérleteket javasolunk a C-vitamin szerepének tisztizasira a leggyakoribb

korokozok elleni védekezésben.
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6. OSSZEFOGLALAS

Amiota a XX. szdzad elején bizonyitottd valt, hogy a C-vitamin hidnya okozza az
emberiség egyik rettegett betegségét, a skorbutot, egyre tobben tanulmanyoztdk szerepét
kiilonboz6 allatfajok esetében is. A ma mar kdzismert, trividlis nevén L-aszkorbinsav nevii
vegyliletrél azota bebizonyosodott, hogy jelentds élettani hatasa is van. Tobbek kozott az
emberi és allati szervezetekben végbemend hidroxilalasi reakcidokban résztvevd enzimek
nélkiilozhetetlen kofaktora, kulcsszerepe van a szabadgyokok veszélyes reakcidi elleni
védelemben, antioxidans és immunstimuldtor, valamint fontos szerepet jatszik egyes
stresszhatasok kivédésében is. Mig a novényvilag tagjai igen, addig az ember ¢és az allatok
egy része gulonolakton oxiddz enzim hidnydban nem képesek eldéllitani ezt az ¢lo
szervezetek szamara nélkiilozhetetlen vitamint.

Az intenziv haltenyésztés elterjedésével egyre tobbszor észleltek egyes halfajoknal az
emberi skorbuthoz hasonl¢ tlineteket, amirdl a hetvenes évek végére bebizonyitottdk, hogy a
C-vitamin hidny okozza. A betegséget tobb halfajra, igy a pisztrangra, a lazacra, a csatorna
harcsara €s a tengeri siigérre is leirtdk. A kilencvenes évek végére bebizonyosodott, hogy
amig a fejlettebb csontos halak nem tudjak szintetizalni az L-aszkorbinsavat, addig a primitiv
porcos halak elegendd gulonolakton oxidaz enzimmel rendelkeznek a szamukra sziikséges
mennyiségli C-vitamin eldallitasahoz.

A hatvanas évek végén tobbek kozott artémia petékbdl egy addig ismeretlen, stabil C-
vitamin format izolaltak, az aszkorbat-2-szulfatot, amelyet kimutattak halakbdl is, és igy
hamarosan széleskorlien elfogadotta valt, hogy a halak valoszinlileg szulfat formajaban
taroljak a C-vitamint. A kés6bbi pontosabb analitikai modszerekkel azonban nem sikertilt
halakbol kimutatni ezt a vegyiiletet. Mivel az L-aszkorbinsav bomlékony, tovabbi stabil
aszkorbat formakat (foszfat, palmitat, gliikkozid) is eldallitottak. A halaknal az L-aszkorbinsav
foszfatészterei bizonyultak a legalkalmazhatobbnak, mert a szervezetiikben amugy is
jelenlévo savas foszfataz enzimek segitségével hasznositani tudjak azokat.

A két leggyakoribb természetes forma az L-aszkorbinsav és a dehidro-L-aszkorbinsav
spektrofotometridsan és HPLC-vel (magas nyomasu folyadékkromatograf) jol mérhetd. Az
iparilag eloallitott stabil C-vitamin formakat is meg lehet hatdrozni mind a két modon, de a

mai napig nincs egy olyan altalanosan elfogadott modszer, amivel legalabb a legfontosabb
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természetes ¢és iparilag eldallithatd aszkorbatformak egy minta ugyanazon extraktumabol
meghatarozhatok lennének.

A halak C-vitamin sziikségletének megallapitdsa bonyolult feladat. A novekedés és a
mortalitas vizsgalataval, valamint a skorbut jeleinek megfigyelésével legfeljebb a minimalis
aszkorbat igényt hatarozhatjuk meg. Az egyes korosztalyok optimalis C-vitamin szilikségletét
Osszetett kisérletsorozattal lehet megallapitani, ami tobbek kozott kiterjed a szdvettani
véltozasokra is. Szinte alig vannak adatok a C-vitamin taladagolasat illet6en.

Bar a C-vitamin létfontossdgu tobb, hazdnkban intenziven tenyésztett halfaj szdmara is,
Magyarorszagon csak a kilencvenes évek elején kezdddtek el a kutatasok, valdsziniileg a kis
volumenill hazai intenziv haltenyésztés miatt. Mivel az EU csatlakozasi folyamat soran a
takarmanyozas teriiletén is egyre nagyobbak a mindségi kdvetelmények, célszerli nagyobb
figyelmet forditani a takarmanyok vitamin, valamint egyéb mikro-tdpanyag tartalmara.

Munkankban a természetes C-vitaminnak és egyes iparilag eléallithatd formainak hatasat
mutatjuk be az eurdpai harcsara (Silurus glanis L.) és egy tok hibridre, kecsege x 1énai tok
(Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt). Kisérleteinket a Haldszati és Ontdzési
Kutatdintézet kisérleti recirkulacids rendszerében végeztiik. Az egyes vizsgalatokat minden
esetben megelSzte egy-egy kiilonbozé C-vitamin szinti és (10-10.000 mgkg™' aszkorbat)
formaju (L-aszkorbinsav (AS), aszkorbat-2-mono (AMF)- és polifoszfat (APF)) tappal torténd
etetési alapkisérlet. Az ezekhez hasznalt 5-150 g 4tlagtomegii halakat 100 l-es kddakban
neveltiikk. A vizatfolyds a kadakban 7 Imin”, a vizh6mérséklet 22-23 °C, az oldott oxigén
tartalom 80-90 %, a pH 8,5 volt. Az id6tartam, a népesités €s a halak mérete kisérletenként
valtozott.

Valamennyi kisérlet sordn egy azonos Osszetételli, megkdzelitden C-vitamin-mentes
alaptapot hasznaltunk kontrollként. Figyeltiik a halak novekedését, mortalitasat, a skorbut
mikroszkopikus és makroszkopikus tiineteit. Meghataroztuk a tok hibrid gulonolakton oxidaz
enzim aktivitdsat. Mind a két halfajnal mértiik a maj, a vese €s az agy aszkorbat-statuszat,
aszkorbat felvételét ¢és telitddését, valamint a foszfat és szulfat hidrolizisét az
emésztorendszerben. A C-vitamin sziikséglet meghatarozasahoz kiilonb6zd stressz
kisérleteket is végeztiink: nagy egyedsiiriiség, formalin, magas nitrit, oxigénhiany és éhezés.

Az eurdpai harcsa larvainal az els6 ¢lo taplalék, a tubifex L-aszkorbinsavval, illetve az
aszkorbat-2-polifoszfattal torténd dusitasanak hatdsat vizsgaltuk.

A szdvetek és a takarmany C-vitamin tartalmat és Osszetételét az altalunk kidolgozott

HPLC, illetve egyes esetekben ismert spektrofotometrias modszerrel mértiik.
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A C-vitamin meghatarozasokhoz kifejlesztettiink egy HPLC modszert, amely alkalmas a
tertmészetes C-vitamin formdk, az aszkorbat-2-mono- €s polifoszfat, valamint az aszkorbat-2-
monoszulfdt mérésére. Az irodalomban talalt lehetdéségek eddig nem alkalmazott
kombinaciojat alkalmaztuk a mintdk el6készitéséhez. A hattérkorrekciohoz a teljes L-
aszkorbinsav tartalmat specifikus enzimreakcioval (aszkorbat oxidaz enzimmel) oxidaltuk. Az
L-aszkorbinsavat jéghideg perklorsavas oldattal stabilizaltuk ¢és kozvetleniil mértik. A
dehidro-L-aszkorbinsavat ditioeritritollal redukaltuk L-aszkorbinsavva. Az aszkorbat-2-
fosztatokat savas foszfatdz enzimmel hidrolizaltuk ¢s a keletkezett L-aszkorbinsavat mértiik.

Az europai harcsa (Silurus glanis L.) novekedése szignifikansan (p<0,05) alacsonyabb
volt az L-aszkorbinsav (AS) mentes €s kiilonb6zo aszkorbat szintli takarményokkal etetett
csoportoknal. Az AS mentes tappal etetett halak mortalitdsa enyhén magasabb volt (~ 15 %),
mint a tobbi csoport 5-10 %-os elhulldsa. Valamennyi etetési alapkisérlet sordn 15-16 hét alatt
jelentek meg a skorbut mikroszkopikus és makroszkopikus tiinetei az AS mentes tappal etetett
halaknal. A gerincmetszetben talalhatdé porcszovetek a C-vitamin mentes tapon nevelt
halaknal nagyon kevés 11 sejtet tartalmaztak, amelyeknek alig volt sejtmagja, a rostok erdsen
deformaltak és toredezettek voltak nagy mennyiségii sejtkozotti folyadékkal A 100 mgkg™ AS
tartalmu tappal etetett halak mutattak a legtobb egészséges 1j sejtet és rostot. A magas, 1.000
sejtek falaban, a kialakult rostok erdsen Osszehtizodottak voltak, a sejtkozotti folyadék
mennyisége is nagyobb volt, mint a 100 mgkg™ AS-el taplalt halaknal. Kimutattuk, hogy ezt a
karosodast minden valdszinliség szerint az L-aszkorbinsavbodl keletkezd kiilonb6zd oxalatok
okozzak.

A kiilonboz6 szovetek Osszes aszkorbat tartalmanak valtozasat négy honapig vizsgaltuk (0,
10, 100 1.000 és 10.000 mgkg™' AS tartalmu tapokkal), amelynek végén a maj dsszes C-
vitamin tartalma viszonylag szoros Osszefiiggést mutatott a takarmédny L-aszkorbinsav
halainak 6sszes C-vitamin koncentracioja lényegesen alacsonyabb volt a majban és a vesében,
mint a legalabb 100 mgkg™ AS-el takarmanyozott csoportoknal. Az AS mentes takarmanyon
nevelt halak egyetlen szovetében sem tudtunk C-vitamint kimutatni.

Az europai harcsa (Silurus glanis L.) nem tudja szintetizilni az L-aszkorbinsavat,
ezért azt taplalékaban Kkell szamara biztositani. Minimalis C-vitamin igénye L-
aszkorbinsavban kifejezve 10 mgkg™, ami elegends a normalis novekedéshez, és a skorbut

elkeriiléséhez. A szOvettani vizsgalatok, valamint a maj, az agy és a vese telitdédésének
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figyelembevételével 100-200 mgkg™' L-aszkorbinsav tekinthetd optimalisnak az 5-200 g
tomegli halak szamara.

Nem talaltunk aszkorbat-2-monoszulfitot az eurdpai harcsa szoveteiben, igy nem
valdszinli, hogy képes ebben a forméaban tarolni. ,In vitro” koriilmények kozott az
emésztOcsatorna szdveteinek homogenizatuma az AMS-t nem hidrolizélta, igy valoszind,
hogy ez a halfaj nem rendelkezik aszkorbat szulfohidrolaz enzimmel, ami felszabaditana a
bioaktiv L-aszkorbinsavat.

Az eurdpai harcsa emésztdcsatorndja kiilonbozé szoveteinek kivonatdban a természetes
foszfataz enzimek ,,in vitro” gyorsan hidrolizaljak az aszkorbat-2-foszfatokat. A négy honapig
tarto etetési alapkisérlet halai koziil is csak a kontrollcsoport novekedése volt eltérd a tobbi,
valamilyen természetes vagy iparilag eldallitott aszkorbat-2-foszfatot tartalmazé
takarmanyokon nevelt halakétdl. Mortalitdsa ~ 40 %-o0s volt, mig az dsszes tobbié¢ 10 % alatt
maradt. A skorbut tiineteit csak a kontroll halak mutattak. Ezek az eredmények azt igazoljak,
hogy az eurdpai harcsa szimara a természetes L-aszkorbinsavon Kiviil C-vitamin forras
lehet az iparilag eléallitott aszkorbat-2-mono- és polifoszfat is.

A kiilonb6zd C-vitamin formakkal kiegészitett takarméannyal etetett csoportok szoveteinek
Osszes AS tartalmdban nem volt 1ényeges kiilonbség. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
halak optimalis fejlédéséhez sziikséges C-vitamint mar az alkalmazott legkisebb, 100 mgkg™
aszkorbat-2-monofoszfat és 150 mgkg" aszkorbat-2-polifoszfat tartalmu takarmannyal is
biztositani lehet. A 1-'*C-vel jelolt L-aszkorbinsavval végzett kisérleteink azt is igazoltak,
hogy folyamatos ellatds esetén a halfaj nem tarolja a C-vitamint, az két hét alatt teljes
egészében eltavozik a szervezetbdl. A gyakorlatilag aszkorbatmentes takarmanyozas esetében
a szervek 50-60 nap alatt tiriiltek ki.

A larvak, zsengeivadékok els6 €16 taplalékat, ami rendszerint tubifex, kiegészitettiik C-
vitaminnal. Az aprora vagott taplalék vizes oldatbol egyszerli abszorpcioval felvette a vitamin
barmelyik formdajat. A dusitott tubifex féreggel nevelt halak a 13 nap alatt az idékdzben
bekovetkezett spontdn darakoér fertézés ellenére 50 %-al novelték testtomegiiket, mig a
kontrollcsoport atlag testtomege gyakorlatilag nem emelkedett. A C-vitaminnal dusitott
tubifex féreggel etetett halak 70 %-a, a kontroll csoport 30 %-a élte tal a spontan darakor
fertdzést.

A héarom kémiai jellegli kornyezeti stresszhatast modellez6 kisérletiinkben (formalin, nitrit
¢s oxigénhidny) a vizsgalt szervek aszkorbat koncentracid véltozasai azt mutattdk, hogy a
halak C-vitamin igénye ideiglenesen megnd. Ilyen helyzetben atmenetileg sziikségessé valhat

az emelt szintii, akar 10.000 mgkg™ C-vitamin kiegészitéssel torténd takarmanyozas is.
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A legaldbb négy hoénapig tartd etetési alapkisérletek soran, fliggetleniil a C-vitamin
koncentraciojatol és formajatol, a tok hibridek (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri
Brandt) novekedésiikben, mortalitdsukban, csont-kollagén koncentracidjukban nem mutattak
kiilonbséget. Valamennyi csoport halai egészséges maradtak, a skorbut tiinetei még elvétve
sem fejlodtek ki.

A gulonolakton oxidaz enzimet kimutattuk a halak veséjében. A magas C-vitamin tartalmt
tap legalabb egy honapig tartd etetése nem gatolta az enzim aktivitdsat. Ezek az eredmények
egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a tok hibrid szintetizdlja a hal szdmara sziikséges C-
vitamint, ezért takarmanyaban nem szorul AS kiegészitésre.

A tok hibrid nem tarolja a C-vitamint szoveteiben, de nagyobb mennyiségi kiilsd
utanpoétlas  esetén az egyes szervek pillanatnyi aszkorbat koncentracigja enyhén
megemelkedik. A kornyezeti stressz okozta hatdsok vizsgalatara a tok hibrideket kiillonb6z6
aszkorbat tartalmu (AS 0, 10, 100, 1000; APF 450) takarméannyal etettiik. A vesében, ahol a
C-vitamin szintézis folyik, mind a nitrit, mind pedig az oxigénhidny hatasara szignifikdnsan
megnott az 0sszes aszkorbat koncentracio a kontrollcsoportnal. Az AS10 és AS100, valamint
az APF450 csoportoknal enyhén, az 1000 mgkg™ L-aszkorbinsavval etetett halaknal azonban
ugrasszeriien csokkent az 6sszes aszkorbat tartalom.

A tok hibrid veséjében vizsgaltuk a C-vitamin-tartalom véaltozasait viszonylag hosszl, 54
oran at tartd ¢hezés hatdsara. A halak L-aszkorbinsav produkcidja jelentésen csokkent a
magas C-vitamin tartalmi tapok etetésének kovetkeztében. Korabbi eredményeink azt
mutattdk, hogy a magas C-vitamin tartalmii takarmanyok etetése sem redukélja a
gulonolakton oxiddz enzim aktivitasat, igy valdszinti, hogy a szintézis valamelyik 1épésében
mégis kialakul gatlas, azaz ,feed back” szabalyozds miikddik. A gatlas mértéke szorosan

A két halfaj vizsgalatanak eredményei azt mutatjdk, hogy a halak takarméanyédnak
kiegészitése C-vitaminnal nagy gondossagot igényel, kiillonds tekintettel arra, hogy az
esetleges tévedés hatasa csak honapok mulva jelentkezik.

A tenyésztonek feltétleniil tudnia kell, hogy a termelni kivant hal képes-e eldallitani a C-
vitamint. Igy az L-aszkorbinsav szintetizalasra képes tokfélék takarméanyaban keriilendd a
10-20 mgkg'-nél magasabb C-vitamin tartalom, ezért nem javasoljuk a magas aszkorbat
tartalmu pisztrangtapok alkalmazasat, ami a gyakorlatban idénként eléfordul.

A takarméanyukban C-vitamin kiegészitést igényld fajoknal ugyanolyan karos lehet a tul

magas aszkorbat szint, mint az optimalis sziikségletnél alacsonyabb.
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8. FUGGELEK

8.1. Fogalmak, roviditések

Munkankban a C-vitaminnal kapcsolatos nemzetkozileg alkalmazott fogalmakat,
roviditéseket hasznaltuk, melyeket a dolgozat konnyebb érthetdsége kedvéért az alabbiakban

foglalunk Gssze.

Fogalmak

e (-vitamin stitusz: Az adott szervben, vagy szOvetben jelenlévé C-vitamin formak

pillanatnyi 6sszetétele.

e Aszkorbat tartalom: Az adott szerv, szdvet, vagy takarmany 0&sszes C-vitamin

koncentracioja L-aszkorbinsav egyenértékben.

Roviditések

e Aszkorbat oxidaz: ASKOX

e Aszkorbat-2-monofoszfat: AMF
e Aszkorbat-2-monoszulfat: AMS
e Aszkorbat-2-polifoszfat: APF

e Dechidro-L-aszkorbinsav: DHA

e Ditioeritritol: DTE
e Ditiotreitol: DTT
e Gulonolakton oxidaz: GLO

e [-aszkorbinsav: AS

e Perklorsav: PKS
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2. Kiegészito tablazatok

sre s

harcsa (Silurus glanis L.) agyaban Kiilonboz6 stresszek hatasara

C-vit. ASO AS10 AS100 AS1000 AS10000

forma  (ugg) (ugg) (ueg)  (ugg)  (ugg)

Stressz elott AS nd 48,2+1,95 57,0+1,85 57,242,30 105,4+5,65
DHA nd 59+1,17 30,6+2,65 16,8+1,74 27,4+3,48

TAS nd 54,142.8 87,5+4,35 74,0+1,60 132,8+8,83

AS% 89,1+1,77 65,1+1,34 77,3+2,39  79,4+1,46

Nagy egyedsiiriiség AS nd 8,0+1,45 15,4+1,49 26,5+2,16 75,2+2,34
Stressz utdn DHA nd 0,240,10 4,440,43  5,3+0,89  18,2+1,95
TAS nd 8,2+1,55 19,842,19 31,0+3,41 91,5+0,77

AS% 97,6+0,79 81,6+6,07 85,8+3,30 82,2+2,48

Formalin AS nd 2,140,41 36,943,779 63,4+1,57 116,745,24
stressz utdn DHA nd 18,1+1,33 57,9+2,45 62,9+5,42 202,9+26,21
TAS nd 20,240,92 94,8+6,06 126,3+6,94 319,6+24,79

AS % 10,6+2,55 38,9+1,58 50,2+1,60 36,7+3,45

Nitrit AS nd 0,3+0,58 0,240,29  0,3+0,46  0,00+0,00
Stressz utdn DHA nd 48,4+5,04 123,5+9,90 125,4+6,95 140,9+11,86
TAS nd 48,745,46 123,749,96 125,6+7,34 140,9+11,86

AS % 0,6+1,10 0,1+0,23  0,2+0,35 0,0+0,00

Nitrit AS nd 15,8+2,61 59,845,31 54,6+6,67 57,4+10,20
1 héttel stressz utan DHA nd 9,8+1,106 32,6+2,09 28,2+4,44 34,6+2,27
TAS nd 25,643,94 92,447,333 82,849,14 92,0+12,19

AS % 61,8+0,95 64,7+0,74 65,9+3,50 62,1+3,02

Megjegyzés: nd = nem detektalhato
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e rer

harcsa (Silurus glanis L.) majaban kiilonboz6 stresszek hatasara

C-vit. AS O AS 10 AS100 AA1000 AS10000
forma  (ngg)  (ugg) (ngg) (nge) (nge)

stressz eldtt AS nd 13,6+3,47 93,1+7,14 211,2427,75 360,4+31,99
DHA nd 4,9+1,72 38,0+2,36  56,5+3,00 218,0+4,18
TAS nd 18,5+5,18 131,146,63 267,7+427,08 578,5+29,55

AA % 73,9+2,24  71,0+2,43  78,7+2,56  62,2+2,42
Nagy egyedsiiriiség AA nd 0,6+0,20 84,6+9,13 113,4+13,90 240,6+20,14

Stressz utdn DHA nd 2,2+0,08 6,6+0,97 0,7+0,62 3,8+1,73
TAA nd 2,840,27  91,3+10,10 114,1+13,28 244,4+20,52

AA % 20,3+4,83  92,7+0,28  99,3+0,60  98,4+0,66

Formalin AA nd 1,8+0,75  39,0+8,32  70,5+7,77 107,2+4,71
stressz utdn DHA nd 2,340,81 58,843,770  56,8+5,22 253,2+41,41
TAA nd 4,1+1,56  97,8+11,76 127,3+8,06 360,4+38,10

AA % 44,0+2,43  39,6+3,61 55,3+4,06  30,0+3,93
Nitrit AA nd 17,3+0,76  81,5+13,07 123,8+4,81 86,5+10,88
stressz utdn DHA nd 24,843,18 129,9+8,47 213,6+15,84 290,0+21,18
TAA nd 42,143,88 211,3+13,49 337,4+19,50 376,5+19,51

AA % 41,342,30  38,4+4,39  36,7+1,24  23,0+2,98
Nitrit AA nd 2,0+1,22 5,343,31  46,6+10,86 52,2+13,62
1 héttel stressz utan DHA nd 10,3+7,28  28,5+5,77 9,6+7,38  39,9+13,73
TAA nd 12,3+8,49  33,9+9,04  56,2+4,97  92,1+27,24

AA % 19,0+5,22 14,8+5,69 82,4+13,46 57,1+2,44

Megjegyzés: nd = nem detektalhato
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18. tdblizat: Természetes C-vitamin formak koncentraciéja (ngg”' nedves tomeg) a

tok hibrid (Acipenser ruthenus L. x Acipenser baeri Brandt) szoveteiben

nitrit stressz hatasara.

Kontroll AS10 AS100 AS1000 APF450
Agy Stressz elott
DHA 14,02 £ 15,54 7,32 £10,43 57,87 £29,99 0,531 +£1,18 33,34 £20,59
AA 86,96 + 20,57 106,6 £ 26,41 100,7 £ 16,65 145,1 £19,58 92,00 £ 22,65
TAA 101,0 £27,43 113,9 +£24,87 158,6 £23,46 145,6 £ 19,72 125,3 £15,45
Stressz utdn
DHA 46,77 +£ 42,09 16,40 £ 25,51 35,22 £ 18,871 41,39 £18,51 37,77 £ 30,53
AA 77,75 £26,35 99,35 + 18,64 69,04 + 14,77 81,27 £20,70 74,96 £ 28,06
TAA 124,5 £29,27 11,57+ 7,22 104,2 £ 15,37 122,6 £2,95 112,7+17,22
1 hét stressz utdn
DHA 23,54 £ 33,56 8,02 +17,93 20,37 £27,90 33,85 £47,17 11,36 £ 15,55
AA 66,83 + 25,30 70,29 +20,79 108,5 + 34,55 108,9 £+ 56,22 59,03 + 34,48
TAA 90,38 £22,11 78,32 £ 18,26 128,9 £21,72 142,8 +£33,087 70,39 + 24,02
Vese Stressz elott
DHA 10,95 £ 8,91 18,86 £5,93 28,97 £13,81 88,44 +48,29 40,76 = 7,31
AA 9,02 £5,17 8,63 £2,36 7,68 £8,17 8,60 £8,18 7,14 £9,27
TAA 19,97 £ 9,04 27,49 £ 6,58 36,56 £ 8,79 97,04 £42,13 4790+ 11,25
Stressz utdn
DHA 32,35 £25,30* 13,86 £ 11,8 16,98 + 7,24* 2,44 £2,42%* 22,25 +£9,58
AA 6,72 £6,32% 8,93 +£13,3 3,18 £1,10* 10,75 £7,15* 3,25 £2,49
TAA 41,71 £23,17* 26,28 £ 11,8 21,41 £ 8,45* 7,35 £10,11* 26,11 +£11,93
1 hét stressz utin
DHA 25,92 +25,30 33,75 £24,72 20,30 + 20,15 54,4 + 35,05 31,95 +£12,13
AA 2,29+ 2,69 2,67 +£2,83 2,32 +4,57 6,87 +8,19 nd
TAA 28,21 £22,11 36,42 + 23,65 22,63 £ 18,01 61,27 £33,74 31,95 +£12,13
Hepatopankreasz Stressz eldtt
DHA 26,6 £ 8,0 32,2 +14,6 274+ 9,5 50,0 £ 31,1 15,1 £10,7
AA 14,5+ 6,9 8,8+ 3,5 9,6+ 49 24,0 + 1,38 16,9 £ 6,0
TAA 41,1174 41,0+173 37,1 £11,0 74,0 £23,9 31,9 £ 14,8
Stressz utdn
DHA 1,1+ 24 32+ 4,6 1,6 £ 3,5 51+£75 3,7+ 5,6
AA 39,8 £28,4 25,2 +19,2 26,0+ 10,3 37,8 £10,7 31,6 £18,2
TAA 40,9 £ 27,6 28,4 +15,9 27,6 £10,6 42,9 +12,5% 35,2+17,3
1 hét stressz utdn
DHA 31,1 £ 8.8 333+11,4 49,8 + 14,1 41,0+ 27,6 18,0 £ 6,1
AA 8,5+ 4,2 7,1+ 33 99+ 47 31,2 +15,4 10,8 + 8,4
TAA 30,6 +11,4 40,4+ 8,6 59,7 +13,9 72,2 +239 28,8+ 8,7

Megjegyzés: *= szignifikans kiilonbség (p<0,05) a stressz el6tti koncentraciotol
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