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1. Bevezetés

A horgészat a turizmus és a szabadidds tevékenységek egyik legfontosabb és
folyamatosan fejlédé aga, kiilonosen a fejlett orszagokban (Hjalager 2010, Dokulil 2014,
Imbert et al. 2022). Az iparosodott orszdgok lakossaganak mintegy 10%-a érdeklddik a
horgészat irdnt; szamuk vilagviszonylatban tobb szaz milli6é (Arlinghaus et al. 2015, Elmer
et al. 2017, Embke et al. 2019), ami jelentds nyomast jelent a vizi 6koszisztémak szdmara.

A horgészok gyakorta hasznalnak csalogatd- és etetGanyagokat, hogy a halakat a
meghorgaszott teriiletre csalogassak, helyben tartsak. Az eurdpai édesvizekben a horgaszok
atlagosan 1 - 2 kg, mig a pontyra specializalédott horgaszok 3 kg (Wolos et al. 1992,
Arlinghaus & Mehner 2003, Boros et al. 2022) ectetbanyagot juttatnak a vizbe
horgasznaponként, ami orszagos léptékre nagyitva elérheti a tobb ezer tonnat is évente
(Mehner et al. 2018). Egy hazai vizsgalat kimutatta, hogy a Balatonba évente t6bb, mint
2000 tonna etetdanyag keriil (Boros et al. 2022). Lathato tehadt, hogy a horgaszat
népszerliségének novekedésével a horgaszati etetGanyag-hasznélat fokozott figyelmet
érdemel.

A nagy mennyiségben vizbejuttatott etetGanyagok — magas nitrogén-, és
foszfortartalmuk révén - tapanyagterhelést jelenthetnek az érintett viztesteknek (Wolos et
al. 1992, Imbert et al. 2022). A hatas mértéke fiigg az etetGanyagok mennyiségétol és
tipusatdl (Boros et al. 2022), valamint a viztestek trofikus allapotatol és mélységétol
(Dokulil et al. 2014). Illy mddon egy magas horgasznyomasnak Kkitett sekély,
tapanyagszegény viztestet fokozottan ki van téve az eutrofizal6das kockazatanak (Dokulil
etal. 2014).

Horgaszati szempontbdl intenzivebben hasznositott vizekben az etetdanyagok fontos
taplalékforrast jelenthetnek a halak — elsésorban, de nem kizarélag pontyfélék — szamara
(pl.: Specziar et al. 1997). Mégis, nagyon keveset tudunk az etetbanyag-fogyasztas halak
vizeink halallomanyéanak védelme, mind pedig a mesterséges horgasztavak gazdasagi
fenntarthat6saga érdekében.

Napjainkban szamtalan etetéanyag-tipus van forgalomban, amelyek 6sszetevéikben
¢és tapanyagtartalmukban jelentdsen kiilonbozhetnek egymastol (Imbert et al. 2022).
Altalanossagban elmondhatd, hogy lehetnek tisztan allati eredetii (pl. hal-, his- és
kagyloliszt) vagy novényi eredetli Osszetevokbol (pl. 6rolt gabonafélék), illetve ezek
keverékébdl allo termékek (Wolos et al. 1992, Niesar et al. 2004, Boros et al. 2022). Mind
a tapanyagterhelés, mind a halakra gyakorolt hatasuk szempontjabol kulcsfontossagu az
etetdanyagok Osszetétele. Ez alapjan kiemelkedd jelentdségli a kiilonbozd Osszetételi és
tapanyagtartalmu etetdanyagok hatasainak vizsgalata.



2. Célkitiizés
Munkam soran a célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

(i) Az  etetéanyag-hasznalat rovidtavi tapanyagterhelésenek mértéke a
vizoszlopra. E témakoron beliil a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt: (a)
mekkora mértékii a nitrogén és a foszfor felszabadulasa az elfogyasztott és az el
nem fogyasztott allati- és névényi alapu etetbanyagokbol, (b) a hémérséklet
valtozasa milyen hatast gyakorol a tapanyag felszabadulasanak dinamikajara.

(i) Az etetéanyag-fogyasztas hatasa a halak novekedesére és egészségeére.
Megvalaszolando kérdéseim: (a) az allati- és novényi alapu etetéanyagok eltérd
hatassal vannak-e a halak ndvekedéseére, (b) tapasztalhat6-e zsirfelhalmozodas
¢s gyulladas a halak szervezetében az eltérd Osszetételii etetbanyagok
fogyasztasaval dsszefliggésben.



3. Anyag és modszer
3.1. Az etetéanyagok vizre gyakorolt hatasa
3.1.1. A kisérletben haszndlt etetéanyagok

Az éallati és novényi alapanyagok emészthetdsége és — feltételezhetden — az
oldhatosaga jelent6sen eltér, igy a tapanyag-felszabaduldsban a legfontosabb kilonbségeket
az allati- és novényi alapt etetGanyagok kozott feltételeztiik. Vizsgalatainkhoz ezért egy
foként allati eredetli 6sszetevokbdl és egy dontden ndvényi alapt etetdanyagot valasztottunk
ki. Az allati alapu etetbanyag egy 8 mm atmérdjii, henger alakd pellet volt, mig a névényi
alapu etetGanyag egy 18 mm atmér6jii kerek bojli. A hasonlé méret biztositasa érdekében a
ndveényi alapu bojlit nyolc darabra apritottuk.

3.1.2. Laboratdriumi kisérletek- az etetéanyagokbdl torténd tapanyagoldodas

A tisztan oldodasbdl szarmazd nitrogén- és foszforfelszabadulast, és azok
hémérsékletfliiggését laboratoriumi koriilmények kozott vizsgaltuk. A kisérleteinkhez 25
literes Uvegmedencéket hasznaltunk, amelyeket 20 liter csapvizzel toltottink fel. A
homérsékletfiggés vizsgalatdhoz a kisérleteket 13°C ¢és 23°C-on vegeztik el.
Kezelésenként (kétféle etetbanyag és két hdmérséklet) harom-harom ismétlést futtattunk. A
nitrogén- és foszfor-mérésekhez kdzvetleniil az etetéanyagok hozzaadasa elétt (0. ora), majd
24 oran keresztiil minden hatodik 6raban vizmintat vettiink. Kovetkezé 1épésként, hosszabb
id6tavban is vizsgaltuk az oldodasi folyamatokat. Ehhez a 23°C-on végzett Kisérletet
megismételtiik, de 24 6ra helyett 5 napos idétartammal. Vizmintdkat az etetdanyagok
hozzaadasa el6tt és minden 24. oraban vettiink 5 napon keresztiil. A vizmintakbol oldott
nitrogén (ammoénia, nitrit, nitrat) és foszfor (ortofoszfat) mérés automatikus
elemzéegységgel tortént. Az adott megfigyelési idészakban kioldodd nitrogén és
foszformennyiséget az etetéanyaggal bevitt mennyiséglik szazalékdban fejeztik ki. Az
adatokat tébbszempontos (kevert) varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik.

3.1.3. Kiltéri tartalykisérletek — etetéanyagokbol tortéend tapanyag-felszabadulds halak
jelenlétében és hianyaban

Pontyokkal (Cyprinus carpio) végzett szabadtéri tartalykisérletek segitésegével
vizsgéltuk, hogy az elfogyasztott, illetve az el nem fogyasztott etetbanyagok mekkora
foszfor- és nitrogénterhelést jelentenek a vizoszlop szadméra. Tizenkét, hengeres,
levegdztetett, szabadtéri, atfolyd rendszerli tartalyt allitottunk fel oldalrdl nyitott, de az
iddjarasi viszontagsagoktol feliilrél védett sator alatt. A 60 cm magas, és 80 cm atmérdji
tartalyokat 250 liter vizzel toltottiink fel egy a Kakafoki-holtag (Kords-holtag) altal taplalt
tilepitd tobol.

A kisérleteket a laboratoriumi vizsgalatban hasznalt kétféle etet6anyaggal
végeztiuk, melyek kozil a novényi alapu bojlit ugyanigy feldarabolva kinaltuk. Az
etetdanyagok tipusa (allati- és ndvényi alapt etetdanyag) és a halak jelenléte/hianya alapjan
Osszesen Otféle kezelést alkalmaztunk: (1) allati alapu etetdanyag X halmentes €s a (2)
névényi alapil etetdanyag X halmentes az el nem fogyasztott etetdanyagok hatdsat



modellezte; az (3) allati alapt etetbanyag x hal, és a (4) nOvényi alapt etetdanyag x hal az
elfogyasztott etetdanyagok hatasat modellezte; illetve az (5) etetdanyag mentes x hal az
alapvetd endogén (azaz nem a taplalkozassal Osszefliggd) tapanyag-kivalasztast
jellemzésére.

Tartalyonként 3 db (300-500 g tomegli) egyéves pontyot telepitettiink, melyek
Ossztomege tartalyonként 1133+143 g volt. Egy egyhetes akklimatizaciés 1d6 utdn a
kisérletsorozatot majus 16. és janius 11. kdzott végeztilk 14°C, 17°C, 20°C, 22°C és 26°C
novekvo atlagos vizhdmérséklet mellett. A kisérletek idétartama 24 6ra volt, melyek el6tt a
viz atfolydsat megsziintettiik, vizmintat vettiink minden tartalybdl (0. idépont), majd az
etetdanyagokat a tartalyokba helyeztiik. Az etetdanyagokbol a halak nedves testtomegének
2%-aval megegyez6 mennyiséget kinaltunk fel, mig a hal nélkiili medencékbe a halas
tartalyokba juttatott etetéanyagok mennyiségének atlagat helyeztiik. A 24 6ra letelte utan
Ujabb vizmintat vettlnk, majd a vizatfolyast visszaallitottuk. Mind a kisérlet el6tti
akklimatizacid, mind a kisérletek kozotti pihendid6szakok alatt a halakat naponta kétszer
akvakultaraban hasznalt haltappal (Aller master, 8 mm, sz&rmazéas: Dénia) etettlk, de
minden kisérlet el6tt 1 napos taplalékmegvonast alkalmaztunk.

Az etetbanyagok tapanyagtartalmanak meghatarozasahoz az 6rolt etetbanyag-mintakat
60°C-on tdomegallanddsagig szaritottuk, majd dorzsmozsarral homogenizaltuk. A
nitrogéntartalom mérés  Kjeldahl-modszerrel  tortént, mig a  foszfortartalmat
mikrohulldmmal segitett salétromsav-hidrogén-peroxidos feltarassal és az azt koveté ICP-
OES méréssel hataroztak meg. A vizmintak dsszes nitrogén (TN) és az dsszes foszfor (TP)
tartalmanak meghatarozasahoz kalium-perszulfatos feltarasi modszert alkalmaztak; a
felszabadult nitrogén- és foszforformakat, valamint a vizmintdk oldott nitrogén- és
foszfortartalmat automatikus elemzéegységgel (Ganimede-N és P, Hach Lange) mértek.

A statisztikai analizis soran a tapanyag-felszabadulasra vonatkozo, kezeléssekkel
kapcsolatos valtozasokat (azaz az etetdanyagok behelyezése eldtti (0. 6ra) és a kisérlet végi
(24. o6ra) mérések kozotti kilonbséget — A értékek) a tartalyvizben 1évé nitrogén- és
altalanos linearis modellekkel (ANOVA, GLM) értékeltlik ki, amelyek az egyes kiserleti
koroket random faktorként, a kezelést pedig fix hataskent vették figyelembe.

3.2. Az etetéanyagok halakra gyakorolt hatisa

A kisérletbe két dontden allati és két ndvényi OsszetevOkbol allo etetdanyagot
valasztottunk, mivel a novényi és allati eredetli 0sszetevok aranya a halak novekedése €s
egészségi allapota szempontjabol meghatarozo. A kontroll tap a korabban hasznélt
akvakulturas haltap (Aller master, 8mm).

Hathetes takarmanyozasi Kkisérletet végeztink a MATE HAKI recirkulaciés
akvakultura-rendszerében (RAS) tdgazdasagi akvakultirabdl szarmaz6 pontyokkal. A
karanténiddszak lejartdval a halakat 15 db, haloval fedett, 1 m® -es tartalyba helyeztiik.
Tartalyonként 5 db halat telepitettiink, melyeket egyedi jelekkel (PIT) lattunk el. A halak
kezdeti testtomege (557 g £155 g) nem kiilonbozott jelentdsen a tartalyok kozott (ANOVA,
F114=0,49, p=0,675). Az 4tlagos allomanysiiriiség tartalyonként 2786 g/m* (+314 g) volt a
kisérlet elején, és 4382 g/m? (633 g) a kisérlet végén.

Az etetGanyagok alapjan o6tféle kezelést alkalmaztunk hdrom ismétlésben. Az (1) és
(2) kezelésekben a halakat egy-egy allati eredetii etetbanyaggal etettiik, amelyeknek {6



Osszetevije a halliszt. A (3) és (4) kezelésekben egy-egy ndvényi alapu etetdanyagot
kinaltunk a halaknak, mig az (5) kezelés kontrollként szolgalt, ahol a halakat a korabban
emlitett haltappal (Aller master, 8 mm) etettiik. Az alkalmazott takarmanyozasi arany a
nedves testtdmeg 2%-a volt, amelyet a nap folyaman két adagban kinaltunk fel. A
testméretet (TL, standard hossz — SL, eés W) kéthetente megmeértiik, és a takarmany
mennyiségét ennek megfeleloen modositottuk. A kisérlet végén minden halat
fenoxietanollal tdlaltattunk, majd megmértiik a test-, a zsiger- és a maj tomegét, a testhosszt
(TL és SL), és majszdvetmintat vettink.

A mintaelemzések soran az 6rolt etetbanyag-mintdkat 60°C-on allandé tomegiire
széritottuk, dorzsmozsarral homogenizaltuk, majd meghataroztunk a nitrogén- és
foszfortartalmat, nyers fehérjetartalmét (nyersfehérje = 6,25 x nitrogéntartalom),
aminosavprofilt, nyersrost-, nyerszsir- és keményité- és energiatartalmat.

A halak novekedését az alabbi indexekkel jellemeztik: tdmeggyarapodas: WG =
(Wrinal-Winitial)/Winitial X 100 és az abszolut novekedési arany: AGR= (Wrtinal-initial)/idOtartam
(nap), ahol Wrina a halak teststlya a kisérlet végén, Winitiai pedig a halak teststlya a kisérlet
kezdetén. A takarmanyozasi egyiitthatot a kovetkezOképpen szamitottuk ki: FCR =
F/(Wrina-Winitiar), ahol F a felvett takarmany teljes témege. A fehérjehatékonysagi aranyt a
PER = (Wrina-Winitial)/P mutatta ki, ahol P az elfogyasztott fehérje grammban kifejezve. Az
energiahatékonysagi aranyt a kovetkezOképpen szamitottuk ki: EER = (Wfinai -Winitial)/GE,
ahol GE a kalorimetrias mddszerrel meghatarozott bruttd energiafogyasztds grammban.
Meghataroztuk tovabba a Fulton-féle kondicio faktort: K = W x 100/SL3, ahol a W a hal
tdmege, az SL pedig a standard testhossza. Az elzsirosodas értékeléséhez kiszamitotuk a
hepatoszomatikus indexet HSI = Wmgj/Wha, €s a viszkeroszomatikus indexet VSI =
inscera/W hal.

A génexpresszid elemzésehez tartalyonként két halbol vettlink majmintat és a nem
specifikus immunvalaszban részt vevé gyulladasos citokinek (tumor nekrézis faktor alfa
(TNF-a), interleukin-1 béta (IL-1pB), interleukin-10 (IL-10) és transzformald ndvekedési
faktor béta (TGF-B)) génexpressziojat valos idejii kvantitativ PCR (qPCR) segitségével.

A méj szOvettani vizsgalata soran a majmintdkat feldaraboltuk a maj
energiatartalékainak (azaz a lipid és a glikogén) azonositasa céljabol. A majmintakat mosas
és krioprotektaltuk, Cryomatrixba &gyaztuk, majd periddusos savas-Schiff festéssel
festettiik, mikrofotoztuk. A felvételék alapjdn — adott latomezében — megszamoltuk a
cseppek szamat, atlagos teruletét és az altaluk lefedett teljes teriletet.

A statisztikai analizis soran linearis modelleket (LMM) alkalmaztunk a tartaly
azonositdjaval - mint véletlen hatassal - a végsé stly, a végs6é hossz, a novekedési
paraméterek (WG, ARG, TGR), a kondicio és a szomatikus indexek (K, HSI, VSI) kdzotti
kiilonbségek vizsgalatara a kezelések kozott. Az etetdanyagok hatdsdnak értékeléséhez a
gyulladasos citokinek expresszidjara és a végs6 biomassza, FCR, PER, EER, valamint a
lipideseppek stirlisége ¢és mérete kozotti kiilonbségekre a kezelések kozott egyutas
varianciaanalizist (ANOVA) vagy Kruskal-Wallis H-tesztet.



4. Eredmények és értekelésiuk
4.1. Az etetéanyagok vizoszlopra gyakorolt hatasa
4.1.1. El nem fogyasztott etetéanyag — oldodas

A laboratoriumi kisérletek sordn minden hémérsékleten mindkét etetGanyag
esetében gyors foszforoldodast figyeltink meg. Az els6 12-18 draban folyamatosan
novekedett és a négy kezelésben (azaz hdmérséklet x etetéanyag-tipus) 17 és 26% kdzotti
maximumot ért el 18-24 éraval az etetbanyagok hozzaadasa utan. Az 6t napos kezelésben a
foszfor-értékek oldodasa az elsd naptdl az 6tddik napig mindkét etetGanyag-tipusban 14-
28%-0s tartomanyban maradt. A gyors foszfor-felszabadulds vizben jol oldodo
foszforformak jelenlétére utalt mind az allati eredeti, mind pedig a ndvényi alapt
ctetGanyagok esetében. A nitrogén-felszabadulashoz nitrogénben gazdag szerves
vegylletek lebomlédsa sziikséges (Kong et al. 2020), ezért ez a folyamat a foszfor
felszabadulasahoz képest késleltetett (Kibria et al. 1997, Akhan & Gedik 2017). A nitrogén
kioldodasa 13°C-on mindkét etetGanyagbol nagyon csekély volt (<2%), és az id6
fuggvényeében csekély (allati eredetii etetbanyag esetében) vagy semmilyen (névényi alapt
etetdanyag esetében) eltérés nem mutatkozott. A nitrogén kioldodasa 23°C-on is alacsony
volt (<2%) az allati eredetii etetdanyagbol, de az id6 mulasaval kissé novekedett. Az allati
eredetli etetGanyagok esetében a jelentds nitrogén-felszabadulas 3-4 nap utan kovetkezett
be, ami az allati eredetii, akvakultiraban hasznalt takarmanyok esetében is jellemz6 (vo.
Kibria et al. 1997, Akhan & Gedik 2017). Ezzel szemben a ndvényi alapu etetbanyagok
esetében az oldott nitrogén hirtelen csokkenése volt megfigyelhetd. Bar csapvizet
hasznaltunk, az etetbanyag vektorként szolgalhatott a mikrobdk szamara. A szervetlen
nitrogén immobilizacidja feltehetéen a mikrobialis nitrogén-felvétel eredménye lehet, ami
a novényi tormelékek bomlasanak kezdeti szakaszaban gyakori (Berg & Staff 1981, Hefting
et al. 2005). Feltehetéen a mikrobialis bontas szervetlen nitrogénigényét a vizbol fedezte,
mivel a szlikségleteihez képest az etetGanyag N:P molaris arany alacsony volt. A szervetlen
nitrogénkoncentracié csokkenése magasabb hdmérsékleten hangstlyosabb volt, ami
megerdsiti a mikrobidlis aktivitas szerepét a nitrogén immobilizaldsaban.

Eredményeink alapjan az el nem fogyasztott etetdanyagok jelentds ortofoszfat-
forrast jelenthet, amely kozvetleniil elérhet6 foszforformat jelent az elsédleges termeldk
szaméra. Mivel az eurdpai tavak tobbnyire foszforlimitaltak (Poikane 2022), az el nem
fogyasztott etetdanyag kozvetleniil hozzajarulhat az antropogén eutrofizacidhoz. Az
ortofoszfat hirtelen feloldodasa és a novényi eredetii etetbanyagok oldott nitrogén-
immobilizacioja csdkkentheti a vizoszlopban rendelkezésre all6 tapanyagok N:P aranyat, es
potencialisan kedvez a nitrogén-fixalo cianobaktériumoknak (v6. Hecky & Kilham 1988).

4.1.2. A halak altal elfogyasztott etetoanyagok

Az allatok altal kibocsatott tapanyagok lehetnek mind partikulat, mind oldott
forméajlak. Az elfogyasztott taplalék megemésztetlen vagy emészthetetlen részei partikulalt
formaban tdvoznak (ezt nevezziik iiritésnek), mig az emészthetd részt az allatok képesek
asszimilalni. A ndvekedés soran a viszonylag allando testosszetétel fenntartasa érdekében
az allatok az asszimilalt tapanyagokat testiik tapanyag-0sszetételéneknek megfeleld



aranyban visszatartjak (6koldgiai sztochiometria-elmélet, Sterner & Elser, 2002), a
feleslegben 1€vo tapanyagok pedig oldott forméaban tadvoznak (ezt nevezziik kivalasztasnak).
A tapanyagtartalmon tal tehat a taplalék emészthetGsége is dontd szerepet jatszik a
tapanyag-felszabadulasban (Moody et al. 2015).

A halas tartalyrendszeres kisérletek soran az allati eredetii etetbanyag esetében
magasabb A nitrogén-értékeket mértiink, mint a névényi alapu etetdanyag és az etetdanyag
nélkiili kezelésekben. A A Gsszes nitrogén az allati eredetli etetdanyag és a novényi alapt
etetbanyag teljes nitrogéntartalmanak hasonld aranyat tette ki, de az éallati eredeti
etetdanyag esetében elsdsorban a szervetlen nitrogénformak domindltak, ami az éallati
eredetli etetdanyagok jobb emészthetdségére utalnak. Az etetdanyagokban (és a taplalékban
altalaban) a nitrogén nagy része aminosavakban van megkotve, igy a felszabadul6 nitrogén
mennyisége és formai a fehérjetartalom és azok emészthetdségének fliggvénye (Ballestrazzi
et al. 1994). Az allati eredetli etetanyagok magasabb nitrogén- és nyers fehérjetartalommal
rendelkeznek, és jol emészthet6 allati eredeti fehérjeforrasokat (pl. halliszt, husliszt; Drew
et al. 2007) tartalmaznak. Ezzel szemben a ndvényi alapu etetdanyagok ndvényi fehérjéi
kevésbé hozzaférhet6k a halak szamara. A ndvényi alapu etetdanyag-fogyasztas ezert
kevesebb és foként partikulalt nitrogén kibocsatasat idézte el6 a vizoszlopba (v6. Cheng et
al. 2003).

Bar elméletben a taplalékkal felvett foszfor mennyisége szorosan Osszefiigg a
foszforkibocsatassal (Moody et al. 2015), természetes kortulmények kozott (azaz a
taplalékforrasok, azok foszfortartalma és a felvett taplalék mennyisége) a halak igénye
altalaban meghaladja a taplalékban jelenlévé hasznosithaté foszfor mennyiségét, ami
ellentmondéasos eredményekhez vezethet (azaz nem talalnak Osszefiiggést a felvett és az
uritett/kivalasztott foszfor mennyisége kdzott (pl. Glaholt & Vanni 2005, Evangelista et al.
2017). Az etetdanyagok teljes foszfortartalma (1,04% az allati eredetii etetdanyagokban, és
0,84% a novényi alapi etetdanyagokban) valamivel magasabb volt, mint a ponty
sziikséglete (0,6-0,7% vizben oldddé foszfor ad libitum etetve; Ogino & Takeda 1976),
emészthet6ségiik azonban kétséges. A hal- és csontliszt nagy mennyiségt trik&lcium-
foszfatot tartalmaz (Jahan et al. 2002, Jahan et al. 2002), illetve szamos novényi 0sszetevo
gazdag fitinsavban (Eeckhout & De Paepe 1994). A specifikus enzimek (Jahan et al. 2001)
hianya miatt ezen foszforformak emészthetetlenek az olyan monogasztrikus fajok szamara,
mint a ponty. Ezek a megemészthetetlen foszforformak hozzajarulhattak ahhoz, hogy a
foszfor els6sorban firités utjan, partikulalt formaban tavozott a halakbol, ahogy jelen
vizsgalatainkban is tapasztaltuk. Mindkét etetGanyag esetében nagyobb aranyban a szerves
foszforformédk szabadultak fel. A halak feltehetGen visszatartottak (asszimilaltak) az
etetdanyagok emészthetd foszfortartalmat, és a kivalasztas kozel maradt az alapvetd, nem
taplalkozassal Osszefiiggd tapanyag-kivalasztds mertékéhez (Rodehutscord et al. 2000),
amelyet a nem etetett halakkal modelleztiink.

A poikiloterm szervezetek anyagcseréje nagymértékben fligg a hémérséklettol
(Brown et al. 2004), ami a tapanyag-kivalasztas (Vanni 2002) fokozodasat eredményezi,
kiléndsen a nitrogén (Morgan et al. 2013) esetében, ami elsésorban a fehérjelebontéssal
van kapcsolatban (Wood 2001). Az enzimek aktivitaisanak novelése révén a hdmérséklet
altalaban kedvezden befolyasolja a taplalék emésztési hatékonysagat szamos allati és
novényi fehérje esetében (Kim et al. 1998, Watanabe et al. 1996). A szabadtéri
kisérletiinkben az oldott nitrogén négyszeres ndvekedése a vizben a hdmérsékleti gradiens
mentén dsszhangban volt a kordbbi tanulményokkal: 10°C-os homérséklet-emelkedés 1,5-



4-szeres nitrogen-kivalasztas-névekedést okoz (Vanni 2002, Wood 2001). Ez a tendencia a
nem etetett halaknal is megfigyelhet6 volt, mivel a nitrogén-Kivalasztas endogen forrasa -
ellentétben az exogén komponenssel, amelyet a nitrogénbevitel vezérel - a hémérséklet
fliggvenye (Ballestrazzi et al. 1998). Bar az emésztés és a foszforasszimilacio hatekonysaga
a homérséklet novekedésével né (Kim et al. 1998, Nakasima & Leggett 1980), az
ctetbanyagok rendelkezésre allo foszfortartalma és a pontyok foszforsziikséglete kozotti
kiilonbség a kivalasztas mértékét homérséklettdl fiiggetleniil egy minimalis, az alapvetd
fiziologiai folyamatokkal egyitt jar6 mennyiség kozelében tarthatta.

4.2. Az etetbanyagok halak szervezetére gyakorolt hatisa

A nyers zsir-, keményit6-, energia- és nem-fehérje energiatartalom és nem-fehérje
energia:fehérje arany is jelent6sen kiilonbozott mind a négy etetdanyagok kozott. A
kontrolltakarmany, a két allati eredeti- és az egyik nOvényi eredetii etetdanyag
foszfortartalma hasonlé volt, mig a masik névényi alapu etetéanyag joval kevesebb foszfort
tartalmazott. Az etetdanyagok nitrogén- €és nyers fehérjetartalma tiikrozte az Osszetevok
eredetét, vagyis a novényi alapi etetdanyagokban mindketté alacsonyabb volt.
Hasonloképpen, az esszencialis aminosavtartalom is — kiiléndsen a metionin, az arginin €s
a lizin tekintetében — alacsonyabb volt a névényi eredetii etetbanyagokban, amelyeknél ezek
az értékek a ponty sziikségletei alatt voltak (a Nemzeti Kutatasi Tanacs ajanlasai alapjan,
NCR 2011).

Kisérleteink eredményei ravilagitanak az etetbanyagok Osszetételének ¢és
tapértékének jelentds kiillonbségeire, amelyek elsdsorban az Osszetevok eredetétol
fiiggenek. A novényi eredetli etetdanyagok kevésbé taplaloak, és a kontrolltakarmanyhoz
képest kisebb ndvekedést eredményeztek, azonban az allati eredetli etetbanyagokhoz képest
nagyobb egységnyi biomassza ndvekedést mutattak egységnyi nitrogénbevitelre vetitve.
Ezzel szemben az allati eredetii etetdanyagokkal etetett halak ugyanolyan magas novekedési
ardnyt mutattak, mint az intenziv nevelési célra kifejlesztett teljes értékii takarmannyal
etetett kontrollcsoport halai.

4.2.1. Az etetoanyagok halak névekedésére gyakorolt hatdsa

A novényi alapti etetGanyagokkal etetett csoportok novekedése (WG, AGR)
jelentésen lemaradt az allati eredetii etetbanyagok ¢€s a kontroll takarmannyal etetett
csoportokétol. Az alacsonyabb novekedést okozhatta az alacsony fehérjetartalom, az
esszencialis aminosavak hianya, a névényi anyagokban talalhato antinutritiv anyagok, és az
alacsony foszfortartalom (ami raadasul altalaban fitat formajaban van jelen) is. Habar e
tényezOk mindegyike mar dnmagéaban is magyarazhatnd az alacsonyabb ndvekedési litemet,
de e hatdsok kombinacidja sokkal valosziniibb (lasd: Francis et al. 2001). Mindkét vizsgalt
novényi alapu etetGanyag fehérjetartalma joval alacsonyabb volt, mint a ponty sziikséglete
(az NRC 32% nyersfehérjét ajanl). Bar ezeknek az etetdanyagoknak a magas
energiatartalma segithet abban, hogy a hal a fehérjét a ndvekedésre forditsa (pl. Shiau &
Peng 1993), azonban a fehérje-takarékossagi hatasnak (protein-sparing effect) is vannak
korlatai. Tovabba a Kkiegyensulyozatlan esszencialis aminosavprofil (kilondsen a
lizinhidny) és az antinutritiv anyagok jelenléte csokkenthette a fehérjék asszimilacidjat a
névényi alapu etetbanyagok esetében (Robinson 1991, Francis et al. 2001). Kisérleteinkben



a novényi alapu etetGanyagok lizintartalma koriilbeliil a fele volt az ajanlott ertékeknek
(NCR 2011), ami szintén ronthatta a ndvekedési teljesitmenyt (Hu et al. 2021). Meg kell
jegyezni, hogy a fehérje mennyiségének (azaz az etetbanyagok nyersfehérje-tartalmanak) és
eredetének (allati vs. ndvényi eredetli 0sszetevok) a halak novekedésére gyakorolt hatasai
nem elvalaszthatok, mivel ezek a jellemzOk a vizsgalatunkban egybeestek. A névényi alapu
ctetbanyagok magasabb PER-értékei azonban arra utalnak, hogy a lassabb ndvekedés
hatterében az alacsony fehérjetartalom 4allt. Végiil az alacsony ¢és nem elérhetd
foszfortartalom is hozzjarulhat a ndvekedés csokkenéséhez (Daniel 2018). Az egyik
vizsgalt ndvényi alapt etetdanyag foszfortartalma nyilvanvaldan elmaradt a ponty igényétol
(ami 0,6-0,7% vizben old6do formaban ad libitum etetve; Ogino & Takeda 1976). Bar a
tobbi novényi alapl etetdanyag elméletileg elegendd foszfort tartalmazott, azonban nem
lehetiink biztosak abban, hogy ez a foszfor teljes mértékben elérhetd volt a halak szamara.
A ndveényi anyagok foszforban gazdag fitinsavat tartalmaznak (Eeckhout et al. 1994), de a
ponty eés mas, fitdz enzimet nem kivélaszto halak szdméra elérhetetlen (Jahan et al. 2001).
Meg kell jegyezni, hogy az allati eredetii etetGanyagok - és &ltaldban az akvakultira
haltakarmanyok is - tartalmazhatnak nem elérhet6 foszforformakat is, mint a hallisztben
eléforduld trikalcium-foszfatot (Jahan et al. 2002a,b). A magas ndvekedési itemek azonban
arra utalnak, hogy az allati eredetli etetdanyagokban a foszfor a halak szdmara megfeleld
aranyban és formaban all rendelkezésre.

4.2.2. Az etetéanyagok hatdsa a mdj egészségeére

A fehérje-, lipid- és szénhidrattartalom kiegyensulyozatlansaga és/vagy a csokkent
emészthetdség miatt a ndvényi eredetll 0sszetevoket magas aranyban tartalmaz6 taplalékok
gyakran idéznek el zsir- és glikogénlerakodast a majban, valamint oxidativ stresszt és
gyulladast (Chen et al. 2016, Yang et al. 2023), csokkentve a halak immunitasat és
ellenalloképességét (Montero et al., 2010) - annak ellenére, hogy az amilazaktivitas magas
a mindenevé halakban (pl. ponty) (Hidalgo et al. 1999). Jelen vizsgalatunkban azonban a
novényi alapl etetbanyagok fogyasztasa - energia-, zSir- és keményitGtartalmuktol
fuggetlendl - a maj energiatartalékainak (lipid és glikogén) csokkenéséhez vezetett,
megerdsitve a ndvényi alapu etetdanyagokban 1€vo tapanyagok gyenge hozzaférhetdségét
fuggetlenul az etetbanyagok energiatartalmatol. A szénhidratok (NFE-nitrogen free
extracts) emészthet6ségében - amely befolyasolja az emésztheté energiat - killonbségek
fordulhatnak ¢l6é az etetGanyagok kozott (lasd: Arlinghaus & Niesar 2005), de az EER-
értéekek alapjan az allati eredetli etetGanyagok ¢és a novényi alapu etetbanyagok
energiatartalmanak elérhetéségé hasonld volt. Az energiaraktarak csokkenése azonban nem
befolyasolta a maj témegét (a kezelések kozott nem voltak killonbségek a HSI értékeiben),
ami arra utal, hogy az energiaraktarak komoly kimeriilésrél nem beszélhetiink. Mig a magas
zsirtartalmu, magas szénhidrattartalm( és magas novényi fehérjetartalmd étrendnek a ponty
majanak egészségére gyakorolt hatasat célzd korabbi vizsgalatok jelentds valtozasokat
figyeltek meg a gyulladasos citokinek expresszidjaban (pl. Xie et al. 2021, Yao et al. 2021),
a mi vizsgalatunkban hasonlo valtozasokat nem figyeltiink meg. A korabbi tanulmanyokkal
ellentétben, amelyek larva és fiatal halakkal dolgoztak (a testtétmeg 1 és 50 g kozott
mozgott), mi sokkal idésebb, nagyobb halakkal (500g<) dolgoztunk. A novényi fehérjék
takarmanyba valé beépitésének a halak egészségére gyakorolt hatasaval kapcsolatos
ellentmondasos eredmények Osszefliggésbe hozhatok a vizsgalt halak fejlodési stadiumai



kozotti kiilonbségekkel (Hemre et al. 2018). Az antinutritiv anyagokkal szembeni tolerancia
a halak életkoranak ndvekedésével néhet (Couto et al. 2014, Couto et al. 2015). A gyulladas
hianya vizsgalatunkban arra utal, hogy a Kkifejlett pontyok jobban megbirkoznak a
nehezebben emészthetd, makrotapanyagban szegényebb étrenddel is.



5. Uj tudomanyos eredmények dsszefoglalas

e A halak altal el nem fogyasztott etetdanyag foszfortartalmanak jelentds része (akar
egyotdde) gyorsan (12 6ran beliil) kioldodik, mig jelentdsebb mennyiségii nitrogén csak
napok mulva oldodik a vizbe, igy ebben az el nem fogyasztott etetbanyag a vizoszlop
szamara elsésorban foszforterhelést jelent.

e A halak altal elfogyasztott etetdanyag nitrogéntartalmanak nagy része (kozel fele) — a
hémérséklet emelkedésével pozitiv 6sszefliggésben — mar egy napon belil megjelenik
a vizoszlopban. Ezen az aton felszabadulé foszfor mennyisége az el nem fogyasztott
etetGanyagoknal tapasztalt értékekhez hasonld, de elsdsorban partikulalt formak
dominaljak.

e Az allati eredetli etetdanyagok magasabb nitrogéntartalma és vizben jol old6do
foszfortartalma miatt révidtavon nagyobb tapanyagterhelést jelentenek a vizoszlopnak,
mint a névényi eredetli etetdanyagok.

e A ndvényi alapli etetdanyagok esetében az egységnyi bevitt tapanyag nagyobb
biomasszandvekedést eredményez, mint az allati eredetli etetdanyagokndl; igy ezek
kisebb tapanyagterhelést jelentenek. Eredményeink azt mutatjak, hogy a ndvényi
eredetli etetGanyagok hosszatavu fogyasztasa — a Kiegyensulyozatlan makrotapanyag-
tartalomnak kdszonhetden — a m4j energiatartalékainak jelentds csokkenését, kitirtilését
okozhatja. A halak egészségére gyakorolt hatasukban (tipanyaghiannyal osszefiiggd
egészségkarosodas) kiillonbséget nem tapasztaltunk az allati és ndvényi eredetii
etetdanyagok kozott.



EGYETEMI éso::::gl“:;:m:
DEBRECENI

EGYETEM Tel.: 52/410-4:;,“::3“&1, mu:ifmli‘:ulr;gé::g

Nyllvéntartasi szam:  DEENK/40/2025.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Fazekas Dorottya Lilla
Doktori Iskota: Juhasz-Nagy Pal Doktori Iskola
MTMT azonosito: 10073454

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

jege J fu i enyek kilfoldi folvoiratba
1. Fazekas, D. L., Antal, L,, Ardo, L., Halasi-Kovacs, B., Jakabné Sandor, Z., Pirger, Z., Téth, F.,
Vital, Z,, Specziar, A., Mozsar, A.: Effects of angler's groundbaits on fish physiology and
growth.
Sci. Rep. 14 (1), 1-11, 2024, EISSN: 2045-2322.
DOI: hitp:/idx.doi.org/10.1038/54 1598-024-79880-4
IF: 3.8 (2023)

2. Fazekas, D. L., Antal, L., Halasi-Kovacs, 8., Kwiatkowski, M., Tath, F., Specziar, A, Mozsar, A
Acute effects of angler's groundbaits: nutrient flux to water column
Sci. Rep. 13 (1), 1-12, 2023. EISSN: 2045-2322.
DOI: hitp:/idx.doi.org/10.1038/s41598-023-44381-3
IF:3.8

Tovabbi kézlemények

Magyar nyelvii tudomanyos kézlemények hazai folydiratban (2)
3. Varga, J., Fazekas, D. L., Kosco, J., Mozséar, A A horgaszat mint mintaveételi modszer
alkalmazhatésaganak vizsgalata a fekete torpeharcsa (Ameiurus melas) esetében,
Pisces Hung, 14, 139-144, 2020, ISSN: 1789-1329. /\\;;‘.T_-Tf‘;_\_\

4, Fazekas, D. L., Sélyom, N., Nyeste, K. J., Antal, L.: Antropogén beavatkozasok hafasa az Orec
Tdr hatfaunajara, /; =
Pisces Hung. 10, 51-56, 2016. ISSN: 1789-1329. \% !




DEBRECENI Eaverem £ NEMZETE KONVYTAR

EGYETEM Tel.: 52/410-4:‘3;42({;aﬂ: pubbk?mlfulrl:eb“:g

ldegen nyelvii tudomanyos kdzlemények kilftidi folydiratban (6)

5. Lovas-Kiss, A., Antal, L., Mozsar, A., Nyeste, K. J., Somogyi, D., Kiss, B,, Téth, R., Téth, F.,
Fazekas, D. L., Vital, Z., Halasi-Kovacs, B., Téth, P. J., Szabo, N,, Loki, V., Vincze, O.,
Lukdcs, B. A.: Bird-mediated endozoochory as a potential dispersal mechanism of bony
fishes,
Ecography. 6, 1-4, 2024. ISSN: 0906-7580.
DOI: hitp:/fdx.doi.org/10.1111/ecog.07124
IF: 5.4 (2023)

6. Varga, J., Fazekas, D. L., Halasi-Kovacs, B., Jozsa, V., Téth, F., Nyeste, K. J., Mozsar, A.:
Fecundity, growth and body condition of invasive black bullhead (Amelurus melas) in
eutrophic oxbow lakes of River-Korés (Hungary).

Biolnvasions Records. 13 (2), 515-527, 2024, EISSN: 2242-1300.
DOI: hitp:/fdx.doi.org/10.3391/bir.2024.13.2.16
IF- 1.5 (2023)

7. Sharma, P., Gyalog, G., Berzi-Nagy. L., Toth, F., Nagy, Z., Halasi-Kovacs, B., Fazekas, D. L.,
Mezdszentgyorgyl, D., Csukas, B., Varga, M.: Reusability check-based refinement of a
blophysical fishpond model,

Comput. Eiectron. Agric. 218, 1-17, 2024. ISSN: 0168-1699.
DOI: hitp:/idx.doi.org/10.1016/j.compag.2024. 108664
IF: 7.7 (2023)

B, Fazekas, G., Miller, T,, Stanivuk, J., Fazekas, D. L., Kaldy, J., Tath, F., Birgés, J., Colchen, T.,
Vass, N., Ljubobratovi¢, U.: Evaluation of applying environmental enrichment to sterlets
(Acipenser ruthenus L.) In early life stages.

App!. Anim, Behav. Sci. 268, 1-9, 2023. ISSN: 0168-1591.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1016/).applanim.2023.106090
IF:2.2

9. Vital, Z., Fazekas, D. L., Halasi-Kavacs, B., Udvari, Z,, Tath, F., Mozsar, A.: Capture rate and
distnibution patterns of newly-stocked common carps (Cyprinus carpio) in a put and take lotic
fishery: a multi-year case study.

Int Aquat Res. 14, 293-302, 2022. ISSN: 2008-4935.
DO!: hitp://dx.doi.org/10.22034/IAR.2022.1961028.1292 a=
IF:1.3 SRECENT g

10. Kaldy, J., Mozsar, A., Fazekas, G., Farkas, M., Fazekas, D. L., Fazekas. G., Go a?'K,, Gyé : Q
Z., Kovacs, B., Semmens, K., Bercsényl, M., Meinar, M., Patakiné Varkonyh{ E’ Hyboizs
of Russian Sturgeon (Acipenser gueidenstaedtli, Brandt and Ratzeberg, 183'3}gnd Amefican
Paddlefish (Polyodon spathula, Walbaum 1792) and Evaluation of Their nge’\nx\\”' y
Genes. 11(7), 753-768, 2020. ISSN: 2073-4425. U e
DOI: hitp:/idx.doi.org/10.3390/genes 11070753
IF: 4.096




D E B R E c E N I EGYETEMI éso::::gl“:;:m:

EGYETEM Tel.: 52/410-4:;,“:3!101, m&:Emli‘:ulr;g;‘.‘gg

Egyeéb folyoiratkoziemeénvek (1)
11. Nyeste, K. J., Fazekas, D. L., Solyom, N., Antal, L.: Reofil fajok menedéke az Ofeg-TL'lrben.
Halaszat. 109 (4), 12, 2016. ISSN: 0133-1922.

Magyar nyelvi abszirakt kiadvanyok (1)

12. Kaldy, J., Mozsar, A., Fazekas, G., Farkas, M., Fazekas, D. L., Fazekas, G., Goda, K., Gybngy,
Z., Kovacs, B., Semmens, K., Barcsényi, M., Molnar, M., Patakiné Varkonyi, E.: Az elsd
sikeres hibridizacio a vagotok {Acipenser Gueldenstaedtii) és az amerikai lapatorr( tok
(Polyodon Spathula) kozitt, mely életképes utddokat eredményezett,

In: A XLIV, Halaszati Tudomanyos Tanacskozas kiadvanya (Szarvas, 2020. szeptember 23-
24.) Proceedings of the 44th Scientific Conference on Fisherles & Aquaculture (23-24
September 2020, Szarvas, Hungary). Szerk.: Nagyné Bird Judit, NAIK HAKI, Szarvas, 36-40,
2020, (ISSN 1218-4816 : 37) ISBN: 9789637120428

A kozld folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 29,796
A kozlo folyoiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgald kézleményekre):
76

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudostérbe feltoltott adatok bibliografiai s tudomanymetnai
ellendrzesét a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecan, 2025.02.07.



Short thesis for the degree of doctor of philosophy (PhD)

The effects of angling groundbaits with different
composition on nutrient cycling and fish

by Dorottya Lilla Fazekas

Dissertation supervisors:
Dr. Laszlé Antal associate professor

Dr. Attila Mozsar senior research fellow

0.
b
@

UNIVERSITY OF DEBRECEN
Juhasz-Nagy Pal Doctoral School

Debrecen
2025






1. Introduction

Angling is one of the most important and continuously developing sector of tourism
and recreation, especially in developed countries (Hjalager 2010, Dokulil 2014, Imbert et
al. 2022). Around 10% of the population in industrialised countries are interested in angling;
hundreds of millions worldwide (Arlinghaus et al. 2015, Elmer et al. 2017, Embke et al.
2019), which puts significant pressure on aquatic ecosystems.

Anglers often use groundbait to lure fish to the fishing area and keep them there. In
European freshwaters, anglers put on average 1-2 kg of bait into the water per fishing day,
while anglers specialising in carp fishing put 3 kg (Wolos et al. 1992, Arlinghaus & Mehner
2003, Boros et al. 2022), which can reach thousands of tonnes per year on a national scale
(Mehner et al. 2018). A recent study has shown that more than 2000 tonnes of groundbait
is discharged into Lake Balaton every year (Boros et al. 2022). It highlights that the use of
groundbait for fishing deserves increased attention.

High inputs of groundbaits, due to their high nitrogen and phosphorus content, can
lead to nutrient loading in recipient water bodies (Wolos et al. 1992, Imbert et al. 2022).
The extent of the impact depends on the amount and type of groundbait (Boros et al. 2022),
and the trophic state and depth of water bodies (Dokulil et al. 2014). Thus, a shallow,
nutrient-poor ecosystem exposed to high angling pressure is at increased risk of
eutrophication (Dokulil et al. 2014).

In more intensively fished waters, groundbait can be an important food source for
fish, mainly but not exclusively cyprinids (e.g. Specziér et al. 1997). Yet, very little is known
about the effects of groundbait consumption on fish physiology, which is important to
understand, both for the protection of fish stocks in our natural waters and for the economic
sustainability of artificial fishing lakes.

Today, numerous types of groundbaits are on the market, which can differ
substantially in their ingredients and nutrient content (Imbert et al. 2022). In general, they
can be of pure animal origin (e.g. fish, meat, and shellfish meal) or made from plant-based
ingredients (e.g. ground cereals) or a mixture of these products (Wolos et al. 1992, Niesar
et al. 2004, Boros et al. 2022). The composition of the feed is key to both nutrient loading
and their effect on fish. Therefore it is important to investigate the effects of feeds with
different composition and nutrient content.



2. Objective

My objectives during my work were:

(i)

(i)

Short-term nutrient loads from the use of groundbaits on the water column.
Within this topic, | aimed to answer the following questions: (a) the extent of
nitrogen and phosphorus release from consumed and non-consumed animal and
plant-based groundbaits, (b) the effect of temperature on the dynamics of
nutrient release.

Effect of groundbait consumption on fish growth and health. Questions to be
answered: (a) whether animal- and plant-based groundbaits have different
effects on fish growth, (b) whether fat accumulation and inflammation in fish
are associated with the consumption of different groundbaits.



3. Material and methods
3.1. Effects of groundbaits on water
3.1.1. Groundbaits used in the experiment

The digestibility and, presumably, the solubility of animal and vegetable ingredients
differ significantly, so the main differences in the nutrient release were assumed to be
between animal- and vegetable-based groundbaits. For our studies, we therefore selected
one predominantly animal-based groundbait and one predominantly plant-based groundbait.
The animal-based groundbait was an 8 mm diameter cylindrical pellet, while the plant-based
bait was an 18 mm diameter round bait. To ensure similar size, the plant-based bait was
chopped into eight pieces.

3.1.2. Laboratory experiments - nutrient release from groundbaits

The nitrogen and phosphorus release from pure dissolution and their temperature
dependence were investigated under laboratory conditions. For our experiments, we used
25 litre glass tanks filled with 20 litres of tap water. To study the temperature dependence,
experiments were performed at 13°C and 23°C. Three replicates were run per treatment (two
types of feed and two temperatures). For nitrogen and phosphorus measurements, water
samples were taken before the addition of the feed (hour 0) and then every sixth hour for 24
hours. Next, we investigated the dissolution processes over a longer time scale. For this
purpose, the experiment at 23°C was repeated, but it was 5 days long instead of 24 hours.
Water samples were taken before the addition of bait and every 24" hour for 5 days.
Dissolved nitrogen (ammonia, nitrite, nitrate) and phosphorus (orthophosphate) were
measured from the water samples using an automatic analyser. The amount of nitrogen and
phosphorus released during a given observation period was expressed as a percentage of the
amount of nitrogen and phosphorus introduced by the groundbait. The data were evaluated
by a multivariate (mixed) analysis of variance (ANOVA).

3.1.3. Outdoor tank experiments - nutrient release from groundbaits in the presence and
absence of fish

Outdoor tank experiments with common carp (Cyprinus carpio) were used to
investigate the phosphorus and nitrogen load of consumed and non-consumed groundbait to
the water column. Twelve cylindrical, aerated, open-air, flow-through tanks were set up
under a tent, open on the sides but protected from the weather from above. The tanks, 60 cm
high and 80 cm in diameter, were filled with 250 litres of water from a sedimentation pond
fed by the Kakafok (Kords) oxbow.

The experiments were carried out with the two types of groundbait used in the
laboratory study, of which the plant-based groundbait was offered in the same cut-up form.
A total of five treatments were used based on the type of bait (animal- and plant-based bait)
and the presence/absence of fish: (1) animal-based bait x fish-free and (2) plant-based bait
x fish-free to model the effect of non-consumed bait; (3) animal-based bait x fish and (4)



plant-based bait x fish were used to model the effects of ingested feed; and (5) no bait x fish
to characterize basal endogenous (i.e., non-food-related) nutrient excretion.

We stocked 3 year-old common carp (300-500 g) per tank, with a total weight of
1133+143 g per tank. After a one-week acclimation period, the experiments were conducted
between 16 May and 11 June with increasing average water temperatures of 14°C, 17°C,
20°C, 22°C and 26°C. The experiments lasted 24 hours, before which the water flow was
stopped, water samples were taken from each tank (time 0) and the baits were placed in the
tanks. Groundbaits were offered at a rate equal to 2% of the fish's wet body weight, while
the average of the amount of groundbaits fed to the fish tanks was used in the fish-free tanks.
After 24 hours, another water sample was taken and the flow was restored. During both the
pre-acclimation and the rest periods between experiments, the fish were fed twice daily with
aquaculture fish feed (Aller master, 8 mm, origin: Denmark), but were deprived of food for
1 day before each experiment.

To determine the nutrient content of the groundbaits, the samples were dried at 60°C

to constant weight and homogenized with a mortar and pestle. Nitrogen content was
measured using the Kjeldahl method, while phosphorus content was determined by
microwave-assisted nitric acid-hydrogen peroxide digestion followed by ICP-OES
measurement. Potassium persulphate digestion was used to determine the total nitrogen
(TN) and total phosphorus (TP) content of the water samples; the released nitrogen and
phosphorus forms and the dissolved nitrogen and phosphorus content of the water samples
were measured using an automatic analyser (Ganimede-N and P, Hach Lange).
Statistical analysis was performed to evaluate treatment-related changes in nutrient release
(i.e. the difference between the measurements taken before the introduction of the feed (hour
0) and at the end of the experiment (hour 24) - A values) in the concentrations of nitrogen
and phosphorus forms (inorganic, organic and total) in the tank water. Data were evaluated
using general linear models (ANOVA, GLM), which considered each experimental round
as a random factor and the treatment as a fixed effect.

3.2. Effects of groundbaits on fish physiology

For the experiment, we chose two groundbaits with predominantly animal and two
with plant ingredients, as the ratio of plant and animal ingredients is crucial for the growth
and health of fish. The control feed is the aquaculture fish feed (Aller master, 8mm) used
previously.

A six-week feeding experiment was conducted with common carp from pond
aquaculture in the recirculating aquaculture system (RAS) of MATE HAKI. At the end of
the quarantine period, the fish were placed in fifteen 1 m® tanks covered with nets. We
stocked 5 fish per tank, each with a unique tag (PIT). The initial body weight of the fish
(557 g £155 g) did not differ significantly between tanks (ANOVA, F1,14=0,49, p=0,675).
The average stocking density per tank was 2786 g/m3 (£314 g) at the beginning of the
experiment and 4382 g/m3 (£633 g) at the end of the experiment.

Five treatments were applied in three replicates, based on the feed materials. In
treatments (1) and (2), the fish were fed with animal-derived groundbaits. In treatments (3)
and (4), fish were offered a plant-based groundbait, while treatment (5) served as a control,
where fish were fed the aquaculture fish feed (Aller master, 8 mm) mentioned earlier. The
feed rate used was 2% of wet body weight, which was offered in two portions during the



day. Body size (TL, standard length - SL, and W) was measured every two weeks and the
amount of feed was adjusted accordingly. At the end of the experiment, all fish were
anaesthetized with phenoxyethanol and body, visceral and liver weights, body length (TL
and SL) and liver tissue samples were taken.

For sample analyses, the ground groundbaits samples were dried to constant weight
at 60°C, homogenized with mortar and pestle, and then determined for nitrogen and
phosphorus content, crude protein content (crude protein = 6.25 X nitrogen content), amino
acid profile, crude fibre, crude fat and starch and energy content.

The growth of the fish was characterized by the following indices: weight gain: WG
= (Wrinal-Winitial)/Winitiar X 100 and absolute growth rate: AGR = (Wrinai-initial)/duration (days),
where Wrinal is the weight of the fish at the end of the experiment and Winitial i the weight
of the fish at the beginning of the experiment. The feed coefficient was calculated as FCR
= F/(Wrina-Winitial), Where F is the total weight of feed intake. The protein efficiency ratio
was expressed as PER = (Wrina-Winitial)/P, where P is the protein consumed in grams. The
energy efficiency ratio was calculated as EER = (Wftinal -Winitia)/GE, where GE is the gross
energy consumption in grams, as determined by the calorimetric method. We also
determined the Fulton condition factor: K = W x 100/SL3, where W is the weight of the fish
and SL is the standard length. To evaluate the adiposity, we calculated the hepatosomatic
index HSI = Wiiver/Wsish and the viscosomatic index VSI = Wyiscera/ Wrish.

To analyse gene expression, liver samples were taken from two fish per tank and
gene expression of inflammatory cytokines involved in non-specific immune responses
(tumour necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-1 beta (IL-1p), interleukin-10 (IL-10)
and transforming growth factor beta (TGF-pB)) was measured by real-time quantitative PCR
(gPCR).

For histological examination of the liver, liver samples were dissected to identify the
liver energy reserves (i.e. lipid and glycogen). The liver samples were washed and
cryoprotected, embedded in Cryomatrix, stained with periodic acid-Schiff staining,
photomicrography. Based on the images, the number of droplets, their average area and the
total area covered by them were counted and measured in a given field of view.

Statistical analysis was performed using linear models (LMM) with tank ID as a
random effect to examine differences in final weight, final length, growth parameters (WG,
ARG, TGR), condition and somatic indices (K, HSI, VSI) between treatments. To assess
the effect of the baits on the expression of inflammatory cytokines and differences in final
biomass, FCR, PER, EER, and lipid droplet density and size between treatments, one-way
analysis of variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis H-test was used.



4. Results and discussion
4.1. Effects of groundbaits on water column
4.1.1. Unconsumed groundbaits — dissolution

In the laboratory experiments, rapid phosphorus dissolution was observed for both
groundbaits at all temperatures. It increased steadily during the first 12-18 h and reached
17 to 26% in the four treatments (i.e. temperature x type of bait) 18-24 hours after the
addition of the groundbait. In the five-day treatment, the dissolution of phosphorus levels
remained in the range of 14-28% from day one to day five for both types of bait. The rapid
release of phosphorus indicated the presence of phosphorus forms that were highly soluble
in water for both animal and plant-based groundbaits. Nitrogen release requires the
degradation of nitrogen-rich organic compounds (Kong et al. 2020) and is therefore delayed
compared to phosphorus release (Kibria et al. 1997, Akhan & Gedik 2017). Nitrogen release
from both groundbaits at 13°C was very low (<2%) and there was little (for animal-based
groundbaits) or no (for plant-based groundbaits) variation with time. Nitrogen release from
animal-based groundbait was also low (<2%) at 23°C, but increased slightly over time.
Significant nitrogen release occurred after 3-4 days for animal-derived groundbait, which is
also typical for animal-derived aquaculture feeds (cf. Kibria et al. 1997, Akhan & Gedik
2017). In contrast, a quick decrease in dissolved nitrogen was observed for plant-based
groundbaits. Although tap water was used, the bait could have served as a vector for the
microbes. The immobilization of inorganic nitrogen could presumably be the result of
microbial nitrogen uptake, which is common during the initial stages of decomposition of
plant debris (Berg & Staff 1981, Hefting et al. 2005). Presumably, the inorganic nitrogen
demand of microbial decomposition was met by inorganic nutrient content of water, as the
N:P molar ratio of the feed was low compared to the demand. The decrease in inorganic
nitrogen concentration was more pronounced at higher temperatures, confirming the role of
microbial activity in nitrogen immobilization.

Our results suggest that unconsumed groundbait could be a significant source of
orthophosphate, a directly available phosphorus form for primary producers. As European
lakes are mostly phosphorus limited (Poikane et al. 2022), unconsumed feed may directly
contribute to anthropogenic eutrophication. The rapid dissolution of orthophosphate and the
dissolved nitrogen immobilisation of plant-derived groundbait may reduce the N:P ratio in
the water column and potentially favour nitrogen-fixing cyanobacteria (cf. Hecky & Kilham
1988).

4.1.2. Groundbaits consumed by fish

Nutrients released by animals can be in both particulate and dissolved forms. The
undigested or indigestible parts of the ingested food are egested in particulate form, while
the digestible part can be assimilated by the animals. During growth, to maintain a relatively
constant body composition, animals retain assimilated nutrients in proportion to the nutrient
composition of their body (ecological stoichiometry theory, Sterner & Elser 2002), and
excess nutrients are released in soluble form (excretion). In addition to nutrient content, the
digestibility of the diet therefore plays a crucial role in nutrient release (Moody et al. 2015).



In the fish tank system experiments, higher A nitrogen values were measured for the
animal-based groundbait compared to the plant-based groundbait and no-feed treatments. A
total nitrogen was a similar proportion of the nitrogen content of animal-based and plant-
based groundbaits, but inorganic forms of nitrogen dominated in animal-based bait,
indicating better digestibility of animal-based groundbait. Most of the nitrogen in
groundbaits (and in food in general) is bound in amino acids, so the amount and forms of
nitrogen released are a function of protein content and digestibility (Ballestrazzi et al. 1994).
Animal-based groundbaits have higher nitrogen and crude protein content and contain easily
digestible animal protein sources (e.g. fishmeal, meat meal; Drew et al. 2007). In contrast,
plant proteins in plant-based groundbaits are less available to fish. Plant-based groundbaits
consumption therefore resulted in less and mainly particulate nitrogen release into the water
column (cf. Cheng et al. 2003).

Although in theory the amount of dietary phosphorus intake is closely related to
phosphorus excretion (Moody et al. 2015), under natural conditions (i.e. food sources, their
phosphorus content and the amount of food ingested), the demand of fish generally exceeds
the amount of available phosphorus present in the diet, which can lead to conflicting results
(i.e. no correlation between the amount of phosphorus ingested and the amount
excreted/egested (e.g. Glaholt & Vanni 2005, Evangelista et al. 2017). The total phosphorus
content of the groundbaits (1.04% in animal-based baits and 0.84% in plant-based baits)
was slightly higher than the common carp requirement (0.6-0.7% water-soluble phosphorus
fed ad libitum; Ogino & Takeda 1976), but their digestibility is questionable. Fish and bone
meal contain high levels of tricalcium phosphate (Jahan et al. 2002, Jahan et al. 2002) and
many plant components are rich in phytic acid (Eeckhout & De Paepe 1994). Due to the
lack of specific enzymes (Jahan et al. 2001), these phosphorus forms are indigestible for
monogastric species such as common carp. These indigestible phosphorus forms may have
contributed that fish egested primarily particulate phosphorus forms, as was observed in our
present studies. For both groundbaits, organic phosphorus forms were released in higher
proportions. The fish presumably retained (assimilated) the digestible phosphorus content
of the bait, and excretion remained close to the baseline non-food-related nutrient excretion
(Rodehutscord et al. 2000) that was modelled with non-fed fish.

Metabolism in poikilotherm organisms is highly temperature dependent (Brown et
al. 2004), resulting in increased nutrient excretion (Vanni 2002), especially nitrogen
(Morgan & Hicks 2013), which is primarily associated with protein degradation (Wood,
2001). By increasing enzyme activity, digestive efficiency of wide range of animal and plant
proteins generally increases with increasing temperature (Kim et al. 1998, Watanabe et al.
1996). In our outdoor experiment, the fourfold increase in dissolved nitrogen in water along
the temperature gradient was consistent with previous studies: a 10°C temperature increase
causes a 1.5-4-fold increase in nitrogen excretion (Vanni 2002, Wood 2001). This trend was
also observed in non-fed fish, as the endogenous source of nitrogen excretion — in contrast
to the exogenous component, which is driven by nitrogen input — is a function of temperature
(Ballestrazzi et al. 1998). Although the efficiency of digestion and phosphorus assimilation
increases with increasing temperature (Kim et al. 1998, Nakasima & Leggett 1980), the
difference between the available phosphorus content of the groundbait and the phosphorus
requirements of the common carp could keep the excretion rate close to inevitable loss —
which is associated with basic physiological processes, regardless of temperature.



4.2. Effects of groundbaits on fish physiology

The crude fat, starch, energy and non-protein energy contents and non-protein
energy:protein ratios differed significantly between the four groundbaits. The phosphorus
content of the control feed, the two animal-based baits and one of the plant-based
groundbaits were similar, while the other plant-based bait contained much less phosphorus.
The nitrogen and crude protein content of the feeds reflected the origin of the ingredients,
i.e. both were lower in the plant-based groundbaits. Likewise, essential amino acid content,
particularly methionine, arginine, and lysine, was lower in plant-based groundbaits, where
these values were below the needs of common carp (based on recommendations of the
National Research Council, NCR 2011).

The results of our experiments highlight significant differences in the composition
and nutritional value of groundbaits, which depend mainly on the origin of the ingredients.
The plant-derived groundbaits are less nutritious and resulted in lower growth compared to
the control feed, but showed a higher unit biomass increase per unit nitrogen input compared
to the animal-derived groundbaits. In contrast, fish fed with animal-derived groundbaits
showed the same high growth rate as the control group fed with aquaculture feed.

4.2.1. Effects of groundbaits on fish growth

The growth of the groups fed with plant-based groundbaits (WG, AGR) was
significantly lower than that of the groups fed with animal-based baits and control feed. The
lower growth could be due to low protein content, lack of essential amino acids, antinutrients
in the plant material, and low phosphorus content (which is usually in the form of phytate).
Although each of these factors per se could explain the lower growth rate, a combination of
these effects is more likely (see Francis et al. 2001). The protein content of both plant-based
groundbaits tested was below the common carp requirement (NRC recommends 32% crude
protein). Although the high energy content of these groundbaits can help fish to use protein
for growth (e.g. Shiau & Peng 1993), there are also limitations to the protein-sparing effect.
Furthermore, imbalanced essential amino acid profiles (especially lysine deficiency) and the
presence of antinutrients may have reduced protein assimilation in plant-based groundbaits
(Robinson 1991, Francis et al. 2001). In our experiments, the lysine content of plant-based
baits was about half of the recommended values (NCR 2011), which could also impair
growth performance (Hu et al. 2021). It should be noted that the effects of protein quantity
(i.e. crude protein content of feeds) and origin (animal vs. plant ingredients) on fish growth
cannot be separated, as these characteristics coincided in our study. However, the higher
PER values of the plant-based groundbaits suggest that the slower growth was due to low
protein content. Finally, low and unavailable phosphorus content may also contribute to
reduced growth (Daniel 2018). The phosphorus content of one of the plant-based baits tested
was apparently below the requirement of common carp (which is 0.6-0.7% in water-soluble
form when fed ad libitum; Ogino & Takeda 1976). Although the other plant-based baits
theoretically contained sufficient phosphorus, we cannot be sure that this phosphorus was
fully available to the fish. Phosphorus in plant materials are usually present in phytic acid
(Eeckhout et al. 1994), but it is unavailable to common carp and other fish that do not secrete
phytase enzymes (Jahan et al. 2001). It should be noted that animal-derived groundbaits,
and aquaculture fish feeds in general, may contain unavailable forms of phosphorus, such



as tricalcium phosphate in fishmeal (Jahan et al. 2002a,b). However, high growth rates
suggest that phosphorus is available in animal-derived baits in the right proportion for fish.

4.2.2. Effects of groundbaits on liver health

Due to the imbalances in protein, lipid and carbohydrate content and/or reduced
digestibility, diets containing high proportions of plant-derived ingredients often induce fat
and glycogen deposition in the liver, as well as oxidative stress and inflammation (Chen et
al. 2016, Yang et al. 2023), reducing the immunity of fish (Montero et al. 2010) - despite
the fact that amylase activity is high in omnivorous fish (e.g. common carp) (Hidalgo et al.
1999). However, in our study, the consumption of plant-based groundbaits, regardless of
their energy, fat and starch content, led to a decrease in liver energy reserves (lipid and
glycogen), confirming the poor availability of nutrients in plant-based groundbaits,
regardless of the energy content of the groundbaits. Differences in the digestibility of
carbohydrates (NFE-nitrogen free extracts), which affects digestible energy, can occur
between groundbaits (see Arlinghaus & Niesar 2005), but the EER values showed that the
energy availability of animal-derived groundbaits and plant-based groundbaits was similar.
The reduction in energy reserves did not affect liver mass (there were no differences in HSI
values between treatments), suggesting that there was no serious depletion of energy stores.
While previous studies investigating the effects of high-fat, high-carbohydrate and high
plant protein diets on common carp liver health have observed significant changes in the
expression of inflammatory cytokines (e.g. Xie etal. 2021, Yao et al. 2021), similar changes
were not observed in our study. In contrast to previous studies that used larval and juvenile
fish (body weights ranging from 1 to 50 g), we used much older, larger fish (500g<). The
conflicting results on the effect of incorporating plant proteins into feed on fish health may
be related to differences in the developmental stages of the fish studied (Hemre et al. 2018).
Tolerance to antinutrients may increase with increasing age of the fish (Couto et al. 2014,
Couto et al. 2015). The absence of inflammation in our study suggests that adult common
carp are able to cope with less digestible diet with imbalanced macronutrient content.



5. Summary of new scientific findings

A considerable proportion (up to one-fifth) of the phosphorus content of unconsumed
groundbaits can be released quickly (within 12 hours), while considerable amounts of
nitrogen release take days, thus the unconsumed groundbait primarily constitute
phosphorus load for the water column.

In the case of consumed groundbait, most (almost half) of the nitrogen stored in
groundbait — in positive association with temperature — is released into the water
column within a day. The amount of phosphorus released by this pathway is similar to
that found for unconsumed groundbait, but is dominated by particulate forms.

Due to their higher nitrogen content and water-extractable phosphorus content, the use
of animal-derived groundbaits constitutes higher nutrient load to water column in short
term than plant-based groundbaits.

Plant-based groundbaits resulted in higher fish biomass increase per unit of nutrient
input than animal-based groundbaits; thus, they exert lower nutrient load. Our results
have shown that long-term consumption of plant-based groundbaits can result in a
substantial reduction of liver energy reserves, due to the imbalance in macronutrient
content.
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