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Introducere

in contextul dezvoltarii rapide a industriei acvaculturii, imbunatatirea
starii de imunitate a pestilor si eficienta acestora in combaterea si prevenirea
fmbolnavirilor devin aspecte tot mai importante.

Cresterea pestilor in sisteme intensive, cum este cazul sistemelor
recirculante de acvacultura (RAS), favorizeaza inmultirea si transmiterea
agentilor patogeni specifici, cum ar fi bacterii, virusuri, fung| si paraziti, care
pot cauza boli grave si chiar mortalitatea in masa a acestora. in acelasi timp,
poluantii farmaceut|0|, cum ar fi antibioticele si substantele chimice utilizate
in tratarea si prevenirea bolilor, pot ajunge in mediul acvatic avand un impact
negativ asupra pestilor si a ecosistemelor acvatice.

In acest context, suplimentele alimentare reprezinti o solutie
promitatoare, oferind o modalitate eficientd de a spori imunitatea pestilor si
de a le consolida capacitatea de autoaparare impotriva patologiilor survenite,
precum si impotriva efectelor daunatoare ale poluantilor farmaceutici. Prin
administrarea acestor suplimente, se poate intari rezistenta pestilor la diferiti
agenti patogeni si la substantele chimice daundatoare, in timp ce se
promoveaza starea generala de sanatate si cresterea optima a pestilor.

Teza de doctorat intitulatéa ,Influenta compusilor bioactivi din
suplimentele alimentare asupra proceselor metabolice ale
organismelor acvatice” a vizat investigarea influentei unor suplimente
alimentare asupra organismelor acvatice in contextul imbunatatirii starii de
imunitate si, evaluarea cresterii rezistentei acestor organisme dupa aplicarea
unor tratamente medicamentoase, specifice unor boli parazitare sau dupa
expunerea la anumiti poluantilor farmaceutici. Totodata, s-a evaluat si
influenta suplimentelor alimentare asupra performantei de crestere si calitatii
nutritive ale materialului biologic (Crap- Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) a
carui hrana a fost suplimentata cu anumite suplimente alimentare.

Aceasta cercetare isi propune sa ofere solutii practice si aplicabile, cu
impact direct asupra performantelor si eficientei acvaculturii. Astfel, fermierii
vor putea implementa strategii mai eficiente si masuri de preventie, in
vederea maximizarii productiilor finale, in contextul promovarii unei
acvaculturi durabile, sdnatoase si ecologic responsabile.

Pentru atingerea scopului principal al tezei de doctorat, planul de lucru
din programul de studiu doctoral a avut urmatoarele obiective stiintifice:

+ Evaluarea performantei de crestere a puietului de crap si a valorii
nutritive a carnii in urma aditivarii hranei cu Ulei de Krill;

+ Evaluarea stérii de confort tehnologic a biomasei de culturé (crap) in
urma aditivérii hranei puietului de crap cu Ulei de Krill, prin analiza
profilului hematologic, analiza biochimica a sdngelui si analiza nivelului
de stres oxidativ indus de cresterea pestilor in densitéafi ridicate de
stocare.

+ Evaluarea efectului hepato-protector al uleiului de Krill dupéa aplicarea
unui tratament antihelmintic cu albendazol (ABZ).
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* Evaluarea performantei de crestere a puietului de crap si a valorii
nutritive a carnii in urma aditivarii hranei cu suplimentele alimentare
selectate (silimarind si berberind).

+ Evaluarea starii de confort tehnologic a biomasei de cultura (crap) in
urma aditivarii hranei puietului de crap cu silimarind (SM) si berberina
(BBR), prin analiza profilului hematologic, analiza biochimica a séngelui
si analiza nivelului de stres oxidativ indus de cresterea pestilor in
densitéati ridicate de stocare.

+ Evaluarea efectului hepatoprotector al suplimentelor alimentare
selectate dupd aplicarea unui ,test challenge” cu paracetamol.

Teza de doctorat este structurata in doua parti:

I. STUDIUL DOCUMENTAR format din 2 capitole, in care sunt prezentate

informatii recente din literatura de specialitate privind provocarile fiziologice

ale organismelor acvatice in contextul utilizarii unor tratamente terapeutice
sau al expunerii la diferiti poluanti farmaceutici, precum si strategii nutritionale
utilizate Tn acvacultura pentru stimularea imunitatii organismelor acvatice.

. PARTEA EXPERIMENTALA cuprinde rezultatele experimentelor

efectuate in timpul stagiului doctoral si este structurata in 4 capitole, dupa

cum urmeaza:

Capitolul 3, intitulat ,Materiale si tehnici de lucru utilizate”, prezinta
infrastructura de cercetare, metodologia de lucru, precum si echipamentele
utilizate pentru realizarea activitatii experimentale.

Capitolul 4, intitulat “Cercetari privind influenta uleiului de Krill
asupra performantei de crestere, compozitiei biochimice si stérii de
sanatate la Cyprinus carpio”, prezinta rezultatele obtinute in urma aditivarii
hranei crapului cu ulei de krill, asupra performantei de crestere si a indicilor
organosomatici, a profilului hematologic si a unor markeri de stres oxidativ.
Totodata in cadrul capitolului este prezentat si efectul hepatoprotector al
uleiului de krill, in conditiile aplicarii unui tratament antihelmintic.

Capitolul 5, intitulat “Cercetdri privind influenta silimarinei si
berberinei asupra performantei de crestere, compozitiei biochimice si
starii de sdnatate la Cyprinus carpio”, prezinta rezultatele obtinute in urma
aditivarii hranei crapului cu silimarina si berberina, asupra performantei de
crestere si a indicilor organosomatici, a profilului hematologic si a unor
markeri de stres oxidativ. Totodatad in cadrul capitolului este prezentat si
efectul hepatoprotecor al aditivilor alimentari selectati in conditiile aplicarii
unui “test challenge” cu paracetamol.

Capitolul 6, intitulat ,Concluzii generale”, prezinta principalele concluzii
obtinute in urma experimentelor care au avut ca scop testarea in hrana
puietului de crap a unor suplimente alimentare, in vederea imbunatatirii
performantei de cresterea si starii imunitare.

Teza de doctorat cuprinde 122 de pagini, in care sunt incluse 33 de figuri
si 25 de tabele. Studiul documentar reprezinta 33% si partea experimentala
67%.
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3. Materiale si tehnici de lucru utilizate pentru realizarea activitatilor
experimentale
3.1. Materialul biologic si infrastructura de cercetare

Materialul biologic folosit Tn cadrul experimentelor a fost reprezentat de
puiet de crap (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758), ce a fost procurat de la o
ferma locala si transportat la Statia pilot de Sisteme Recirculante,
Universitatea Dunarea de Jos, Galati. Anterior stocarii materialului biologic in
unitatile de crestere ale sistemului recirculant, au fost examinate aleatoriu un
numar de 7 exemplare sub aspect clinic si anatomopatologic. Scopul
examindrii a fost acela de a depista prezenta eventualilor agenti infectiosi si
parazitari care, prin potentialul acestora de declansare a unor imbolnaviri, ar
fi putut periclita desfasurarea experimentelor.

Cercetarile experimentale au fost realizate in cadrul Centrului Roman
pentru Modelarea Sistemelor Recirculate de Acvacultura (MoRAS,
http://moras.ugal.ro/), Universitatea "Dunarea de Jos" din Galati, Romania.
Astfel, baza materiala a fost compusa din statia pilot sistem recirculant de
acvaculturd (RAS), precum si de laboratoarele de Fiziologie si Nutritie din
cadrul Centrului MORAS.

Sistemul recirculant (RAS) a fost conceput astfel incat sa asigure un
tratament adecvat a apei tehnologice si, implicit bunastarea biomasei
piscicole. Schema de flux include o secventa bine ganditd de componente
repartizate pe doua niveluri (subsol, parter). Exista componente principale
(1), precum: unitatile de crestere (24 bazine de 1m3, 109 cm diametru), filtru
mecanic, filtru biologic, echipamente pentru transferul gazelor dizolvate
(degazare dioxid de carbon, injectare oxigen si contactori), sisteme de
dezinfectie cu radiatii UV, pompe, echipamente de monitorizare si control al
calitatii apei, dar si componente auxiliare (2), precum: alimentatoare
automate, generator de ozon, un generator electric independent (Anexa 1,
Foto 3.1).

Foto 3.1. Sistemul recirculant folosit in cadrul derularii
experimentelor (foto original)
La finalul fiecarui experiment s-au realizat testele de rezistenta. Pentru
desfasurarea in bune conditii a testelor, pestii au fost mutati intr-un sistem
experimental cu 12 acvarii de sticla de 130 L (Foto 3.2.).
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Foto 3.2. Sistemul recirculant folosit pentru plicarea testelor de rezistenta
(foto original)

3.2. Metodologia privind calculul indicatorilor de performanta a
cresterii
La finalul perioadelor experimentale, materialul biologic a fost cantarit Tn
vederea calcularii urmatorilor parametrii de crestere:
e Sporul real de crestere [Sr],
* Rata specifica de crestere [SGR]
e Factorul de conversie al hranei [FCR]
e Factorul de conversie al proteinei [PER]

3.3. Determinarea indicilor somatici

La finalul fiecarei perioade experimentale, sase pesti din fiecare bazin
au fost esantionati, cantariti individual si sacrificati. Organele interne (ficat,
viscere, inima, splind) au fost cantarite pentru calcularea indicilor corporali
folosind urmatoarele formule:
e Indicele hepatosomatic (HSI, %)
e Indicele somatic visceral (VSI, %)
e Indicele spleno-somatic (SSI, %)
e Indicele cardio-somatic (CSl, %)

3.4. Metode de lucru utilizate pentru evaluarea profilului hematologic

Recoltarea probelor de sange s-a realizat prin metoda punctiei caudale,
o tehnica utilizaté pe scara larga pentru investigarea sanatatii si fiziologiei
organismelor acvatice. Anterior prelevarii probelor de sange pestii au fost
anesteziati in baie de apa cu 2- phenoxyethanol (0.7 mL/L) (Shualei si colab.,
2012).

Sangele a fost prelevat cu seringi sterile si a fost transferat in tuburi
Eppendorf. Tuburile cu probele de sange au fost tinute pe gheata pana cand
au fost transferate Tn laborator pentru analizele ulterioare. Fiecare proba
prelevata a fost impartita in doua tuburi Eppendorf: o parte a fost transferata
intr-un tub Eppendorf steril de 2 ml cu anticoagulant (Heparind) pentru
analizele hematologice, in timp ce a doua parte a fost transferata intr-un tub
Eppendorf folosit pentru separarea serului. Serul a fost obtinut prin
centrifugarea sangelui la 3500 rpm, timp de 10 minute si a fost utilizat pentru
analize biochimice ulterioare.
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Determinarea concentratiei de hemoglobina (Hb, g/dL), s-a realizat prin
metoda cianmethemoglobinei folosind reactivul lui Drabkin (DIALAB, Wiener
Neudorf, Austria) pentru a transforma hemoglobina din sange 1in
methemoglobina stabila (Hesser, 1960). Extinctia probelor s-a citit la o
lungime de unda de 540 nm fata de reactivul Drabkin (martor), folosind
spectrofotometrul Specord 210 UV-Vis (Analytic Jena, Jena, Germania).

Determinarea hematocritului (Ht, %), s-a realizat folosind metoda
microhematocritului. In acest sens, 30 uL sange a fost introdus n capilare de
microhematocrit, apoi centrifugate la 12000 rpm timp de 5 minute, cu ajutorul
unei microcentrifuge HETTICH MIKRO 120 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Germania). Dupa centrifugare s-a citit pe nomograma raportul dintre
elementele figurate si plasma sanguina.

Determinarea numdrului de globule rosii (RBC x 108/mm?) s-a efectuat
utilizand lichid de dilutie Vulpian, pregatit in laborator din citrat de sodiu,
iodura de potasiu si iod metalic (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA), camera
de numarat Neubauer si pipeta Potain pentru eritrocite. Pentru numararea
eritrocitelor s-a folosit microscopul ZEISS-AXIO IMAGER (Zeiss
International, Thornwood, NY, USA) la o0 magnitudine de 10 oc. x 40 ob.

Determinarea constantelor eritrocitare, reprezentate de volumul
eritrocitar mediu (VEM, pm?3), hemoglobina eritrocitard medie (HEM, pg) si
concentratia in hemoglobina eritrocitara medie (CHEM, g Hb/100 mL) s-a
realizat folosind formulele de calcul descrise de Ghergariu, 1985.

Volumul eritrocitar mediu (VEM) reprezinta volumul mediu al eritrocitului

3.5. Metode de lucru pentru evaluarea parametrilor biochimici ai
plasmei sangvine
3.5.1. Determinarea parametrilor serici

Determinarea parametrilor serici s-a
realizat cu ajutorul analizorului chimic
VetTest® IDEXX (Foto 3.6.), folosind
kituri IDEXX VetTest compatibile
(IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook,
ME, USA).
Astfel, s-a determinat: albumina (ALB,
g/dl), globulina (GLOB, g/dl), proteina
serica totala (TP, g/dl), glucoza (GLU,
mg/dl), alanina aminotransferaza (ALT,
U/L), aspartat aminotransferaza (AST,
U/L), fosfataza alcalindg (ALP, U/L), Foto 3.6. Analizorul chimic
Gamma glutamiltransferaza (GGT, VetTest® si kituri compatibile

U/L), concentratiile de bilirubina directa pentru . .determi.ngrea
(BIL D, mg/dL), colesterolul (CHOL, parametrilor serici (foto original)
mg/dL), lipoproteinele de Tnalta

densitate (HDL, mg/dL), lipoproteinele
de joasa densitate (LDL, mg/L) si
trigliceridele (TG, mg/dL).
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3.5.2. Determinarea activitatii lizozimului

Lizozimul (LZM, U/mL) este una dintre numeroasele proteine
antimicrobiene asociate cu prima bariera a imunitatii Tnnascute la pesti.
Aceasta enzima (muramidaza) rupe legatura 3-1,4 glicozidica dintre acidul
N-acetilmuramic si N-acetilglucozamina din peretele celular al bacteriilor
gram pozitive si, in asociere cu componentele complementului, poate afecta
si bacteriile gram negative (Paulsen si colab., 2001). Activitatea enzimatica
a proteinei poate fi gasita in mucus, ser, icre, splina, ficat, piele, mucus,
branhii, muschi si poate fi afectata de diversi factori stresori (Bowden 2008;
Bulut si colab., 2012).

Principiul metodei. Activitatea lizozimului s-a determinat din ser folosind
protocolul de lucru pentru determinarea enzimatica a lizozimului de la Sigma
(Sigma, EC 3.2.1.17).

Reactivi si aparaturd necesare: i) solutie tampon de fosfat de potasiu; ii)
substrat de Micrococcus lysodeikticus (Sigma, M3770); iii) solutia enzimatica
de lizozim (Sigma, L6876); iiii) pH metru WTW InoLab 7110, Xylem Analytics
Germany Sales GmbH & Co. K, Germany; v) agitator magnetic FALC, FALC
Instruments, ltaly; vi) spectofotometru UV Vis SPECORD 210 Analytikjena
250.

3.6. Metode de analiza pentru determinarea parametrilor de stres
oxidativ
3.6.1. Determinarea concentratiei de malondialdehida (MDA)
(Ohkawa, 1979)

Malondialdehida (MDA) reprezinta indicatorul peroxidarii lipidelor
membranare, si este adesea masurata prin indicele de peroxidare a lipidelor.
Ca si la celelalte organisme vertebrate superioare, peroxidarea lipidelor la
pesti rezultd din oxidarea acizilor grasi nesaturati, fiind cel mai important
indicator al stresului oxidativ in componentele celulare (Ates si colab., 2016).

Principiul metodei. In reactia de testare TBA, o moleculd de MDA
reactioneaza cu doua molecule de TBA cu producerea unui pigment roz
avand un maxim de absorbtie la 532-535 nm.

Reactivi si aparaturd necesare: i) solutie de TCA 10%; ii) solutie de TBA
1%,; iii) 1 mM stock solution 1,1,3,3, tetraethoxypropane (TEP); iv) acid
sulfuric 1 %; eprubete de sticla de 10 mL, varfuri si micropipete; v) agitator
magnetic FALC, FALC Instruments, Italy vi) baie de apa SONICA®, Soltec,
Soluzione, lItaly; vii) spectrofotometrul UV Vis SPECORD 210 Analytikjena
250.

3.6.2. Determinarea capacitatii antioxidante totale (TAC)
Determinarea capacitatii antioxidante totale (TAC) s-a efectuat prin
metoda descrisa de Re, 1999 si Van Den Berg, 1999. Metoda utilizeaza
ABTS (2,2 -azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), ce masoara
abilitatea antioxidantilor de a transforma radicalul cationic colorat ABTSO+
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(2,2-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) in forma neradicalica
incolora.

Reactivi si aparaturd necesare: i) Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid) (Sigma) — antioxidant standard; ii)
ABTS (2,2 -azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (Sigma); iii)
persulfat de potasiu K2S20s (Sigma); iiii) solutie salina de tampon fosfat PBS,
pH 7,4).

3.7. Metode de lucru folosite pentru determinarea compozitiei

biochimice a carnii de peste

Dupa céantarirea organelor, tegumentul si oasele pestilor au fost
indepartate, iar din tesutul muscular s-au efectuat determinarile biochimice.
Analizele compozitiei biochimice au fost efectuate utilizand metodele
standard AOAC, 1997.

Substanta uscatd a fost determinata prin uscarea probelor pana la o
greutate constanta la 105+0.5 °C timp de 24 de ore intr-un cuptor cu
convectie (Jeiotech, Jeio Tech Co., Inc, Coreea).

Continutul de lipide (%) a fost analizat prin metoda de extractie Soxhlet
folosind eter de petrol ca solvent (Gerhardt GmbH & Co. KG, Germania).

Continutul de cenuséa (%) a fost determinat prin calcinarea probelor de
tesut muscular la 525125 'C, pana la masa constanta. S-a folosit cuptorul de
calcinare tip Nabertherm, Applied Scientific Instruments Co., Ltd. Thailanda).

Continutul de proteine brute (%) a fost determinat folosind metoda
Dumas, prin arderea probelor uscate la 1100°C (Primacs SNC 100, Skalar
Analytical B.V., Olanda).

Carbohidratii totali au fost calculati dupa cum urmeaza: carbohidrati totali
% = 100 - (Umiditate % + Proteina bruta % + Lipide % + Cenusa %).

3.8. Metode de prelucrare statistica a datelor
Analizele statistice au fost efectuate cu ajutorul software-ului SPSS
pentru Windows, versiunea 21.0 (Statele Unite, Chicago, SPSS Inc.). Datele
experimentale au fost analizate prin folosirea testului t si ANOVA. Tnainte de
analizele statistice, atat normalitatea, cat si omogenitatea variantei au fost
confirmate prin testele Shapiro-Wilk si, Levene. Analiza ANOVA a fost
urmata de un test post-hoc Ducan atunci cand au fost detectate diferente
semnificative. Testul dependent T a fost utilizat pentru a compara diferenta
medie. Nivelul de semnificatie a fost stabilit la p<0,05 pentru toate analizele.
Toate experimentele au fost efectuate cu permisiunea
Comitetului de Etica al Universitatii Dundrea de Jos din Galati
(RF2458/25.06.2021).
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4. Cercetari privind influenta uleiului de Krill asupra performantei de
crestere, compozitiei biochimice si starii de sénatate la Cyprinus
carpio

4.1. Introducere

In sistemele de acvaculturd intensiva, eficienta economicd este
influentatéd de productia unitara, ce depinde de performanta de crestere a
pestilor si de nivelul densitatii de populare. Densitétile ridicate de populare
reprezinta un factor cronic de stres responsabil pentru reactiile fiziologice
survenite, periclitind astfel homeostazia si sanatatea pestilor (Yarahmadi si
colab., 2016). Principalul corticosteroid declansat de stresul generat de
densitatile mari este cortizolul care, la concentratii mari in sange creste,
inducand actiuni imunosupresoare si catabolice (Barton, 2002). Prin urmare,
sunt afectati parametrii imunitari umorali (Liu si colab., 2019), metabolitii
serici (valorile osmolaritatii, albuminei si globulinei), parametrii hepatici,
metabolismul lipidic (Jia si colab., 2022).

Asadar, practicarea unor densitéti prea mari de populare poate conduce
la cresterea stresului in randul biomasei piscicole si, prin urmare, la cresterea
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susceptibilitatii la Tmbolnavire (Montero si colab.,1999; Swain si colab.,
2022). Tn acvacultura, impactul cauzat de aparitia bolilor poate fi fatal,
conducand la pierderi economice semnificative datorita reducerii eficientei
productiei cauzate de mortalitatile ridicate. In acest context, determinarea
densitatilor optime de populare pentru fiecare specie reprezintd un aspect
important pentru maximizarea productiilor finale.

Pentru a contracara efectele negative induse de densitatile ridicate
practicate in sistemele de productie intensiva, studiile actuale sunt orientate
catre implementarea de noi solutii pentru a creste raspunsul imunitar al
pestilor la diferiti factori de stres.

in acest sens, principala abordare este cea nutritionald, vizdnd in
principal aditivarea hranei cu diversi compusi antioxidanti, cum ar fi plantele
medicinale si extracte ale acestora (Sahin si colab., 2014; Adineh si colab.,
2021), uleiuri esentiale (De Freitas Souza si colab., 2019, Shourbela si
colab., 2021) sau alti aditivii alimentari functionali (Hoseini si colab., 2021).

Tn paralel cu preocuparile cercetatorilor pentru dezvoltarea unor surse
alternative de proteine si lipide continud sa existe un interes deosebit si
pentru dezvoltarea unor alternative la mijloacele traditionale de combatere a
bolilor. Tn acvacultura, bolile provocate de paraziti pot produce daune majore,
cauzand la o productie excesivad de mucus la nivelul tegumentului si al
branhiilor, hiperplazia, si necroza branhiala (Tavares-Dias et al. 2021).

Bolile de origine alimentara care sunt provocate de parazitii helminti ce
se transmit prin consumul de produse din peste reprezinta o problema majora
de sanatate publica.

In contextul celor expuse anterior, acest studiu si-a propus sé evalueze
efectele suplimentarii hranei puietului de crap cu ulei de krill asupra
performantei de crestere, indicilor somatici si compozitiei biochimie. Totodata
s-a dorit evaluarea posibilului potential al KO de a atenua stresul impus de
densitétile ridicate de populare, cét si actiunea hepato-protectoare dupéa
tratamentul antihelmintic cu ABZ.

4.2. Design experimental

Puietul de crap (Cyprinus carpio) a fost achizitionat de la o ferma locala.
Timp de doua saptamani materialul biologic a fost stocat intr-un bazin de
carantina (bazin Ewos, dimensiuni 1,4x1,4x0,6 m). in aceasta perioada pestii
au fost hraniti cu un furaj din gama Skretting cu un continut de 43% proteina
bruta, 12% lipide, 4% fibre, 6% cenusa (Skretting, Vignetto, Italia).

Dupa perioada de aclimatizare, un numar total de 300 de pesti (masa
medie individuala de 113,58 = 11,09 g) au fost repartizati in 12 bazine, cu un
volum de apa 500 L, pentru a crea patru grupuri experimentale, in triplicat,
astfel (Figura 4.1.):

- LD - densitatea de stocare de 3,5 kg/m?;

- LD-KO - densitatea de stocare de 3,5 kg/m?;
- HD - densitatea de stocare de 8 kg/m3;

- HD-KO- densitatea de stocare 8 kg/m?2.
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Densitatea de populare - LD- 3,5 kg/m? Densitatea de populare — HD- 8 kg/m?

Figura 4.1. Schema Design-ului experimental

Pentru loturile experimentale LD-KO si HD-KO, hrana a fost
suplimentata cu 5 g/kg KO (continand 500 mg de ulei de krill pur, 200 mg de
fosfolipide, 90 mg de acizi grasi Omega-3 (EPA/DH) si 400 pg de
astaxantind). Pentru incorporarea uleiului, furajul a fost macinat, apoi
amestecat cu uleiul specificat, dupa care a fost transformat sub forma de
pelete (diametrul de 2 mm). Dupa ce au fost uscate, peletele au fost
transferate in pungi de plastic si depozitate la frigider pana la hranire. Pestii
au fost hraniti cu dietele mentionate mai sus in decurs de 60 de zile. Hrana
a fost administratd manual pentru a evita concurenta la hrang, intensitatea
hranirii a fost de 2% din biomasa corporala.

Fotoperioada a fost de 16 ore de lumina si 8 ore de intuneric. Biomasa
din fiecare unitate de crestere a fost cantarita saptaméanal pentru a ajusta
cantitatea de hrana.

Pe toata durata cercetarilor experimentale, parametri de calitate ai apei
au fost monitorizati zilnic. Temperatura apei, pH-ul, oxigenul dizolvat au fost
masurate automat cu ajutorul sistemului de monitorizare Endress+Hauser
(Endress+Hauser AG, Elvetia) prin intermediul sondelor plasate in fiecare
bazin de crestere, in timp ce concentratile compusilor azotului au fost
cuantificate saptamanal cu un analizor Skalar SAN++, Skalar Analytical,
Olanda.

Astfel, analiza statistica a principalilor parametri fizico-chimici ai apei nu
au evidentiat diferente semnificative (p>0,05) intre variantele experimentale
descrise, fiind incadrate Tn ecartul optim recomandat de literatura de
specialitate pentru cresterea crapului (Goran si colab., 2016). Astfel, valorile
medii inregistrate au fost: temperatura 22,4 + 2,04 °C; pH = 7,25 * 1,24;
oxigenul dizolvat 7,56 + 1,23 mg L-1; amoniu 0,16 + 0,19 mg L-1; nitratii <
0,20 mg L-1; si nitritii < 0,010 mg L-1.

Dupa 60 de zile experimentale, 7 pesti din fiecare varianta experimentala
au fost selectati randomizat pentru tratamentul cu albendazol (ABZ). Prin
urmare, pestii au fost mutati intr-un sistem experimental cu 12 acvarii de
sticla de 130 L. Pentru tratamentul cu ABZ, s-a folosit solutie de ABZ 10%
(100 mg/ml suspensie orald) (Dopharma, Roméania). Doza a fost administrata
pe cale orala (5 mg ABZ/kg greutate corporald) cu ajutorul unei seringi la
capatul caruia are atasat un furtun. Administrarea tratamentului cu ABZ s-a
facut timp de 7 zile consecultiv.
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4.3. Rezultate si discutii

4.3.1. Evaluarea performantei de crestere a puietului de crap

La debutul experimentului, masa individuala medie pentru cele patru
variante experimentale a fost de 119,27+10,22 g pentru lotul LD,
117,47+£11,02 g pentru lotul LD-KO, 112,97+12,42 g pentru lotul HD,
respectiv 114,14+12,56 g pentru lotul HD-KO, nefiind inregistrate diferente
statistice intre cele patru variante experimentale (ANOVA, p>0,05) (Tabelul
4.1).

La finalul perioadei experimentale, rata de supravietuire a crapului a
fost de 100%, in toate loturile, prin urmare, se poate concluziona ca
densitatile de populare din experimentul nostru sunt optime pentru cresterea
crapului.

Tabelul 4.1. Indicatorii de performanta tehnologicéa ai puietului de crap

dupd 60 de zile experimentale

Parametrii Variantele experimentale

de crestere LD LD-KO HD HD-KO
Biomasa 1789+10,412 1762+9,962 3954+12,15° 3995+10,42°
initiala (g)
Biomasa 3,58+0,522 3,52+0,36 7,91+0,22° 7,99+0,31°
initiald
(kg/im®)
Numarul 15 15 35 35
initial de pesti
Masa medie 119,27+10,22 117,47+11,02 112,97+12,42 114,14+12,56
initiala (g) a a a a

Supraviefuire 100 100 100 100

a (%)

Biomasa 3865+30,16°  3969+29,23%  7742+41,17° 7965+37,65°
finala (g)

Biomasa 7,73+0,09% 7,94+0,06% 15,48+0,08° 15,93+0,05°

finala (kg/m°)

Masa medie 257,67+28,12 264,60+26,70 221,2+33,64° 227,57+34,62
final (g) a a b

Sporul de 2076+32,26° 2207+28,16° 3788+36,12° 3970+41,12¢
crestere  al

biomasei (g)

Sporul 138,40+12,16  147,13+15,42 108,23+10,56 113,43+11,21
individual de 2 a b b

crestere (g)

SGR (% day 1,28+0,05% 1,35+0,05% 1,12+0,10* 1,15+0,09%

A

FCR (9/9) 1,060,022 0,950,012 1,32+0,03° 1,21+0,04°
PER (g) 2,19+0,07° 2,44+0,04° 1,76+0.112 1,93+0,08°?

Valorile reprezinta media + S.E. (n = 3). Valorile cu litere diferite intr-un rand indica diferente
semnificative (ANOVA, p < 0,05) intre variantele experimentale. SGR- Rata specifica de crestere;
FCR- Factorul de conversie al hranei; PER -Factorul de conversie al proteinei.

Dupa 60 de zile de hranire, masa medie finala a pestilor, precum si
sporul de crestere individual au fost semnificativ mai mari (p<0,05) pentru
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loturile ce au fost stocate la o densitate mai mica, cu valori mai bune in cazul
grupurilor LD-KO, in timp ce greutatea finala a pestilor din loturile cu
densitate mai mare a fost semnificativ p<0,05) mai mica.

La finalul experimentului, densitatea de stocare a fost de 7,73+0,09
kg/m3in LD si 7,9410,06 kg/m3in LD-KO, si 7,91+0,22 kg/m?3 in HD, respectiv
7,99+0,31 kg/m?3 in HD-KO.

FCR s-a situat n intervalul 0,95-1,32 g/g, prezentand valori semnificativ
(p<0,05) mai bune in grupurile cu densitati mai mici de populare. In plus, rata
de crestere specifica a fost semnificativ mai buna (p<0,05) pentru pestii din
loturile experimentale cu densitate mai scazuta si hraniti cu KO (0,95 g/g)
decéat pentru pestii stocati in densitati mai ridicate. De asemenea, addugarea
de KO in dieta crapului a imbunatatit valorile raportului de eficienta proteica
(PER), valori mai bune fiind inregistrate la pestii din densitatea mai mica de
stocare.

Tn studiul de fata, atat densitatea de stocare, cat si aditivarea hranei cu
KO au influentat in mod semnificativ eficienta utilizarii nutrientilor, precum si
parametrii de crestere. Performanta de crestere a fost superioara in cazul
pestilor din loturile LD-KO, urmata de loturile HD-KO, KO imbunatatind
semnificativ indicatorii tehnologici obtinuti.

Rezultatele noastre sunt similare cu cele raportate de alti autori
(Yoshitomi si colab., 2006; Hansen si colab., 2011; Kousoulaki si colab.,
2013), care au afirmat ca suplimentarea sau inlocuirea partiala a uleiului de
peste cu faina de krill, conduce la stimularea apetitului, imbunatatirea indicilor
de greutate viscerala si implicit la obtinerea unor rezultate superioare in ceea
ce priveste performanta de crestere a pastravului curcubeu (Oncorhynchus
mykiss) si somonului de Atlantic (Salmo salar). Cu toate acestea, exista
foarte putine informatii disponibile in literatura de specialitate referitoare la
aditivarea hranei cu KO.

Unii autori au raportat ca suplimentarea hranei crevetilor cu KO conduce
la performante imbunatétite in ceea ce priveste masa corporala si productia
finala (Castro si colab., 2017). De asemenea, Nunes si colab., 2020 au
raportat ca utilizarea KO in alimentatia larvelor de creveti reduce durata
ciclului de productie si mortalitatea, chiar si in conditii de stres. Xiuling si
colab., 2019 au efectuat un studiu asupra crevetilor aurii, Pompano auriu
(Trachinotus ovatus Linnaeus, 1758), folosind diferite surse de lipide (FO-ulei
de peste, KO-ulei de krill, SO-ulei de soia si CO-ulei de porumb), iar
rezultatele au evidentiat o imbunatatire a performantelor de crestere atunci
cand au folosit in hrana acestora o combinatie de 1:1 de FO si KO si,
respectiv, KO-CO. De asemenea, autorii au concluzionat ca utilizarea KO Tn
dieta larvelor de Pompano auriu, ar putea regla anumiti indicatori fiziologici.

Studiul de fatd a demonstrat ca densitatea mai mare de populare
influenteazd in mod negativ eficienta retinerii nutrientilor si, implicit
performanta de crestere. Mai multi autori au raportat c& performanta de
crestere a fost influentatd negativ atunci cand densitatea de populare
depaseste anumite ,densitati optime”. Hayat si colab., 2018, au raportat o
scadere a cresterii performantei de crestere pentru crapul comun Majalaya
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la densitati de populare de 125 pesti/m®. Enache si colab., 2011 au raportat
performante superioare de crestere pentru crap (masa medie individuala de
65 g/peste) populat la densitati mai mici (32 kg/m?3) in comparatie cu crapul
repopulat la densitati de 64 kg/m3. Obtinerea unor performante de crestere
mai mici in cazul densitatilor ridicate de populare este corelata si cu scaderea
spatiului disponibil pentru fiecare peste, competitia alimentara si cerintele
suplimentare de energie induse de stres (Montero si colab.,1999; Costas si
colab., 2008).

4.3.2. Evaluarea indicilor hepatosomatici si a compozitiei biochimice a
carnii

Tn tabelul 4.2. sunt prezentate valorile indicilor somatici dupa 60 de
zile experimentale. Tn cazul experimentului nostru, analiza statistica ANOVA
nu a evidentiat diferente semnificative (p>0,05) in ceea ce priveste valorile
indicilor CSI, in timp ce valorile HSI, VSI si SSI au inregistrat diferente
semnificative (p<0,05) intre cele patru variante experimentale.

Tabelul 4.2. Valorile indicilor somatici dupd 60 de zile experimentale

Indici LD LD-KO HD HD-KO p
corporali
HSI 2,94+1,03% = 3,27+0,54° 2,62+0,232 2,7+0,42 0,04
VSI (%) 11,46+1,94°  10,38+0,69*° 10,87+1,53*  11,67+0,92° 0,04
SSI (%) 0,34+0,14* = 0,35+0,07* = 0,51+0,09° = 0,40+0,12% 0,03
CSI (%) 0,21+0,38* = 0,11+0,07* = 0,16+0,03* | 0,20+0,02* 0,85

HSI - indicele hepatosomatic; VSI - indicele viscerosomatic; SSI - indicele splenosomatic;
CSiI - indicile cardiosomatic. Valorile reprezintd media + S.E. Valorile cu litere diferite intr-un rand
indicé diferente semnificative (ANOVA, p<0,05) intre variantele experimentale

Indicele hepatosomatic este un indice indirect care masoara nivelurile
de glicogen si carbohidrati si poate fi utilizat pentru a indica starea nutritionala
a pestilor, in timp ce indicele splenosomatic reflectd atat starea imunitara a
pestilor, cat si capacitatea hematopoietica a pestilor (Tavares-Dias, 2000).

HSI a inregistrat o valoare semnificativ mai ridicata (p<0,05) in cazul
variantei LD-KO (3,27+0,54 %), observandu-se reducerea semnifcativa
(p<0,05) a acestuia in varianta HD (2,62+0,23 %). Reducerea HSI la densitati
mari de populare a fost, de asemenea, raportata de Leatherland si Cho, 1985
la pastravul curcubeu. Autorii explica acest fenomen prin acumularea unor
rezerve hepatice totale mai mici de lipide si glicogen hepatic.

Valorile VSI au fost semnificativ (p<0,05) mai reduse la pestii din loturile
LD-KO, respectiv HD, fara diferente semnificative (p>0,05) intre pestii din
loturile LD si HD-KO. In ceea ce priveste valorile SSI, o crestere semnificativa
(p<0,05) a fost inregistrata pentru pestii din lotul HD.

Splina este considerata a fi principalul organ al pestilor in care se produc
eritrocitele, neutrofilele si granulocitele si mature, avand totodata un rol vital
n raspunsul imunitar al acestora, fiind responsabila pentru productia ridicata
de melano-macrofage (Kumaran si colab., 2010). In cazul experimentului
nostru indicele SSI a inregistrat valori semnificativ mai ridicate (p<0,05) in
varianta HD. Stocarea pestilor la densitati ridicate, poate conduce la o
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crestere a volumului splinei, permitand organismului sa Tsi mentina functiile
organice in echilibru.

in figurile 4.1.-4.4 sunt prezentate valorile compozitiei biochimice a
carnii, dupa cele 60 de zile experimentale. Analiza statistica ANOVA nu a
evidentiat diferente semnificative (p>0,05) intre cele patru variante
experimentale. Cu toate acestea valori usor mai bune au fost obtinute pentru
pestii hraniti cu KO. Rezultate similare au fost raportate de Choi si colab.,
2020, dupa includerea fainii de Krill in dieta codului de Alaska (Gadus
chalcogrammus, Pallas,1811).

L e .
proteina (56, Upide (%], 153 —

LD-KO Aga 1 7651

LD

Apa (5], 76.63

Figura 4.1. Compozitia biochimica a carnii Figura 4.2. Compozitia biochimica a
dupa cele 60 de zile experimentale carnii dupa cele 60 de zile

n varianta LD experimentale in varianta LD-KO

Ui %0, .68 Car

Protsina ()

Protains ()

HD Ave 4, 76.85 HD-KO Aso 1, 7683

Figura 4.3. Compozitia biochimica a carnii Figura 4.4. Compozitia biochimica a
dupé cele 60 de zile experimentale carnii dupa cele 60 de zile
n varianta HD experimentale Tn varianta HD-KO

4.3.3. Evaluarea parametrilor hematologici

Dupa 60 de zile experimentale, cét si dupa tratamentul cu ABZ (dupa 7
zile de expunere), au fost determinati parametrii hematologici: hemoglobina
(Hb), numarul de globule rosii (RBC), hematocritul (Ht), precum si
constantele eritrocitare (VEM, HEM si CHEM) (tabelul 4.3.).

La finalul experimentului de hranire, desi analiza statisticd nu a
evidentiat diferente semnificative (p>0,05), valorile parametrilor hematologici
au fnregistrat o usoard scadere a numarului de eritrocite (RBC) in cazul
densitati mai mari de populare, respectiv o crestere nesemnificativa in
loturile hranite cu dieta cu ulei de krill. Totodata, atat densitatile de populare
alese, cat si suplimentarea hranei cu KO nu a avut un efect semnificativ
(p>0,05) asupra Hb, Ht, VEM, HEM si CHEM.

Cu toate acestea, dupa tratamentul cu ABZ, valorile Hb au prezentat
o scadere semnificativa (p<0,05) in grupurile HD si HD-KO, in timp ce valorile
Ht, VEM si HEM au scazut doar Tn grupurile HD.
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Tn general, densitétile ridicate de populare pot compromite sénatatea
pestilor, provocand modificari ale profilului hematologic si metabolic.
Tabelul 4.3. Valorile parametrilor hematologici inregistrate dupa 60 de zile

experimentale, si dupé& aplicarea testului cu ABZ
Dupa 60 de zile experimentale

Parametrul
LD LD-KO HD HD-KO

RBC 1.24+0.14% 1.31+0.16 > 1.14+0.14% 1.28+0.05%
(x10° /mm?®)

Hb (g/dL) 8.42+0.63% 8.83+0.69 ¢ 9.71+0.51 % 9.34+0.27%
Ht (%) 28.2242.10% = 29,13+1.31% 31.59+1.80% 27.93 £2.65%
VEM (umd) 238.59+36.97  233.77+34.33  286.63+12.3% 220.36 +14.88

ar a* ar
HEM (pg) 71.71+11.45  70.68+10.97%  88.01+10.31% 73.46 £4.46 %

CHEM (g/dL)

Parametrul

a

30.02+2.05%

30.21+1.21%

30.93+2.02%

Dupa testul cu ABZ (7 zile)

34.42 £3.44%

LD LD-KO HD HD-KO

RBC 1.40+0.12% 1.67+0.15% 1.36+0.21% 1.41+0.11%
(x10° /mm?®)

Hb (g/dL) 8.44+0.31%" 9.48+0.39¢ 7.09+0.73" 7.28+0.72%"
Ht (%) 31.30+ 2.17¢  31.80%1.77¢ 23.00£2.62 %" 28.87+2.02"
VEM (um?) 231.23+12.30 196.57+9.74%  194.52+16.87  213.77+11.01%

a* ar*
HEM (pg) 62.40£6.37%  58.68+6.07% 56.48+9.06%" 53.01+7.38%

CHEM (g/dL)

27.33+1.57%

30.35+2.52%

30.55+5.63

25.56+2.71%"

Valorile reprezintd media + S.E. (n = 3). Valorile cu litere diferite intr-un rand indica diferente
semnificative (ANOVA, p<0,05) intre variantele experimentale. Valorile cu simboluri diferite */** intr-
un rand indicé diferente semnificative dupd tratamentul cu ABZ (T dependent, p<0,05). RBC-
numér de globule rosii (eritrocite), Hb- hemoglobina, Ht- hematocritul, VEM- volum corpuscular
mediu, HEM- hemoglobind corpusculard medie, CHEM- continut corpuscular mediu de

hemoglobina.

Rezultatele experimentului nostru au aratat ca valorile parametrilor
hematologici nu a fost influentate de densitatea de populare a pestilor sau de
suplimentarea hranei cu KO. Este bine cunoscut faptul ca profilul
hematologic al pestilor este influentat de factori externi stresanti, deoarece
reprezintd legatura dintre mediul Tnconjurator si cel intern. Reducerea
concentratiei de hemoglobina in grupurile HD dupa expunerea la ABZ ar
putea fi efectul inhibitor cumulativ al ambilor factori de stres, densitate si ABZ,
asupra sistemului enzimatic care este responsabil de sinteza hemoglobinei
(Ahmed si colab., 2020).

Determinarea constantelor eritrocitare (VEM, HEM, CHEM) prezinta o
importantd deosebitéd pentru evaluarea starilor de anemie la pesti, fiind
utilizate pe scara larga pentru determinarea marimii, continutului si densitatii
Hb 7n globulele rosii (Ambili si colab.,2013). n studiul nostru, dupa cele 60
de zile de hranire, valorile VEM, HEM si CHEM nu au evidentiat modificari
semnificative (p>0,05) intre cele patru loturi experimentale, sustinand ipoteza
ca densitatea mai mare de populare nu a indus o stare de stres, sau o stare
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patologica. Cu toate acestea, dupa tratamentul cu ABZ, s-a inregistrat
scaderea semnificativa a valorilor Ht, VEM si CHEM in grupurile HD (p<0,05),
respectiv scaderea semnificativa a valorilor CHEM la grupurile HD-KO ca
urmare a scaderii Hb.

Rezultate noastre sunt similare cu cele raportate de alti autori.
Reducerea acestor indici hematologici se datoreaza efectului ABZ asupra
sistemul hematopoietic, care poate reduce dimensiunea celulelor sau
distruge constituentii sangelui (Nwani si colab., 2015). Conform lui Islam si
colab., 2015, acest lucru ar putea Tngreuna capacitatea de transport al
oxigenului in sdnge conducand la hipoxie. Totodata, scaderea valorilor RBC,
Hb, VEM, Ht si a valorilor CHEM ar putea fi datorata de stresul oxidativ care
rezulta din interactiunea metabolicd a ABZ asupra pestilor.

in cazul studiul nostru, valorile parametrilor hematologici au aratat un
interval de variatie in ecartul optim al speciei, pentru aceastad varsta
(Baghizadeh si colab., 2015). Cu toate acestea, pestii din grupurile cu
densitate mare (HD-KO) care au primit hrana suplimentata cu KO a prezentat
0 mai mica modificare a profilului hematologic.

4.3.4. Evaluarea parametrilor serici

Masuratorile biochimice ale sangelui reflectda starea de sanatate a
pestilor. Asadar, la finalul experimentului, dar si dupa tratamentul cu ABZ
s-a determinat profilul metabolic al pestilor: albumina (ALB), globulina
(GLOB), raportul albumina/globulina (A/G), proteinele serice totale (TP),
glucoza (GLU), alanina aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferaza
(AST), fosfataza alcalina (ALP), gamma-glutamiltransferaza (GGT),
bilirubina directa (BIL D), bilirubina totala (BIL T), lipoproteinele cu densitate
mare (HDL), lipoproteinele cu densitate joasa (LDL), colesterol (CHOL),
trigliceridele (TG) si lipidele totale (TL) (Tabelul 4.4.).

Anterior tratamentului cu ABZ, pestii stocati la o densitate mai mare si
hraniti cu furaj simplu au inregistrat o crestere semnificativa (p<0,05) a
valorilor GLU, AST, ALT si GGT in comparatie cu grupurile hranite cu KO.
KO nu a indus maodificari semnificative (p>0,05) in ceea ce priveste valorile
ALP, BIL D, BIL T, TL si fractiei lipidice, exceptie facand HDL, care a avut
valori mai mari in variantele LD-KO si HD-KO.

Dupa tratamentul cu ABZ, valorile ALB, GLOB si TP au crescut in toate
variantele experimentale, ambii factori, densitatea si hrana, aratand o
interactiune semnificativa (p<0,05) pentru acesti parametri. De asemenea,
valorile GLU cresc semnificativ dupa tratamentul cu ABZ, cu cea mai mare
valoare in varianta HD (97.60£3.80 mg/dl) si cea mai mica valoare in varianta
LD-KO (75.20£3.11 mg/dl) urmatd de HD-KO (85.60+4.73 mg/dl) si LD
(86.80+4.95 mg/dl). De asemenea, tratamentul cu ABZ a indus o crestere a
valorilor ALT si AST in toate variantele experimentale, cu o valoare medie
semnificativ (p<0,05) mai mare pentru grupurile HD.

Valorile HDL au crescut dupa tratamentul cu ABZ in toate variantele
experimentale, fara diferente semnificative (p>0,05) Tintre variantele
experimentale. La finalul celor 60 de zile experimentale, valorile LDL nu a
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fost influentate (p>0,05) de hrana administratd sau de densitatea de
populare, insa acestea au crescut semnificativ (p<0,05) dupa tratamentul cu
ABZ, cand cea mai mare valoare medie a fost inregistrata pentru grupurile
HD (95,20 + 2,52 mg/L).

Dupa 60 de zile experimentale, valorile CHOL, TL si TG nu au fost
influentate semnificativ (p>0,05) de densitatea de stocare sau de
suplimentarea hranei cu KO. Dupa tratamentul cu ABZ s-a observat o
scadere semnificativd (p<0,05) a valorilor TG si TL, respectiv o crestere
semnificativa (p<0,05) a valorilor CHOL in toate variantele experimentale.
Astfel, dupa tratamentul cu ABZ, cele mai mari valori medii ale CHOL si TG,
respectiv cea mai mica valoare medie a TL a fost inregistrata in loturile HD.

in cazul studiului nostru, dupa 60 de zile de hranire, pestii crescuti in
conditii ridicate de populare (HD) au prezentat cele mai mici valori ale TP si
ale GLOB. Desi grupurile care au primit hrana suplimentatd cu KO au
inregistrat concentratii serice mai mari de TP si GLOB in comparatie cu
grupurile hranite cu o dietd normala si stocati in aceeasi densitate, diferente
semnificative (p<0,05) au fost inregistrate doar pentru grupurile cu densitate
mare; ALB nu a fost afectata de densitate sau de regimul de hranire (p>0,05).

Modificarea parametrilor biochimici in conditii de densitate ridicata a fost
raportata si de alti autori (Kpundeh si colab., 2013; Abdel-Tawwab si colab.,
2014; Mahmoud si colab., 2021). Naderi si colab., 2017, au raportat scaderea
semnificativa a valorilor globulinei si albuminei, fard modificarea valorilor
proteinelor serice pentru pastravul curcubeu (Oncorhynchus mykiss) crescut
la o densitate mare de populare (80 kg/ms).

Tabelul 4.4. Valorile parametrilor serici la finalul experimentului de hranire
si dupé aplicarea testului cu ABZ

Variantele experimentale

Interactiunea

Parametrul Hrana
LD LD-KO HD HD-KO x
Densitatea
Dupa 60 de zile de hranire
ALB (g/dl) 1.09+ 0.03* 1.00 + 0.05*" 1.13 +0.10* 1.03+0.07% p=0.084
GLOB (g/dl) 276025  2.96:0.10°  2.33+0.06" 2.56 + 0.15” p=0.034
AIG 0.39 +0.03" 0.33+0.02% 0.48 +0.03¢ 0.40+ 0.01" p=0.020
TP (g/dl) 3.83+0.18" 3.96 £ 0.25"" 3.36 + 0.05% 3.59 +0.10” p=0.235
GLU (mg/di) 48.33 £ 3.79% 4232327;: 68.67 + 3.21% 51.50 + 5.03" p=0.967
81.33 + 3.592 54.33 + 110.00 = 96.00 + 3.58" =0.560
ALT (UIL) 346" 4 04% p
120.67 106.67 189.67 150.33 + 6.53" p=0.872
AST (U/L) 8.36% 516% 2,05
129.20 = 103.60 * 135.33 113.50 + 6.79% p=0.403
ALP (U 4.44% 4.50" 4.31%
GGT (UIL) 050+0.71*  050+0.71*  3.00+0.83" 1.33+1.15" p=0.457
BIL D (mg/dl) 0.20+0.07¢ = 0.22+0.08"  0.20+0.05 0.18 £ 0.04* p=0.213
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BIL T (mg/di) 0.29+0.10°  0.25%+0.11*  0.32+0.09" 0.27 £ 0.06% p=0.187
a* a* b* —
HDL (madi) 79.73 £ 6.85 9007£638  74.63+503 87.73£8.24 p=0.578
27.67£6.00° 26.33%2.65 2567 +4.85  27.67 +12.22% =0.858
LDL (mg/L) i p
211.67 + 204.67 + 203.50 + 181.33 £ 8.02% p=0.961
CHOL (mg/dl) 1557 8.50% 560
449.33 + 9.29 435.00 + 440.00 + 42133+ p=0.642
TG (mgrdi) x 3.51% 4.43% 27.74%
1026.33 + 983.00 + 999.00 + 931.33 + p=0.734
TL (mg/di) 3.01% 4,64 9.81%" 43,25
Dupa testul cu ABZ (7 zile)
ALB (g/d) 1.28+0.06"  118+0.06"  142+0.05"  1.21+0.03" p=0.044
GLOB (g/dl) 3.02£0.04"  322+022°" 275+018"  3.11%013" p=0.026
AIG 0.40£0.02¢ 036003 051+001°"  0.38%0.01" P=0.312
TP (g/dl) 430£0.15"  440£0.22°° 4173032  4.32%0.15" p=0.031
86.80 + 4.95"" 75.20 + 97.60 + 85.60 + 4.73" p=0.751
GLU (mg/dl) 3.118% 3.80¢"
92.40 + 2.40°" 65.00 + 148.50 + 122.00 + 2.99°" p=0.011
ALT (UIL) AT 1 da0™
233.50 + 197.75 % 367.25 + 281.00 + 7.06°" p=0.012
AST (UL) 10.32" 6.79%" 7.25"
ALP (U 53.20 £ 0.73% ig.ge;g;: 74.80 £2.19° 7553+ 3.95%" p=0.494
GGT (UI) 240£230°"  250+1.29°"  4.00+1.00°°  2.40%+1.14%" p=0.148
BILD (mg/d)  011£0.04  011£0057 013+004%" 012003 p=0.830
BILT (mgil) ~ 019£0.06™  019+0.09% 021+006"  0.24%005" p=0.860
75.40+3.15 8210+650  70.16+7.45  80.00 +6.08%" =0.571
HDL (mg/dl) p
89.00 + 3.76%" 81.60 + 118.40 + 95.20 + 2.52°" p=0.459
LDL (mg/L) 5 665+ 9.07"
228.40 + 214.80 + 247.60 + 229.00 + 4.16%" p=0.771
CHOL (mg/dl) .58 7 292 6.895%
263.80 + 266.60 * 334.40 + 285.80 + 9.05" p=0.252
TG (mg/dl) 8.042" 7.043" 6.895%
TL (mgid) 899.00 + 959.40 + 871.60 + 903.00 + 5.23%" p=0.268
9 10.23%" 7.870" 2.46%"

Valorile reprezintd media + S:E., n = 3. Valorile cu litere diferite intr-un rand difera semnificativ
(ANOVA, p<0,05). Valorile cu simboluri diferite */** intr-o coloana difera semnificativ dupa tratament
(T dependent, p<0,05).

Globulina este un biomarker de diagnosticare cu o valoare semnificativa
la pesti. Astfel, cresterea globulinei serice si scaderea valorilor raportului
albumina/globulina (A/G) reprezintd un indicator important al imunitatii
nespecifice si al mecanismelor de protectie al pestilor (Opiyo si colab., 2019).
in studiul de fata, dupa cele 60 de zile de hranire, raportul A/G a fost influentat
de ambii factori, dieta si densitatea, precum si de interactiunea acestora
(p<0,05). Raportul A/G ridicat a fost evidentiat in grupurile HD, in timp ce
valori mai mici au fost observate in grupurile care au primit hrana
suplimentata cu KO.
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Dupa tratamentul cu ABZ, nivelul proteinelor totale serice si al globulinei
a crescut la toate grupurile experimentale (p<0,05); proteinele totale si
globulina a inregistrat valori semnificativ mai mari la grupurile hranite cu dieta
KO si la grupurile crescute in densitati mici. Cu toate acestea, in urma
rezultatelor noastre, se poate concluziona ca pestii hraniti cu o dietd normala,
tinuti in conditii de stres de densitate si tratati cu ABZ, au prezentat un
raspuns imunitar nespecific mai alterat decét pestii tinuti in aceleasi conditii,
dar hraniti cu KO.

Glucoza este considerata a fi, de asemenea, un bun indicator al stresului
pestilor (acut sau cronic), fiind adesea utilizatd ca biomarker de bunastare
(Martinez-Porchas si colab., 2009). Rezultatele studiului de fata au evidentiat
o crestere semnificativa (p<0,05) a concentratiei de glucoza serica a crapului
in ambele grupuri HD, chiar si in cele hranire cu KO. Dupa tratamentul cu
ABZ, concentratia glucozei serice a crescut in toate variantele experimentale,
inregistrand cea mai mare valoare in grupul HD hranit cu o dieta normala
(97,60+3,80 mg/dl), ceea ce sugereaza un raspuns fiziologic mai puternic la
stresul indus de densitatea mare de populare si toxicitatea ABZ.

CHOL si TG serice ofera informatii importante privind starea de stres a
pestilor deoarece sunt legati de metabolismul energetic si lipidic (Wu si
colab., 2018). Este recunoscut faptul ca la pestii tinuti in conditii de densitate
mare de populare rezervele de energie sunt afectate pentru a face fata cererii
crescute de energie, fie prin consum, fie prin realocarea acestora.

Tn cazul experimentului nostru, dupa cele 60 de zile de hranire CHOL nu
au fost afectate Tn mod semnificativ de densitatea de populare (p>0,05) sau
suplimentarea hranei cu KO (p>0,05). Cu toate acestea, s-au observat valori
mai mici in cazul densitatii mai ridicate de populare si la grupurile hranite cu
KO.

Densitatea de populare sau suplimentarea hranei cu KO, nu a indus
diferente semnificative Th ceea ce priveste concentratia de LDL (p>0,05), in
timp ce HDL a Tnregistrat valori mai mari pentru pestii hraniti cu dieta KO. Cu
toate acestea, tratamentul cu ABZ a indus o crestere semnificativa (p<0,05)
a valorilor LDL Tn toate grupurile experimentale, printre care cea mai mare
valoare a fost cuantificata in HD, iar cea mai mica in LDK, sugerand ca KO
a atenuat impactul negativ al ABZ asupra lipidelor. HDL a scazut semnificativ
(p<0,05) dupa tratamentul cu ABZ, dar fara diferente semnificative (p>0,05)
intre variantele experimentale.

Stresul cronic, a alterat, de asemenea, functia hepatica evaluata prin
intermediul unor biomarkeri precum ALT, AST, ALP si GGT. in mod normal,
aceste enzime au o variatie constanta, cu exceptia cazului in care se
abordeaza stresul cauzat de factorii de mediu sau unele provocari patologice.
In cazul pestilor teleosteeni, enzimele ALT si AST sunt principalele
aminotransferaze legate de metabolismul aminoacizilor in ficat (Coz-
Rakovac si colab., 2008). in cazul crapului crescut in prezentul experiment,
in conditii de stres de densitate, nivelurile AST si ALT, masurate dupé cele
60 de zile de hranire, au crescut semnificativ (p<0,05) in variantele cu
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densitate mai mare, In timp ce pentru ALP, suplimentarea hranei sau
densitatea de populare nu a indus modificari semnificative (p>0,05).

Rezultatele noastre sunt similare cu cele raportate de alti autori.
Onxayvieng si colab., 2021, precum si Adineh si colab., 2021 au raportat
valori crescute pentru AST, ALT si ALP pentru specii precum caras,
Carassius gibelio sau pentru cosas, Ctenopharyngodon idella, crescute Tn
densitati mari. Unii autori, insa, nu au raportat modificari semnificative in
ceea ce priveste valorile serice ale ALT, AST si ALP pentru bibanul american,
Micropterus salmoides (Wang si colab., 2019). Suplimentarea hranei cu KO
a indus valori semnificativ mai mici ale AST (p<0,05) masurate in grupurile
din densitati mari, precum si modificari semnificative (p<0,05) ale ALT in
ambele densitati testate. In ceea ce priveste valorile ALP, acestea nu a fost
afectate de densitate sau de regimul de hranire (p>0,05).

Dupa tratamentul cu ABZ, concentratia enzimelor hepatice ALT si AST
a crescut in toate variantele experimentale, cu cele mai ridicate valori in
grupurile HD. Cu toate acestea, merita sa remarcam valorile semnificativ mai
mici (p<0,05) nregistrate pentru ambele grupuri de densitate care au primit
hrana suplimentatd cu KO. Pentru acesti parametri, s-a constatat o
interactiune semnificativa (dieta x densitate) (p<0,05).

Valorile fosfatazei alcaline (ALP) masurate la crapul expus la ABZ au
inregistrat o scadere semnificativa (p<0,05) pentru grupurile care au primit o
dietd normala, indiferent de densitate. in studiul actual, scaderea activitatii
ALP la pesti dupa expunerea la ABZ poate rezulta din perturbarea sistemului
de transport membranar, deoarece ALP este o enzima direct implicata in
activitatile de transport membranar (Bernet si colab., 2001).

Valorile bilirubinei directe, printre alti biomarkeri, ofera informatii privind
functia hepatica sau starea de nutritie a pestilor. Concentratiile totale de
bilirubina n serul pestilor sunt considerate aproape neglijabile in comparatie
cu mamiferele, datorita activitatii mai reduse a biliverdin- reductazei (Fang si
Bada, 1982). In studiul de fata, BIL T nu a fost afectatd de densitatea de
populare sau de suplimentarea hranei cu KO, dar a fost redusa semnificativ
(p<0,05) dupa tratamentul cu ABZ, cu valori mai mari in grupurile HD.

Activitatea GGT a fost imbunatatita de densitatea ridicata si de
tratamentul cu ABZ, indicand, impreuna cu AST si ALT, disfunctii sau leziuni
hepatice. Utilizarea KO in dieta crapului a redus semnificativ (p<0,05) nivelul
GGT in serul pestilor tinuti in densitati mari.

4.3.5. Evaluarea stresului oxidativ, a capacitatii antioxidante si

activitatii lizozimului

Tn tabelul 4.5. sunt prezentati parametri de stres oxidativ si activitatea
lizozimului, dupa cele 60 de zile experimentale, cat si dupa aplicarea testului
cu ABZ.

Dupa cele 60 de zile experimentale, concentratile de MDA din plasma
si ficat au fost semnificativ crescute (p<0,05) in grupurile de pesti hraniti cu
o dietd normala si stocati la densitate mare. Concentratii semnificativ mai
mari (p<0,05) de MDA au fost inregistrate dupa aplicarea testului cu ABZ in
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toate variantele experimentale. Cu toate acestea, cea mai mica concentratie
a fost observata in grupurile LD-KO si cea mai mare in varianta HD.

In plus, valorile TAC au fost influentate semnificativ (interactiunea
p<0,05) de densitatea de stocare si de suplimentarea hranei. fnainte de
tratamentul cu ABZ, TAC a crescut semnificativ (p<0,05) la pestii din grupul
LD-KO. Dupa provocarea cu ABZ, au fost observate scaderi semnificative
ale valorilor TAC, cele mai mici valorile fiind Tnregistrate in grupul HD.

Tabelul 4.5. Valorile malondialdehidei, capacitatii antioxidante si ale

lizozimului la finalul experimentului de hrénire si dupa aplicarea testului cu
ABZ

Dupa 60 de zile de hranire

et LD LD-KO HD HD-KO
MDA b - - b
. 2.10£0.09 1.67+0.13 2.67 0.16 2.00£0.15
(nmol/mL plasma)
MDAﬁcg‘tr)“O'/g 8.12+0.17" 5.49+0.10% 8.47 +0.21°¢ 8.12 +0.22"
TAC (MM Trolox) =~ 21.78+0.25"  24.64+0.29¢  19.31+0.26%  21.48+0.31"
LYZ (U/mL) 770+029%  910+0.12° 7.33:0.14% 9.33+0.11¢
Parametrul Dupa testul cu ABZ
MDA (nmol/mL) 244011 18820172 | 298:0.15"  2.38+0.13""
MD’;C(QSWV 9 10.77 +0.19%"  8.80+0.142"  11.84+0.18""  8.61+0.19%"

TAC (mM Trolox) 18.97 +0.223" 18.95 +0.24 3" 14.37 +0.21°" 17.21 +0.233"
LYZ (U/mL) 9.18 +0.18 ™ 9.73+0.16 ¢~ 8.54 +0.11%" 9.10 +0.14°"
Valorile reprezintd media + S.E. (n=3). Valorile cu litere diferite intr-un rand indica diferente
semnificative (ANOVA, p< 0,05) intre variantele experimentale. Valorile cu simboluri diferite */**
intr-un rand indica diferente semnificative dupa tratamentul cu ABZ (T dependent, p<0,05). MDA —
indicele de peroxidare lipidica; TAC - capacitate antioxidanta totala; LYZ - activitatea lizozimului.

Activitatea lizozimului Tn serul sanguin al puietului de Cyprinus carpio a
fost semnificativ mai mare (p<0,05) dupa 60 de zile in grupurile hranite cu
diete suplimentate cu HO. Dupa aplicarea testului cu ABZ, activitatea
lizozimului creste semnificativ (p<0,05) in toate grupurile, cu exceptia LD-KO;
cele mai mici valori fiind Tnregistrate Tn loturile HD.

Ca urmare a proceselor metabolice, la nivel celular, sunt produse si
eliminate specii reactive de oxigen (ROS), prin mecanisme fiziologice
complexe care sunt concepute pentru a mentine un echilibru dinamic
continuu. Atunci cand ROS sunt Tn exces, radicalii liberi provoaca
peroxidarea lipidelor. Componenta principala a peroxizilor lipidici,
malondialdehida (MDA), afecteaza structura si functiile celulare, fiind
caracterizata prin biotoxicitate (Ming si colab., 2015).

In studiul de fatd, concentratiile serice si hepatice de MDA au fost
afectate atat de regimul de hranire, cat si de densitatea de populare,
prezentand valori semnificativ mai mari la grupurile hranite cu o dieta simpla
si la loturile crescute in conditii de densitate ridicata. Cele mai mari valori au
fost, prin urmare, observate pentru grupurile HD, urmate de grupurile HDKO,
LD si LDKO.
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Dupa aplicarea testului cu ABZ, valorile MDA au crescut pentru toate
variantele experimentale, desi au pastrat acelasi tipar: cu cele mai scazute
niveluri pentru grupurile care au primit hrana suplimentata cu KO si cele mai
ridicate la grupurile HD hranite cu o dieta normala.

n ceea ce priveste capacitatea antioxidanta totala (TAC), acesta a fost
semnificativ redusa (p<0,05) dupa aplicarea testului cu ABZ in toate cele
patru variante experimentale. Rezultate similare au fost raportate si de Nwani
si colab., 2016 pentru somnul African expus la ABZ. Acesta prezentat niveluri
mai ridicate de peroxidare a lipidelor si, in mod corespunzator, o inhibitie mai
mare a activitatilor antioxidante, supunand unui risc mai mare de deteriorare.

Cu toate acestea, in studiul de fata, reducerea mai mica a TAC in
variantele suplimentate cu KO poate indica faptul ca tesuturile evita
epuizarea rezervelor totale de antioxidanti pentru a neutraliza stresul
oxidativ. Astfel, continutul ridicat de PUFA n-3 si de astaxantina din KO poate
fi responsabil pentru activarea mecanismelor de protectie si/sau pentru
actiunea antioxidanta a acestor molecule care limiteaza utilizarea rezervelor
interne de TAC.

Lizozimul (LZM) este un biomarker acceptat in mod obisnuit pentru
evaluarea starii imunitare a pestilor dupa aplicarea unor stimuli, deoarece
joaca un rol important in sistemul de bioaparare (Saurabh si colab., 2008).

Scaderea concentratiei plasmatice de LZM a fost corelata cu afectarea
sistemului imunitar la diferite specii de pesti crescuti la densitati mari de
populare (Costas et al. 2013; Liu et al., 2019). In mod similar, in experimentul
nostru, nivelul de LZM a scazut in grupurile HD hranite cu furaj nesuplimentat
cu KO, ceea ce releva faptul ca densitatea de populare a avut un efect
negativ asupra starii de imunitate. Cu toate acestea, in loturile de pesti
hranite cu KO, activitatea LZM a fost imbunatatita si nu au fost detectate
diferente semnificative intre densitatile de populare testate pentru aceste
variante. Dupa testul cu ABZ, concentratia de LZM a crescut in toate
variantele experimentale, prezentand cea mai mare valoare in grupul LD-KO
si cea mai mica in grupul HD, ceea ce sugereaza ca, combinatia de agenti
antiinflamatori si antioxidanti care se gasesc in KO a stimulat productia de
molecule responsabile de imunitate, cum ar fi lizozimul, si a sporit
capacitatea organismului de a consolida sistemul de aparare atunci cand
este supus unor factori stresanti.

4.4. Concluzii si recomandari
in general, in sistemele de crestere intensiva, precum sistemele
recirculante de acvacultura, biomasa piscicola este supusa stresului, insa
expunerea cronica la stres conduce la deteriorarea starii de sanatate,
conducénd la reducerea eficientei utilizarii hranei, slabirea imunitatii si, in

final la obtinerea unor performante slabe de crestere.
Utilizarea suplimentelor alimentare Tn hrana pestilor din acvacultura este
intens investigata in ultimii ani. in acest context, prezentul studiu a fost
realizat pentru a investiga potentialul KO ca ingredient functional pentru
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acvacultura intensiva. Astfel, in urma desfasurarii prezentului experiment se
pot desprinde o serie de concluzii, prezentate in cele ce urmeaza:

» administrarea uleiului de krill in hrana puietului de crap a condus la
imbunatatirea performantei de crestere, atat la densitati de stocare
de 3,5 kg/m3, cat si la densitati mai ridicate de 8 kg/m3;

» indicii somatici au reliefat valori superioare n variantele
experimentale unde s-a administrat ulei de krill, reliefand o stare de
intretinere superioara prin comparatie cu loturile a caror hrana nu a
fost aditivata.
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5. Cercetari privind influenta silimarinei si berberinei asupra
performantei de crestere, compozitiei biochimice si starii de sanatate
la Cyprinus carpio

5. 1. Introducere

Ficatul, reprezinta principalul organ responsabil de metabolizarea
compusilor endogeni si exogeni, jucand un rol crucial in functionarea
organismului. Este, de asemenea, unul dintre primele organe care sunt
afectate de factorii de stres sau de substantele toxice. Existenta unor conditii
de stres sau expunerea la substante precum metalele, biotoxinele si poluantii
organici persistenti pot provoca leziuni hepatice la pesti. Acest lucru se
datoreaza faptului ca ficatul este responsabil de procesul de detoxifiere si are
capacitatea de a acumula diferiti contaminanti sau metaboliti asociati
acestora. Astfel, mentinerea functiei hepatice in limite normale este esentiala
pentru sanatatea si cresterea optima a pestilor.

Plantele si extractele lor au fost utilizate Tn diverse scopuri inca din
antichitate. In acvaculturs, acestea au inceput sa fie folosite ca aditivi Tn
hrana pentru a imbunatati cresterea pestilor, stimularea imunitatii, cat si
pentru a spori rezistenta la boli.

Fructele de Armurariu (Silybum marianum) contin aproximativ 2%
amestec, numit silimarina, de flavonolignani alcatuit din silibina, silidianina,
silicristind si izosilibina (A si B), cu o puternica activitate antioxidanta
(Kvasni¢ka et al., 2003), antiinflamatoare, imunomodulatoare si de
regenerare a ficatului (Abenavoli et al., 2018). Silimarina (SM) are proprietati
antioxidante si antiinflamatorii, reduce colesterolul si grasimile din sange,
fiind folosita In medicina umana pentru tratarea bolilor biliare si a altor boli
legate de tractul gastrointestinal. S-a raportat ca proprietatile antioxidante ale
SM previn tulburarile metabolice ale acestor celule prin inhibarea peroxidarii
lipidelor 1Tn celule hepatice, avand un efect pozitiv pentru prevenirea
metabolismului alterat al lipoproteinelor (Halim si colab., 1997; Schonfeld si
colab., 1997) precum si de reducere a enzimelor hepatice din sange.

Cu toate acestea, mecanismul de actiune al SM la pesti este
necunoscut. Studiile efectuate au demonstrat ca administrarea SM in hrana
pestilor reduce stresul oxidativ, modificarile histopatologice si genotoxicitatea
cauzate de expunerea crapului comun la un nivel subletal de deltametrina
(insecticid) (Jindal et al., 2019). De asemenea, Al-Shawi et al., 2021, a
raportat ca suplimentarea hranei cu SM ar putea modula leziunile cauzate de
stresul oxidativ si hepatotoxicitatea la crapului comun expus la o toxicitate
subletalad de clorurd de cadmiu. Intr-un studiu recent, El-Houseiny si colab.,
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2022 au constatat ca suplimentarea dietei somnului african (Clarias
gariepinus) cu plante uscate de S. marianum (seminte, frunze si tulpini) timp
de 60 de zile conduce la reducerea leziunilor histopatologice si atenueaza
efectele imunosupresoare ale toxicitatii fluorului.

Berberina (BBR) este un compus bioactiv, care apartine unei clase de
compusi numiti alcaloizi. Aceasta este izolatd din mai multe plante, fiind
regasita in rizomul, radacinile si tulpinile unor plante medicinale, cum ar fi
Berberis aristata, Coptis Chinensis Franch, precum si Berberis vulgaris L.
(Wang si colab., 2022). Conform lui Xu si colab., 2021, continutul de BBR in
aceste plante variaza de la 0,05 mg/g la 96,10 mg/g, in timp ce Berberis este
cea mai bogata sursa naturala de BBR.

fn ultimii ani, mai multe studii au constatat ci BBR prezinta rezultate
promitatoare in tratamentul clinic al ficatului gras, obezitatii, hipertensiunii si
diabetului de tip 2 (llyas si colab., 2002; Shinjyo si colab., 2020).

In acvacultura, BBR este recent utilizata ca aditiv functional in hrana,
pentru prevenirea si tratarea unor boli bacteriene (Xu et al., 2017). De
asemenea, s-a raportat ca imbunatateste raspunsul imunitar si capacitatea
antioxidanta, precum si reducerea acumularii de lipide in ficat, reducerea
colesterolului total (TC) si a trigliceridelor (TG) (Chen et al., 2016; Xu et al.,
2017).

in contextul celor prezentate, scopul acestui experiment a fost de a
evalua efectul administrarii SM si a BBR, asupra indicatorilor tehnologici,
precum si asupra compozitiei biochimice a carnii de crap. Totodata, s-a
evaluat si influenta acestor suplimente alimentare asupra starii de confort
tehnologic a crapului, precum si efectul hepatoprotector dupa aplicarea unui
“challenge test” cu paracetamol.

5.2. Design experimental

Puietul de crap (Cyprinus carpio) a fost achizitionat de la o ferma locala.
Dupa o perioada de aclimatizare de doua saptaméani, un numar total de 180
pesti (masa medie individuala de 118,4+ 11,09 g) au fost repartizati
randomizat in sistemul recirculant, pentru a crea sase variante
experimentale, in triplicat (Figura 5.1.).

Pe tot parcursul perioadei experimentale pestii au fost hraniti cu un furaj
din gama Skretting cu un continut de 40% proteina bruta (PB), 10% lipide,
1,5% fibre, 6,8% cenusa (Skretting, Vignetto, Italia). Furajul a fost aditivat cu
silimarina (SM) si berberina (BBR), fiind create astfel urmatoarele variante
experimentale;

o Varianta M - varianta martor, in care pestii au fost hraniti cu furaj cu

40% PB.

0 Varianta SM — Furaj 40% PB, suplimentat cu 1 g silimarina/kg furaj;
0 Varianta BBR100 - Furaj 40% PB, suplimentat cu 100 mg berberina/ kg
furaj;
o Varianta BBR200 — Furaj 40% PB, suplimentat cu 200 mg berberind/kg
furaj;
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o0 Varianta SM+BBR100 - Furaj 40% PB, suplimentat cu 1 g silimarina/kg
furaj +100 mg berberinad/ kg furaj;

0 Varianta SM+BBR200 - Furaj 40% PB, suplimentat cu 1 g silimarina/kg
furaj +200 mg berberinad/ kg furaj).

Intensitatea hranirii a fost de 1,5 % din biomasa pe zi (BW/zi), biomasa
din fiecare unitate de crestere fiind cantarita dupa 36 de zile experimentale
pentru a ajusta cantitatea de hrana.

Fotoperioada a fost de 16 ore de lumina si 8 ore de intuneric. Pe toata
durata cercetarilor experimentale, parametri de calitate a apei au fost
monitorizati zilnic. Temperatura apei, pH-ul, oxigenul dizolvat au fost
masurate automat cu ajutorul sistemului de monitorizare Endress+Hauser
(Endress+Hauser AG, Elvetia) prin intermediul sondelor plasate in fiecare
bazin de crestere, in timp ce concentratile compusilor azotului au fost
cuantificate saptamanal cu un analizor Skalar SAN++, Skalar Analytical,
Olanda.

| LJ ,. .II \. "I \1;“!_‘ . -
]

o e W 2

Figura 5.1. Schema realizarii experimentului

Astfel, monitorizarea calitatii apei fintr-un sistem recirculant de
acvacultura este esentiala pentru a asigura un mediu optim pentru cresterea
si sanatatea pestilor. O apa de o calitate necorespunzatoare, poate afecta
fiziologia si cresterea pestilor, conducand la reactii patologice la nivelul
organelor interne, ceea ce poate contribui si la cresterea ratei de mortalitate.
Asadar, pe parcursul derulérii experimentului, zilnic s-a urmarit evaluarea
parametrilor de calitate ai apei, valorile medii inregistrate fiind incadrate in
ecartul optim pentru cresterea crapului: temperatura 21,8 + 3,14 °C; pH =
7,41 + 1,04; oxigenul dizolvat 7,29 + 1,13 mgxL; amoniu 0,09 + 0,05 mgxL-
1; nitratii < 0,16 mgxL%; si nitritii < 0,09 mgxL*

Dupa 64 de zile experimentale, 7 pesti din fiecare varianta experimentala
au fost selectati randomizat pentru a plica un test ,challenge” cu paracetamol.
Paracetamolul, este un medicament larg utilizat pentru ameliorarea durerii si
reducerii febrei, poate ajunge in mediul acvatic prin diferite cai, inclusiv prin
excretia directd a substantei active de catre oameni sau prin eliminarea
deseurilor medicamentoase. Totodata este cunoscut faptul ca
paracetamolul, este un antipiretic care a fost de mult timp asociat cu toxicitate
hepatica atunci cand este administrat in doze peste cele terapeutice. Astfel,
scopul testului “challenge” cu paracetamol a fost de a evalua daca
suplimentele administrate au influentat nivelul de toxicitate hepatica indus de
paracetamol.

Astfel, imediat dupa experimentul de hranire, o parte din pesti au fost
mutati intr-un sistem experimental cu 12 acvarii de sticla de 130 L. Doza a
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fost administrata pe cale orala (500 mg paracetamol/greutate corporala) cu
ajutorul unei seringi la capatul caruia are atasat un furtun. Administrarea
paracetamolului s-a facut in doza unica.

5.3. Rezultate si discutii
5.3.1. Evaluarea performantei de crestere a puietului de crap

Scopul primar al acvaculturii este de a obtine cea mai rapida crestere,
implicit un raport de conversie a hranei (FCR) cat mai scazut, astfel ca un
prim obiectiv al experimentului nostru a fost de a evalua modul in care
suplimentele alimentare folosite in hrana crapului influenteaza indicatorii de
performanta a cresterii (Tabelul 5.1.).

La debutul experimentului, masa corporala medie initiald a exemplarelor
de crap nu a prezentat diferente semnificative (p>0,05) din punct de vedere
statistic intre cele sase variante experimentale.

Dupa 36 de zile, se observa cresterea semnificativa (p<0,05) a masei
corporale in varianta SM si M, in timp ce intre celelalte variante
experimentale masa corporala inregistreaza valori nesemnificative din punct
de vedere statistic (p>0,05) (Figura 5.2).

La finalul experimentului (dupa 64 de zile), masa corporala a crapului
inregistreaza valori semnificativ diferite (p<0,05) intre cele sase variante
experimentale. Astfel, cea mai mare masa corporala medie se inregistreaza
in  variantele  experimentale unde s-a administrat  silimarina
(SM)(195,60+£10,12 g), respectiv In varianta in care furajul a fost suplimentat
cu BBR in concentratie de 200 mg/kg hrana (198,70£18,16 g), in timp ce in
variantele experimentale BBR 100, SM+BBR100 si SM+BBR200 masa
medie finala a Tnregistrat cele mai mici valori (Figura 5.2; Tabelul 5.1.).

Masa corpoeald medie (5]

M S ABR1O0 BAR 200 SMHIAE 100 SMHRAR 00
- fua 1- experiment i 56 experiment 0 tiua 64 - operiment
Figura 5.2. Evolutia masei corporale medii de crap de-a lungul perioadei
experimentale

Tabelul 5.1. Indicatorii de performantad tehnologicé ai puietului de

crap dupa 64 de zile experimentale
Parametrii SM+BBR SM+BBR
oG M SM BBR100  BBR200 100 200 ‘

Numarul
initial de 10 10 10 10 10 10
pesti
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Biomasa 1207+ 1216+ 1131+ 1245+ 1151+ 1154+
initiala (g) 8,567 7,238 9,76 9,76 5,232 3,108
m‘;‘fﬁ‘e 120,70+ 121,60+ 113,10+ 124,50+ = 11510+ 11540+
EENE 10,252 9,122 7,168 5,02 6,242 4,652
initiala (g)
Supraviefuir ;5 100 100 100 100 100
ea (%)
Biomasa 189150+ 1956+ 1714+ 1987+ 1750+ 1694+
final3, (g) 16,65 19,65¢ | 18,50° 20,167 16,24° 14,29°
mgzz 189,15+ = 19560+ @ 171,40+ @ 19870% 175,03+ | 169,47+
s 18,61 10,122 | 19,65 18,162 17,46° 10,12°
fr’;c;gr‘z 684,50+ 740+ 583+ 742+ 599,33t = 540,67+
bregere 6,65 4,952 9,67 10,102 9,96° 8,49°
iomasa (g)
FCR, (g/9) 1,70+ 1,47+ 1,86+ 1,46+ 1,83+ 2,10+
: 0,040 0,082 0,050 0,032 0,020 0,05°
SGR 0,70+ 0,74+, 0,65+ 0,73+ 0,65+ 0,60+
(% zi) 0,022 0,01° 0,04 0,020 0,03° 0,03

Nota: Valorile reprezinta media triplicatelor + S.D. Valorile cu litere diferite ntr-
un rand indica diferente semnificative (ANOVA, p < 0,05) intre variantele
experimentale. FCR- Factorul de conversie al hranei; SGR- Rata specifica de crestere.

La finalul perioadei experimentale, s-a observat ca in toate variantele
experimentale, rata de supravietuire a crapului a inregistrat un procent de
100%. Acest aspect confirma faptul ca atat conditile mediale, cét si cele
referitoare la hranire au fost mentinute in limite optime.

in ceea ce priveste valorile factorului de conversie al hranei (FCR),
calculat pentru cele sase variante experimentale, comparatia statistica a
evidentiat diferente semnificative (p<0,05). Astfel, cel mai bun FCR a fost
intregistrat in variantele experimentale in care s-a administrat silimarina
(FCR-1,47+0,01 g/g), respectiv in varianta BBR200 (FCR- 1,46+0,03 g/g),
observéndu-se o mai slaba utilizare a nutrientilor in cazul variantei
experimentale SM+BBR20 (FCR-2,10+0,05 g/g). Obtinerea unor indicatori
tehnologici superiori in variantele SM si BBR200 poate fi atribuita
proprietéatilor hepatoprotectoare si imunostimulatoare ale acestor plante, insa
efectul acestora asupra cresterii se afla in stransa corelatie si cu doza
administrata. Studii similare, realizate de alti cercetatori au furnizat rezultate
concludente Tn acest sens. Astfel, intr-un studiu efectuat de Wang si colab.,
2019, a fost investigata adaugarea SM in hrana calcanului (Scophthalmus
maximus, L) la diferite concentratii (100, 200 si 400 mg/kg hrand), iar
rezultatele au aratat o performanta de crestere superioara la concentratia de
100 mg/kg hrana. Autorii au observat ca administrarea SM la concentratii mai
mari a condus la efecte imunomodulatorii si activare a proceselor inflamatorii
n organism, ceea ce a redus eficienta retinerii nutrientilor.

Contradictoriu cu cele relatate anterior, Shahin si colab., 2023, obtine in
cazul larvelor de Dicentrarchus labrax performante de crestere superioare in
cazul folosirii unor concentratii mult mai mari de SM. Astfel, folosind
concentratii de 0, 200, 400, and 600 mg SM kg hrana, autorii obtin o
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crestere semnificativa a performantei de crestere a larvelor de biban de mare
direct proportionala cu cresterea cantitatii de SM din hrana.

in ceea ce priveste efectul BBR asupra performantei de crestere, studiile
efectuate au demonstrat ca administrarea acesteia in hrana poate avea
efecte benefice asupra performantei de crestere a pestilor. Astfel, Van Doan
si colab., 2020, afirma ca digestia si absorbtia substantelor nutritive in tractul
digestiv al puietului de tilapia de Nil (Oreochromis niloticus) a fost
imbunatatitd dupa administrarea BBR in hrana, timp de opt saptaméni. De
asemenea, autorii au obtinut o crestere semnificativa a ratei specifice de
crestere, a sporului de crestere, a masei corporale a pestilor, nivelurile
maxime fiind observate in cazul suplimentarii cu 1 g BBR/kg hrana, in
comparatie cu 3, 6 si 9 g BBR/kg hrana.

Intr-un studiu realizat de Yi si colab., 2012, aditivarea hranei la C.
aurtaus gibelio, la un nivel de 4 mg/kg hrana nu a condus la rezultate
superioare in ceea ce priveste cresterea pestilor. Diferentele raportate de
aceste studii sunt datorate fie dozelor diferite in care au fost Tnglobate n
hrana, fie sunt datorate de metabolismul diferit de la o specie la alta.

Cele mai multe studii au vizat evaluarea efectului BBR, atunci cand sunt
administrate furaje cu un continut lipidc ridicat. Tn acvacultura intensivé, se
practica utilizarea dietelor bogate in lipide, sau carbohidrati, datorita
avantajelor lor in economisirea proteinelor si stimularea cresterii pestilor. Cu
toate acestea, administrarea acestor furaje ridica probleme legate de
acumularea excesiva de grasimi in ficat, aspect ce reprezinta o pierdere de
energie inutila, avand in vedere ca un nutrient energetic este depozitat in
ficat sau in masa viscerala.

Astfel, studiile efectuate subliniaza potentialul BBR pentru folosirea in
acvacultura ca aditiv alimentar, pentru tratarea disfunctiei hepatice cauzate
de dietele cu continut ridicat de lipide si carbohidrati, datorita efectelor sale
dovedite pentru tratarea tulburarilor metabolice, cum ar fi ficatul gras,
hiperlipidemia, sugerandu-se rolul sau important in metabolismul glucozei si
lipidelor (Xu si colab., 2021). in plus, suplimentarea cu berberina a dovedit si
imbunatatirea performantei de crestere, sanatatea intestinala, capacitatea
antioxidativa si starea imunitara a pestilor in mai multe studii (Doan si colab.,
2020).

Dupa cele 64 de zile, rata specifica de crestere (SGR) a inregistrat valori
semnificativ mai bune tot in variantele SM si M, urmate de varianta M. Un
SGR mai scazut a fost inregistrat in variantele SM+BBR200, BBR100 si
SM+BBR 100.

Astfel, avand in vedere variatia semnificativa a rezultatelor raportate in
literatura de specialitate, privind dozele optime n care aceste suplimente ar
putea fi incorporate in hrand (SM si BBR), este necesar ca acestea sa fie
stabilite pentru fiecare specie de pesti, cat si pentru fiecare stadiu de
dezvoltare.

Din informatiile prezentate in literatura de specialitate, nu exista pana in
prezent informatii privind suplimentarea hranei pestilor cu SM si BBR. in
cazul studiului nostru, s-a observat ca adaugarea in hrana a unui g de SM/kg
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hrana, in combinatie cu 100 mg, respectiv 200 mg BBR/kg hrana, nu a
condus la imbunatatirea performantei de crestere a pestilor, masa medie
finala, respectiv sporul de crestere al biomasei, inregsitrand cele mai slabe
valori Tn aceste variante experimentale.

Prin urmare, relatia dintre performanta de crestere si suplimentarea
hranei cu SM si BBR poate varia in functie de specia de peste, modul de
hranire, dieta utilizata, precum si de doza si durata de administratre. Unii
autori au raportat ca utilizarea BBR in hrana pestilor pentru o perioada prea
indelungata de timp, poate reduce efectul benefic al acesteia (Shan si colab.,
2013). Acest aspect a fost raportat la mamifere, ipoteza fiind aceea ca
expresia intestinala a P-glicoproteinei este prea supraaglomerata de o doza
prea mare sau de administrarea BBR pe termen lung, fapt care inhiba
absorbtia berberinei de catre intestin (Shan si colab., 2013). Cu toate
acestea, acest mecanism nu a fost raportat la pesti si ar trebui studiat in
continuare.

5.3.2. Evaluarea indicilor hepatosomatici si a compozitiei biochimice
a carnii
in tabelul 5.2. sunt redate valorile indicilor somatici. Astfel, dupa cele 64
de zile experimentale, analiza statisticda ANOVA nu a evidentiat diferente
semnificative (p>0,05) intre variantele experimentale, pentru indicii somatici
analizati.
Tabelul 5.2. Indicii somatici la finalul experimentului de hrénire

Indici M SM BBR100 BBR20 SM+BBR100 | SM+BBR200
corporali
HSI 2,37+ 1,91+ 1,92+ 1,69+ 1,65+ 0,212 2,09 £ 0,742

0,18 0,24° 0,382 0,682
IGS (%) @ 6,82+ 3,03t 4,32+ 4,96+ 5,40+ 1,802 7,62+ 5,682
2,36° 2,357 1,432 0,092
SSI (%) 0,27+ 0,28+ 0,18+ 0,33+ 0,24+ 0.062 0,23+ 0,082
0,072 0,06 0,012 0,192
Nota: Valorile reprezintd mediazSD a triplicatelor. Valorile cu litere diferite
indica diferente semnificative (ANOVA, p<0,05) intre variantele experimentale.

Cu toate acestea, se poate observa o usoara scadere a indicelui HSI in
variantele in care hrana a fost aditivata cu suplimentele alimentare selectate,
cel mai mare HSI fiind inregistrat in varianta martor. Un HSI mai mic indica o
reducere a acumularii grasimii sau a substantelor toxice in ficat,aspect ce
sugereaza ca SM si BBR a avut un efect benefic asupra sanatatii hepatice a
pestilor. Este cunoscut ca ficatul gras poate conduce la aparitia unor patologii
metabolice la mamifere, de la steatoza la leziuni hepatocelulare, fibroza sau
insuficienta hepatica (Dai si colab., 2015). Pe de alta parte, pestii sunt mai
susceptibili la acumularea de grasimi in ficat, deoarece ficatul este principala
locatie de depozitare a lipidelor. Totodata, in acvacultura, s-au observat
deficiente in crestere si o rata ridicata de mortalitate cauzate de ficatul gras,
determinand consecinte economice semnificative.
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Dupa cele 64 de zile de hranire, analiza statisticd nu a evidentiat
diferente semnificative (p>0,05) in ceea ce priveste continutul de apa,
proteine si cenusa, in timp ce continutul de lipide a inregistrat valori
semnificativ mai mici (p<0,05) in variantele in care s-a administrat aditivii
alimentari in hrana pestilor.

Tabelul 5.3. Compozitia biochimicd a carnii crapului dupé cele 64 de

zile experimentale

M SM BBR100 BBR200 SM+BB SM+BB

R100 R200

Apa (%) 78,44+ 78,52+ 79,30+ 79,04+ 79,09+ 79,54+
1,262 0,642 0,22% 1,322 1,322 0,26%

Proteina 17,06+ 18,63+ 17,54+ 17,94+ 17,69+ 17,42+
(%) 0,73% 0,172 0,472 0,53% 0,61% 0.56*
Lipidele 2,44+ 1,44+ 1,39+ 1,32+ 1,68+ 1,31+
(%) 0,88* 0,46° 0,08° 0,22° 0,28% 0,13°
Cenusa 1,12+ 1,29+ 1,26+ 1,07+ 1,72+ 1,20+
(%) 0,072 0,09% 0,05% 0,05% 0,65% 0,242

Nota: Valorile reprezintd mediazSD a triplicatelor. Valorile cu litere diferite
indicé diferente semnificative (ANOVA, p<0,05) intre variantele experimentale.

Cu toate ca valorile proteinei nu a inregistrat diferente semnificative
intre variantele experimentale, se poate observa o usoard crestere a
procentului de proteina in variantele Tn care au fost folositi aditivii alimentari
in hrana crapului. Astfel, aceste rezultate sugereaza ca aditivii alimentari pot
fi utilizati eficient pentru a imbunatati calitatea camii de peste si pentru a
satisface cerintele nutritionale ale consumatorilor care doresc sa reduca
aportul de lipide si sa obtina o sursa mai sanatoasa de proteine.

5.3.3. Evaluarea parametrilor hematologici

Dupa cele 64 de zile experimentale, cat si dupa administrarea dozei
unice de paracetamol au fost determinati parametrii hematologici:
hemoglobina (Hb), numarul de globule rosii (RBC), hematocritul (Ht), precum
si constantele eritrocitare (VEM, HEM si CHEM).

Astfel, la finalul experimentului de hranire, analiza statistica a evidentiat
diferente semnificative (p<0,05), in ceea ce priveste valorile Ht si RBC, in
timp ce valorile Hb, VEM, HEM si CHEM nu au inregistrat diferente
semnificative (p>0,05) intre cele sase variante experimentale.

Dupa testul cu paracetamol, valorile parametrilor hematologici nu au
indicat diferente semnificative (p>0,05) fintre cele sase variante
experimentale.

Procentul de hematocrit reflecta proportia de celule rosii din séange in
raport cu leucocitele si plasma. Dupa cele 64 de zile de hranire, nivelul
hematocritului a inregistrat valori semnificativ diferite (p<0,05) intre variantele
experimentale (Figura 5.3.). Astfel, valorile Ht din varianta SM au inregistrat
cele mai mici valori (36,62+0,31 %), fiind urmate de varianta M (41,15+3,35
%), in timp ce 1n variantele BBR100 (42,14+3,80 %), BBR200 (44,36+1,11
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%), SM+BBR100 (43,98+3.77 %), respectiv SM+BBR200 (44,11+3,63 %),
valorile au fost sensibil egale (p>0,05).
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Figura 5.3. Variatia hematocritului — boxplot (mediana, valori minime,
maxime si cvartilele)
Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre
variantele experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative
(t dependent, p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente
semnificative dupa testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).

Dupa testul cu paracetamol, valorile Ht nu au inregistrat diferente
semnificative (p>0,05) intre cele sase variante experimentale.

Comparatia statistica (T-test) a valorilor Ht dupa experimentul de hranire
cu cele dupa testul cu paracetamol a evidentiat diferente semnificative in
toate variantele experimentale. Cu toate ca valorile hematocritului au
prezentat o scadere semnificativa dupa administrarea supradozei de
paracetamol, valorile obtinute se incadreaza in ecartul optim recomandat de
literatura de specialitate (Tabelul 5.4).

Tabelul 5.4. Valori de referinta pentru parametri hematologici la
Cyprinus carpio

Masa Ht Hb RBC VEM HEM = CHEM | Referint
corpor (%) (g/dL) | (x108/m (um®) (pg) (g/dL) a
ala (g) m?)
138,3+ | 293 8,63+ 1,64+ 180,30+ 52,9+ 29+2,0 Sudova

28,7 0,76 0,14 15,3 4,7 si

colab.,
2009
200 31,8+ 6,94+ 1,81+ 178,2+ 40,2+ = 21,6% Tripathi
55 1,6 0,2 31,7 6,5 3,3 si
colab.,
2004
61,2+ 22-39 3,76- 0,90- 133,7- 36,9- 15-32 Mikula
7,3 8,76 2,02 248,4 57,8 si
colab.,
2008
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138+
28,7

297,4+
55,6

41+0,2

67,5+
9,1

43,3+
7,7

61,9+
2,4

80+5

26+3

29,2+
2,7

42,2+
0,5

30,9+
3,5

34,2+
57

42,8+

24+1

6,84+
0,9

7,43+
0,7

11,24+
0,41

7,18+
0,13

7,66+
0,7

9,4+
0,8

10,2+
0,8

1,05+
0,03

1,63+
0,13

1,80+
0,02

1,40+
0,09
1,49+
0,12

1,37+
0,19

1,47+
0,2

248,1+
36

179,5+
13,5

234,5+
2,0

217,2+
24,2
230+
37,9

317,9+
60,9

176,6+
13,5

65,2+
10

45,8+
4,2

62,5+
1,6

51,9+
8,2
51+
7,5

78,8+
10

26,3+
0,13

25,5+
0,78

26,67+
0,7

24,1+
0,31

23+ 3,
79

22,2+
3,3

44,6+
0,4

Velisek
si
colab.,
2010
Velisek
si
colab.,
2012
Gholami

Seyedk
olaei si
colab.,
2013
Yonar,
2013
Yonar si
colab,
2014
Kuhlwei
nsi
colab.,
2014
Bojarski
si
colab.,
2015

in ceea ce priveste valorile hemoglobinei, analiza statistica nu a
evidentiat diferente semnificative (p>0,05) dupa cele 64 de zile de hranire.
Cu toate acestea, valorile Hb au fost usor mai scazute in varianta SM (Figura
5.4.). Dupa administrarea dozei unice de paracetamol, valorile hemoglobinei

nu au inregistrat diferente semnificative (p>0,05).

Comparatia statistica a valorilor concentratiei de hemoglobina dupa cele
64 de zile experimentale, cu cea a valorilor obtinute dup&a administrarea dozei
unice de paracetamol nu a evidentiat diferente semnificative (p>0,05). Cu
toate acestea, se poate observa o usoara crestere a Hb in toate variantele
experimentale.
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Figura 5.4. Variatia hemoglobinei— boxplot (mediana, valori minime,

maxime si cvartilele)

Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre
variantele experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent,
p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa

testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).

Tn general, situatiile de stres pot determina o crestere a hemoglobinei in
sangele pestilor. Acest lucru poate fi o adaptare a organismului pentru a
creste capacitatea de transport a oxigenului in perioadele solicitante.

Dupa perioada de hranire, numarul de eritrocite a inregistrat valori
semnificativ. mai ridicate in varianta SM+BBR200 (1,91+0,20 x10°
mm?3)(Figura 5.5.), in timp ce dup& administrarea dozei de paracetamol,
valorile eritrocitelor nu au inregistrat diferente semnificative (p>0,05) intre
cele sase variante experimentale.
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B
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Variantele experimentale
Figura 5.5. Variatia numarului de eritrocite- boxplot
(mediana, valori minime, maxime si cvartilele)

Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre
variantele experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent,
p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa

testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).
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Comparand valorile numarului de eritrocite dupa cele 64 de zile
experimentale, cu cel al valorilor obtinute dupa administrarea dozei unice de
paracetamol, testul T nu a evidentiat diferente semnificative (p>0,05).

In cea ce priveste valorile constantelor eritrocitare VEM, HEM si CHEM
analiza statistica nu a evidentiat diferente semnificative (p>0,05) dupa
experimentul de hranire sau dupa administrarea dozei de paracetamol
(p>0,05)(Figurile 5.6; 5.7; 5.8). In ceea ce priveste comparatia statistica a
valorilor constantelor eritrocitare dupa experimentul de hranire, cu valorile
dupa administrarea dozei de paracetamol, analiza statistica (T-test) a
evidentiat diferente semnificative (p<0,05), doar in cazul CHEM in varianta
BBR200.

Ll
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Variantele experi

Figura 5.6. Variatia VEM- boxplot (mediana, valori minime, maxime i
cvartilele)

Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre
variantele experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent,
p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa

testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).
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Figura 5.7. Variatia HEM- boxplot (mediana, valori minime, maxime i
cvartilele)

Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre
variantele experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent,
p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa

testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).
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Figura 5.8. Variatia CHEM- boxplot (mediana, valori minime, maxime si
cvartilele)

Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre
variantele experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent,
p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa

testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).

in studiul nostru, analiza parametrilor hematologici nu a evidentiat
modificari majore, dupa administrarea suplimentelor alimentare selectate, cu
exceptia Ht si RBC, care a prezentat o scadere semnificativa a Ht in varianta
SM, respectiv cresterea semnificativd a numarului de eritrocite in varianta
SM+BBR200.

Rezultatele noastre sunt similare cu cele raportate de alti autori. Astfel,
Lukanov si colab., 2018, dupa administrarea SM (0,5%, respectiv 1%), in
hrana Japanese quails nu a observat modificari semnificative ale numarului
de eritrocite, Ht sau concentratiei Hb. Ahmadi si colab., 2012, a observat
cresterea semnificativd a numarului de eritrocite, a hematocritului si a
concentratiei de hemoglobind, dupa administrarea in hrana pastravului
curcubeu a SM (0.0, 0.1, 0.4,si 0.8 g/kg hrana), evidentiindu-se influenta SM
asupra organelor hematopoietice, cum ar fi splina si rinichiul, care joaca un
rol important in formarea celulelor sanguine.

in ceea ce priveste influenta paracetamolului asupra parametrilor
hematologici, s-a observat scaderea semnificativa (p>0,05) a hematocritului
in toate variantele experimentale, respectiv scaderea CHEM in varianta
experimentald BBR200, aspect ce nu sugereaza aparitia leziunilor celulare.

5.3.4. Evaluarea parametrilor serici
Unul din principalele obiective ale studiului de fatéd a constat in evaluarea
potentialului unor suplimente de natura fitobiotica precum SM si BBR, cét si
a unor formule nutraceutice (mixtura de BBR si SM) asupra starii de sanatate
a crapului, si evaluarea potentialului hepatoprotector al acestora dupa
aplicarea unui test de tip “challenge” in care hepatoxicitatea a fost indusa prin
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administrarea unei supradoze de paracetamol. Astfel, la finalul
experimentului de lunga durata, in care au fost administrate furaje
suplimentate cu compusii mentionati, au fost cuantificati o serie de parametrii
biochimici relevanti pentru evaluarea starii generale de sanatate. De
asemenea, aceiasi parametri au fost cuantificati dupa testul de toxicitate
acuta.

in tabelul 5.5. sunt prezentate valorile parametrilor serici la finalul
experimentului de hranire si dupa testul cu paracetamol. Atunci cand este
administrat Tn supradoza, paracetamolul provoaca hepatotoxicitate atat la
oameni cat si la animalele de laborator, aceasta fiind usor de pus in evidenta
de nivelul crescut al enzimelor hepatice alanin aminotransferazei (TGP sau
ALT), aspartat aminotransferazei (TGO sau AST) si fosfataza alcalina
(Kumar si colab. 2004; Yen si colab. 2007). S-a demonstrat ca o crestere a
valorilor TGO si TGP reflecta leziuni hepatice, in timp ce o crestere a nivelului
de fosfataza alcalind (ALP) poate indica atat leziuni renale cat si leziuni
hepatice (Bhattacharya si colab., 2005).

in general, pentru evaluarea leziunilor hepatice cauzate de paracetamol,
se utilizeaza, n mod obisnuit, ca enzime marker, TGO si TGP. TGO este o
enzima gasita in mitocondriile si citoplasma tuturor celulelor, in timp ce TGP
este o enzima hepatocelulara citoplasmatica a carei crestere la nivel sangvin
indica afectarea ficatului. Prin urmare, TGP (ALT) este considerat un marker
mai specific ficatului si este astfel un parametru mai potrivit pentru detectarea
leziunilor hepatice si evaluarea amplorii acestora. Nivelurile crescute de
TGO, TGP si ALP (fosfataza alcalind) pot indica scurgeri celulare si pierderea
integritatii functionale a membranei celulei hepatocitelor. Nivelurile serice
crescute de ALP indica, de asemenea, o crestere a presiunii biliare.

n cazul experimentului de hrénire, dupa cele 64 de zile de administrare
a dozelor de SM si BBR, nu au fost inregistrate diferente semnificative
(p>0,05) intre variantele testate, In ceea ce priveste nivelul enzimelor TGO
si TGP din séange, acestea incadrandu-se in ecartul valorilor considerate
normale pentru specia luatd n studiu (Nicula si colab., 2010). Cu toate
acestea, valori TGP usor mai scazute sunt observate in variantele
experimentale in care s-a administrat BBR in concentratii de 100 si 200
mg/kg furaj (8,00+1,82 U/L si 8,124+0,63 U/L pentru variantele BBR100,
respectiv BBR200).

Dupa administrarea dozei unice de paracetamol, nivelul enzimelor TGP
serice a crescut pentru toate variantele experimentale testate insa o crestere
semnificativa (p<0,05, testul T dependent) a fost detectd doar pentru
varianta control (M) care a Tnregistrat valoarea medie TGP de 42,50+8,58
U/L, cu aproximativ 400% mai mare decét valoarea initiald. Aceiasi tendinta,
de crestere valorilor serice inregistrate dupa expunerea la paracetamol, in
special la varianta control, a fost inregistrata si pentru TGO. Astfel, pentru
loturile M, valoarea medie TGO a inregistrat 364,25+78,88 U/L, valoare
semnificativ mai mare fatd de cea dinainte de expunere (p<0,05, testul T
dependent) si fata de valorile inregistrate pentru loturile experimentale, care
au oscilat in ecartul 218,00+44,21 U/L si 304,50+£32,27 U/L, diferentele dintre
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acestea fiind nesemnificative din punct de vedere statistic (p<0,05, testul
ANOVA).

Rezultatele obtinute in urma testului de toxicitate acuta, realizat prin
administrarea paracetamolului in doza unica (500mg/kg corp), evidentiaza
faptul ca atat SM, BBR cét si variantele nutraceutice testate (SM+BBR100 si
SM+BBR200) au un efect hepatoprotector, ambele valori TGP si TGO fiind
crescute nesemnificativ dupa expunere.

Valorile fosfatazei alcaline (ALP) masurate la crapii expusi la
paracetamol au inregistrat o crestere semnificativa (p< 0,05, testul T
dependent) pentru loturile martor in timp ce, pentru loturile experimentale
cresterea a fost nesemnificativa statistic (p>0,05). Se constata astfel, ca la
finalul testul de toxicitate indusa, valorile cele mai reduse ale ALP au fost
Tnregistrate la variantele BBR200 (154,00+77,6 U/L), BBR100 (173,33+49,80
U/L) si SM+BBR200 (179,25+£78,54 U/L) situatie care contureaza ideea ca,
berberina a avut o contributie mai pregnantd decéat silimarina ca agent
hepatoprotector, cel putin din perspectiva ALP. In varianta BBR200
cresterea ALP dupa expunerea la paracetamol a fost de doar 7%.

SM administrata oral la alte specii precum Oncorhynchus mykiss a
stabilizat, de asemenea, structura membranei celulare si a reglat nivelurile
activitatii AST, ALT si ALP in conditiile utilizarii unor concentratii de pana la
400 mg/kg corp (Banaee si colab., 2011). Tntr-un studiu realizat pe specia
Cyprinus carpio se arata faptul ca silimariana protejeaza hepatocitele
impotriva leziunilor tisulare induse de clorura de cadmiu doar la concentratii
de 2400 mg/kg dieta (Al-Shawi si colab., 2021).

De-a lungul istoriei medicinii, fructele unor plante precum Berberis
vulgaris au fost utilizate, totodata, pentru efecte benefice asupra functiei
biologice a ficatului si a sistemului cardiovascular prin reducerea
trigliceridelor, colesterolului, lipoproteinelor cu densitate scazuta si a tensiunii
arteriale datoritd compusilor sai bioactivi unici, cum ar fi berberina (Ardestani
et al., 2013)(Zarei et al., 2015).

In studiul nostru, nivelurile de TG din serul pestilor hraniti cu furaj
imbogatit cu BBR, SM si BBR+SM au scazut semnificativ (p<0,05, testul
ANOVA) in comparatie cu grupul de control. Desi intre variantele
experimentale in care s-a suplimentat fie SM, fie BBR in diferite concentratii,
nu au fost inregistrate diferente semnificative din punct de vedere statistic,
se poate observa faptul ca, valorile TG au fost mai scazute in variantele
SM+BBR100 (343,54+53,78 mg/dL) si SM+BBR200 (342,6+48,71 mg/dL) in
care s-a pus in evidenta efectul sinergic al SM si BBR.

Rezultate similare au fost raportate pentru sturionul Acipenser baeri
(Ramezan si colab., 2021) a carui dieta suplimentata cu BBR, in concentratii
de 150, 300, 600, si 750 mg/kg, s-a corelat negativ cu valorile TG inregistrate
in serul pestilor. BBR a fost, de altfel, raportata ca fiind un agent eficient de
scadere a lipidelor serice prin reducerea sintezei TG prin stimularea activitatii
proteinkinazei activatd de adenozin monofosfat (AMP), care joaca un rol
cheie Tn homeostazia energiei celulare (Brusq si colab., 2006).
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Tabelul 5.5. Valorile (MediatS.D) parametrilor serici la finalul experimentului de hrénire si dupd testul cu paracetamol

Parametrul Dupa experimentul de hranire
M SM BBR100 BBR200 SM+BBR100 SM+BBR200
TG (mg/dL) 458+81,93¢ 370,33+76,44°

367,00+67,39°

347,29+45,74°

343,5+53,782

342,6++48,712

CHOL (mg/dL)

268,33+33,07°

234,00£16,7°

196,75+9,812

225,00+22,99°

186,75+41,55"

181,75+38,81°"

182,25+28,50°"

225,66+12,5° 214,5+20,692
LDL (mg/dL) 115,10+4,56¢ 98,22+11,22¢ 53,67+7,55° 46,6719,342 64.34+8,56P 54,76+6,55°
HDL (mg/dL) 44,71+6,322 42,738,122 77,50+9,10° 89,88+8,45¢ 75,436,770 82,12+7,45°
TGP/ ALT (U/L) 10,25+1,25? 10,00+3,002 8,00+1,822 8,12+0,632 9,33+4,032 8,33+1,962
TGO/ AST (U/L) 174+19,712 142,67+49,032 134,79+8,86% 188,67+37,112 199,5+55,472 147,822,812
FOSFATAZA/ ALP (U/L) 186+48,462 158,33+27,282 144,67+20,712 147154722 185,66+68,192 155,25+77,102
GGT (UIL) 1,330,472 1,23+0,752 0,92+0,092 1,00+0,442 1,38+0,332 1,45+0,322
BILD (mg/dL) 0,18+0,052 0,13+0,032 0,15+0,012 0,18+0,042 0,12+0,032 0,15+0,022
BILT (mg/dL) 0,31+0,06° 0,20+0,022 0,21+0,062 0,23+0,092 0,19+0,022 0,21+0,012
Parametrul Dupa paracetamol
M SM BBR100 BBR200 SM+BBR100 SM+BBR200
TG (mg/dL) 141,00+29,813" 189,25+38,59""

163,25+27,73"

CHOL (mg/dL)

187,25+32,013"

173,25+14,10%"

206,50+27,19%"

168,25+24,40%"

156,00+25,173"

170,50+18,77%

LDL (mg/dL)

95,10+4,56%"

78,22+11,22¢"

44,67+7,55"™

39.61+7,24%"

44.98+7,65"™

39,16+8,34%"

HDL (mg/dL)

34,71+6,32 3

35,738,123

68,20+9,10*

82,33+4,95%

70,43+7,37%

77,12+7,45

TGP/ ALT (UIL)

42,50+8,58""

25,50+8,54%

26,00+2,58%

29,75+12,39%

25,30+0,57% 29,75+4,71%
TGO/ AST (U/L) 364,25+78,88™ 218,00+44,21& 295,25+88,68%" 304,50+32,27%" 242,00+24,12% 273,20+79,95%
FOSFATAZA/ ALP (U/L) 294,50+15,02¢" 183,67+64,01"" 173,33+49,80%" 154,00+77,6%" 199,5+23,01% 179,25+78,54""
GGT (U/L) 2,90+0,85¢" 1,55+0,42"" 1,27+0,25% 1,15+0,20% 1,50+0,57" 2,00+1,55
BILD (mg/dL) 0,26+0,04¢" 0,16+0,03% 0,22+0,01°" 0,24+0,05 0,15+0,04% 0,20+0,01°"
BILT (mg/dL) 0,46+0,06°" 0,27+0,04% 0,31+0,04%" 0,35+0,10%" 0,25+0,10%" 0,34+0,09*

Nota: Valorile cu litere diferite indica diferenfe semnificative (Anova, p<0,05) intre variantele experimentale. Valorile cu * indica diferenfe nesemnificative (t dependent, p>0,05)
dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indicé diferente semnificative dupa testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).
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In ceea ce priveste colesterolul total (CHOL), dupa experimentul de hranire,
valorile serice medii au fost semnificativ mai mici in variantele experimentale in care
s-a administrat hrana imbogatitd cu aditivi alimentari, comparativ cu varianta
martor. De remarcat insa, este faptul ca cele mai mici valori au fost inregistrate in
grupurile in care s-a administrat BBR, fie ca supliment unic (in varianta BBR100
concentratia medie a fost de 196,75+9,81 mg/dL), fie in combinatie nutraceutica cu
SM (in varianta BBR100 concentratia medie a fost de 214,5+ 20,69 mg/dL). De
asemenea, valorile fractiunilor de colesterol arata faptul ca BBR a influentat pozitiv
raportul HDL/LDL (Tabel 5.4). Astfel, in varianta BBR200 s-a inregistrat cea mai
mica concentratie LDL (46,67+9,34 mg/dL), urmata de variantele BBR100,
SM+BBR200 si SM+BBR200; valoarea cea mai mare a fost Tnregistratd pentru
varianta martor (115,10+ 4,56 mg/dL) aceasta fiind semnificativ mai mare
comparativ cu valorile medii Tnregistrate pentru restul variantelor experimentale.
Fractiunea HDL a inregistrat cele mai mici valori la variantele martor si SM (44,71+
6,32 mg/dL respectiv 42,73 + 8,12 mg/dL).

Dozele mari de paracetamol epuizeaza rapid nivelurile hepatice de glicogen,
trigliceride si colesterol, indicand afectarea metabolismului carbohidratilor si
lipidelor. Pierderea glicogenului sau a lipidelor poate aparea ca efect direct al
intoxicatiei sau poate aparea secundar ca urmare a alterarii starii generale a
corpului cauzata de foame, stres sau boala concomitenta (Wolf si Wolfe, 2005).

De asemenea, s-a demonstrat ca atat dozele subtoxice, céat si dozele toxice de
paracetamol reduc genele cailor biochimice consumatoare de energie, inclusiv
gluconeogeneza (glucoza-6-fosfataza), sinteza acizilor grasi (sterol-C4-metil
oxidaza) si sinteza colesterolului (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A sintaza 1) si
regleaza genele biochimice producatoare de energie, cum ar fi
glicoliza/gluconeogeneza  (6-fosfofructo-2-kinaza/fructoza-2,6-bisfosfataza 1)
(Yuxia si Richard 2010). Tn cazul pestilor hraniti cu furaj suplimentat cu SM si BBR
(variantele experimentale SM si BBR100) nivelul trigliceridelor a scazut
nesemnificativ dupa expunerea la paracetamol, sugerand actiunea reglatoare a
acestor suplimente.

Colesterolul a fost, de asemenea, folosit Tn numeroase studii de cercetare
anterioare ca instrument de diagnostic pentru monitorizarea biologica a starii
pestilor de crescatorie (Clifton si colab., 2010). In consecintd, metabolitii energetici
crescuti, cum ar fi colesterolul total (CHOL), HDL si LDL, pot indica probleme
metabolice ale lipidelor sau lipoproteinelor sau disfunctie hepatica. Rezultatele
obtinute dupa testul de provocare toxica au relevat faptul ca nivelul colesterolului
total si a fractiunilor de colesterol a scazut pentru toate variantele experimentale.
Se poate remarca insa, cu usurinta, faptul ca, din perspectiva metabolismului lipidic,
de paracetamol in timp ce, variantele cu scaderi nesemnificative de . De asemenea,
in ceea ce priveste varianta BBR100 a Tnregistrat cea mai redusa depreciere a
valorilor CHOL in timp ce pentru in variantele BBR200 si HDL si LDL.

GGT (y-glutamil transferaza) cunoscuta si sub denumirea de gamma-glutamil
transpeptidaza, este o enzima prezenta in principal in ficat, dar si in alte tesuturi,
cum ar fi rinichii, pancreasul si splina. Functia principald a GGT consta in transferul
de grupe y-glutamil de la peptide si aminoacizi catre alte molecule, cum ar fi
aminotransferazele, si in hidroliza y-glutamilcisteinilglicinei (un precursor al



Lacramioara NASTAC (Grédinariu) - Influenta compusilor bioactivi din suplimentele alimentare
asupra proceselor metabolice ale organismelor acvatice, 2023

glutationului). GGT este adesea utilizatd ca un marker enzimatic pentru evaluarea
functiei hepatice. Concentratiile ridicate ale GGT in sénge pot indica diferite
afectiuni hepatice, in special afectarea cailor biliare.

Bilirubina este un pigment galben-portocaliu rezultat din degradarea
hemoglobinei din eritrocitele (globulele rosii) vechi. Este produsa in principal in ficat
si este un component important al bilei, care joaca un rol esential in digestia
grasimilor. Exista doua forme principale de bilirubina: bilirubina totala si bilirubina
directd (conjugata). Bilirubina totald reprezintd suma bilirubinei directe si a
bilirubinei indirecte (neconjugate). Bilirubina indirecta este forma de bilirubina care
se formeaza initial in procesul de degradare a hemoglobinei. Este insolubild in apa
si trebuie s& fie transportatd in ficat pentru a fi procesata si eliminata. In ficat,
bilirubina indirecta este conjugata cu acidul glucuronic pentru a forma bilirubina
directa.

In studiul de fatd, dupa experimentul de hranire, nu au fost inregistrate
diferente semnificative intre mediile valorilor GGT si BILD aferente loturile
experimentale testate (p>0,05 la testarea ANOVA). Tn cea ce priveste BILT, acesta
a inregistrat o valoare medie semnificativ mai mare fata de loturile experimentale
(p<0,05 la testarea ANOVA). De asemenea, dupa expunerea la paracetamol,
valorile GGT, BILD si BILT au crescut semnificativ (p<0,05 la testarea T dependent)
n loturile martor. In variantele experimentale in care au fost testate compusii de
natura fitobiotica si asocierea nutraceuticd BBR+ SM nu au fost inregistrate cresteri
semnificative ale parametrilor mentionati exceptia variantei BBR100 unde
parametrii BILD si BILT au inregistrat cresteri semnificative. Se poate observa
totodata ca cele mai mici valori ale BILD si BILT au fost inregistrate pentru loturile
n care s-a administrat SM ca si compus unic (0,16x+0,03 mg/dL respectiv 0,27+0,04
mg/dL) si cele in care s-a administrat asocierea silimarind cu berberina in doze de
100 mg/kg furaj.

Efectele ameliorative ale BBR si SM au fost astfel evidentiate atat prin
modularea activitatii gamma-glutamil transferazei, cat si cea a bilirubinei. Bilirubina
este consideratd a fi unul dintre cei mai puternici antioxidanti endogeni,
concentratiile sale serice fiind afectate predominant de activitatea bilirubinei
hepatice. Astfel bilirubina intervine in protectia celulelor atunci cand acestea sunt
expuse la efectele negative ale compusilor toxici (Tomaro & Batlle, 2002). Valorile
mari ale bilirubinei Tn varianta martor reflecta indirect esecul functiei hepatice din
cauza hepatotoxicitatii induse de paracetamol. Totodata, protectia oferita de SM
impotriva toxicitatii hepatice indusa de paracetamol poate fi in general legata de o
serie de proprietati benefice printre care se numara eliminarea radicalilor liberi,
crestea continutul celular de GSH si reglarea permeabiliti membranare (Sabi si
colab., 2015). Mai mult decét atat, in cazul de fata, prin asocierea SM cu BBR in
concentratie de 100 mg/kg furaj acest efect a fost potentat datoritad proprietatilor
antioxidante ale BBR.

5.3.5. Evaluarea stresului oxidativ, a capacitatii antioxidante si activitatii
lizozimului
Tn figurile 5.9 - 5.12 sunt prezentati parameteri de stres oxidativ si activitatea
lizozimului, dupa cele 64 de zile experimentale, cat si dupé testul cu paracetamol.
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Dupa cele 64 de zile experimentale, concentratia MDA din plasma a Tnregistrat
diferente semnificative intre cele sase variante experimentale (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Variafia MDA- boxplot (mediana, valori minime, maxime si cvartilele)
Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre variantele
experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative
(t dependent, p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente
semnificative dupa testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).

Cea mai mica concentratie a MDA a fost inregistrata in variantele
SM+BBR100 (2,34+0,67 nmol/mL plasma), BBR100 (3+0,93 nmol/mL plasma),
BBR200 (3,24+1,24 nmol/mL plasma), SM+BBR200 (3,72+0,88 nmol/mL plasma).
Cea mai mare concentratie a fost observata in varianta M (6,06£1,11 nmol/mL
plasma), in timp ce in varianta in care s-a administrat SM valoarea MDA a fost de
4,1542,56 nmol/mL plasma.

MDA este un indicator folosit Tn mod obisnuit pentru evaluarea peroxidarii
lipidelor. Tn studiul nostru, nivelul crescut de MDA plasmatic in cazul variantei martor
poate indica un usor dezechilibru intre generarea si eliminarea de specii reactive
de oxigen (ROS). Rezultatele obtinute au aratat ca suplimentarea hranei cu BBR si
SM a redus daunele oxidative din plasma prin reducerea productiei de MDA.

in ceea ce priveste valorile MDA din ficat, acestea nu au inregistrat diferente
semnificative (p>0,05) atat dupa experimentul de hranire, dupa testul cu
paracetamol, cat si la comparatia valorilor MDA dupa cele 64 de zile cu valorile
MDA dupa testul cu paracetamol (p>0,05). Cu toate acestea, din analiza datelor
obtinute, se poate observa ca in cazul variantei M, valorile MDA sunt usor mai
crescute, atat dupa experimentul de hranire (15,10+2,71 nmol/mL plasma), cat si
dupa testul cu paracetamol (10,48+2,20 nmol/mL plasma) (Figura 5.10).

Dupa cele 64 de zile de hranire, capacitatea antioxidanta totala la nivelul
plasmei nu a prezentat diferente semnificative (p>0,05) intre cele sase variante
experimentale (Figura 5.11.). Cu toate acestea se poate observa o usoara crestere
a valorilor TAC 1n varianta martor.

Dupa administrarea dozei unice de paracetamol, valori semnificativ mai ridicate
au fost inregistrate Tn varianta in care s-a administrat SM, urmate de variantele
SM+BBR200, BBR100, BBR200, SM+BBR10. Cea mai scazuta valoare a MDA a
fost inregistrata in varianta M.
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cvartilele)

Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre variantele
experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent, p>0,05) dupa
testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa testul cu
paracetamol (t dependent, p<0,05).
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Figura 5.11. VariatiaTAC- boxplot (mediana, valori minime, maxime si cvartilele)
Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre variantele
experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative (t dependent, p>0,05) dupa
testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente semnificative dupa testul cu
paracetamol (t dependent, p<0,05).

Potrivit studiilor efectuate, s-a constatat ca existd o relatie inversa intre
peroxidarea lipidicad si capacitatea totala de antioxidanti, ceea ce inseamna ca
scaderea nivelului de malondialdehida conduce la cresterea procentului de
antioxidanti in organism (Lupoe si colab., 2011). Rezultatele noastre au demonstrat
ca n variantele experimentale in care s-au adaugat aditivi suplimentari in hrana,
concentratia de MDA a scazut, in timp ce valorile TAC au crescut, evidentiind astfel
efectul pozitiv al acestor aditivi Tn combaterea stresului oxidativ. Prin urmare,
adaugarea de SM si BBR n hrana crapului poate contribui la mentinerea un raport
echilibrat intre oxidanti si antioxidanti, prevenind astfel aparitia stresului oxidativ.
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Inceeace priveste activitatea LZM, dupa cele 64 de zile experimentale, analiza
statistica ANOVA a evidentiat diferente semnificative (p<0,05) intre cele sase
variante experimentale, activitatea LZM din variantele SM+BBR100 (12,29+0,94
U/mL), SM+BBR200 (12,7+0,74 U/mL) fiind semnificativ mai ridicata decat cea din
variantele BBR200 (11,04+1,05 U/mL), BBR100 (10,97+0,26 U/mL), SM (9,97+0,53
U/mL). Cea mai scazuta activitate a LZM a fost observata in varianta martor
(9,11+0.29 U/mL).

Dupa testul cu paracetamol, analiza statisticA a evidentiat diferente
semnificative (p<0,05) intre variantele experimentale. Astfel, cea mai scazuta
activitate a LZM a fost inregistrata in varianta M (4,97+1,57 U/mL). Valorile LZM din
varianta in care s-a administrat BBR100 (8,35+0,77 U/mL), BBR200 (9,10+0,19
U/mL), SM+BB100 (9,86+0,62 U/mL), respectiv SM+BBR200 (8,76+1,39 U/mL) au
fost semnificativ mai crescute prin comparatia cu varianta in care s-a administrat
SM100 (7,55+0,82 U/mL).
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Figura 5.12. Variatia LZM- boxplot (mediana, valori minime, maxime si cvartilele)
Valorile cu litere diferite indica diferente semnificative (Anova, p<0,05) intre variantele
experimentale. Valorile cu * indica diferente nesemnificative
(t dependent, p>0,05) dupa testul cu paracetamol. Valorile cu ** indica diferente
semnificative dupa testul cu paracetamol (t dependent, p<0,05).

Rezultatele noastre sunt comparabile cu studille anterioare, care au
demonstrat ca administrarea de SM sau BBR in hrana pestilor, poate reduce nivelul
radicalilor liberi, crescand totodata activitatea enzimelor antioxidante, contribuind
implicit la reducerea stresului oxidativ.

in concluzie, administrarea SM si BBR in hrana crapului a condus la
fmbunatatirea starii imunitare a pestilor, dovedind totodata efectul hepatoprotector
al acestora.

5.4. Concluzii
Tn ultimii ani, leziunile hepatice au o incidenta ridicata printre organismele
acvatice. Pestii din fermele de acvacultura sufera de ,sindromul hepatic”, avand ca
simptomatologie curentd marirea considerabila a ficatului (de pana la doua-trei ori
fatd de dimensiunea initiala) si schimbarea culorii. Cauzele acestor manifestari nu
sunt clare, nefiind identificate bacterii sau virusuri patogene asociate sindromului
hepatic.
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Provocarea xenobiotica indusa de prezenta unor compusi farmaceutici in
mediul acvatic reprezinta una dintre cele mai importante cauze patologice. Astfel,
leziunile hepatice au fost adesea raportate la diferite specii de pesti expuse la
diferite xenobiotice. In pofida faptului ca celulele se pot proteja impotriva compusilor
toxici prin mecanisme precum biotransformarea xenobioticelor in metaboliti solubili
n apa prin enzimele de faza | si eliminarea metabolitilor prin conjugarea la molecule
excretabile prin enzimele de faza Il, nu a fost gasitd o metoda eficienta pentru
tratamentul sindromului hepatic. Acesta este motivul pentru care, Tn ultimii ani,
cercetarile au fost directionate spre identificarea de strategii nutritionale care sa
implice nutraceutice eficiente in contracararea efectului toxic al xenobioticelor.

Convergent cu dezideratul comunitatii stiintifice, studiul de fata si-a propus
investigheze efectul aditivarii furajelor cu diferite produse, potential nutraceutice,
asupra starii de sanatate a biomasei piscicole, mentinuta in conditii controlate, dar
si a performantei tehnologice si a calitatii produsului de acvacultura.

Astfel, in prima etapa, care s-a desfasurat pe o perioada de 64 de zile, s-a
urmarit efectul administrarii unor aditivi alimentari asupra performantei de crestere,
compozitiei biochimice si starii de intretinere prin evaluarea indicilor somatici si a
parametrilor hematologici, serici, precum si a pricnipalilor markeri de stres oxidativ.
Dupa cele 64 de zile experimentale, scopul experimentului urmator a fost de a
evalua efectul aditivilor alimentari administrati in hrana asupra imunitatii pestilor,
dupa administrarea unei supradoze de paracetamol.

Rezultatele obtinute in urma realizarii activitatii experimentale au pus in
evidenta urmatoarele aspecte:

e Din analiza indicatorilor privid performanta cresterii, cel mai bun FCR a fost
intregistrat Tn variantele experimentale in care s-a administrat SM, dar si BBR
in concentratia de 200 mg/kg hrana, in timp ce o valorificare mai slaba a
nutrientilor a fost observata in variantele BBR100, respectiv in variantele in
care s-a administrat amestecul de SM si BBR in diferite concentratii;

e In urma analizei indicilor somatici, nu au fost evidentiate diferente
semnificative, observandu-se totusi o usoara scadere a indicelui HSI in
variantele in care hrana a fost aditivatd cu suplimentele alimentare selectate,
aspcet ce sugereaza reducerea acumularii grasimii sau a substantelor toxice
la nivelul ficatului;

e In urma analizei compozitiei biochimice a carnii, s-a observat cresterea usoara
a continutului de proteine, respectiv scaderea semnificativa (p<0,05) a
continutului de lipide in variantele in care s-a administrat suplimentele
alimentare, aspect ce poate transpune in obtinerea unui produs cu o calitatea
superioara, cu un continut lipidic mai scazut, dar cu o sursa ridicata de proteina;

e Administrarea SM si BBR a dovedit efecte hepatoprotectoare, reflectate prin
valorile parametrilor serici, care au fost semnificativ imbunatatite in aceste
variante experimentale. Astfel, administrarea BBR a condus la reducerea
colesterolui seric, trigliceridelor, reducerea usoard a TGP-ului, precum si la
imbunatatirea raportului HDL/LDL.

e Dupa administrarea dozei unice de paracetamol, s-a observat reducerea
hepatotoxicitatii in variantele experimentale unde s-a administrat aditivii
selectati, aspect reliefat de valorile parametrilor serici. Astfel, s-a observat ca
dupa expunerea crapului la paracetamol, valorile TGP, TGO, ALP nu au fost
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10.

11.

semificativ (p>0,05) afectate, in timp ce in varianta M s-a observat o depreciere
a valorilor obtinute.

Adaugarea de SM si BBR in hrana puietului de crap a condus la scaderea
concentratiei de MDA , respectiv la crestere a valorilor TAC, evidentiindu-se
efectul pozitiv al acestor aditivi in combaterea stresului oxidativ. Prin urmare,
includerea acestor aditivi alimentari in hrana crapului poate contribui la
mentinerea unui echilibru adecvat intre oxidanti si antioxidanti, prevenind astfel
aparitia stresului oxidativ.
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6. Concluzii generale

Acvacultura intensiva in sistemele recirculante de acvacultura se
caracterizeaza prin utilizarea unor densitati crescute de stocare a speciilor piscicole
si prin aplicarea unei furajari intense. Cu toate acestea, aceasta abordare poate
genera o prevalenta sporita a stresului si, implicit, o crestere a incidentei afectiunilor
in cadrul populatiilor piscicole. Prin urmare, pentru prevenirea si tratamentul bolilor,
precum si pentru promovarea cresterii si stimularea apetitului pestilor, in ultima
vreme se recurge la utilizarea unor game variate de suplimente alimentare in hrana
pestilor.

Obiectivul general al tezei de doctorat a fost de a evalua influenta unor
suplimente alimentare asupra organismelor acvatice in contextul imbunatatirii starii
de sanatate si evaluarea cresterii rezistentei acestora dupa expunerea la
tratamente antiparazitare sau substante medicamentoase.

Astfel, Tn urma rezultatelor experimentale si a concluziilor partiale prezentate
la finalul fiecarui capitol din partea experimentald, sunt evidentiate o serie de
concluzii generale, astfel:

Din primul experiment “Cercetari privind influenta uleiului de krill asupra
performantei de crestere a puietului de crap, compozitiei biochimice a carnii si starii
de confort tehnologic”, se desprind urmatoarele concluzii generale:

v in cazul experimentului nostru, aditivarea furajului cu ulei de Krill a condus
la cresterea performantei tehnologice, chiar si atunci cand pestii au fost
stocati la o densitate mai mare de populare (8 kg/mq).

v’ rezultatele obtinute evidentiaza faptul ca nivelul enzimelor hepatice ALT,
ATP, AST, a fost semnificativ mai scazut in grupurile care au primit o dieta
suplimentatd cu KO in comparatie cu pestii hraniti cu o dietd normala,
atenuand stresul de densitate si toxicitatea hepatica a albendazolului.

v'albendazolul trebuie utilizat cu prudentd, deoarece poate induce modificari
ale profilului hematologic, cat si ale stresului oxidativ in ficat.

v' uleiul de Kril imbunététeste metabolismul lipidic si creste capacitatea de a
elimina radicalii liberi.

Prin urmare, uleiul de krill (KO) poate fi utilizat pentru a atenua stresul, h
special in situatiile In care pestii sunt expusi factorilor care perturbd homeostazia,
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cum ar fi densitdtile ridicate de populare sau administrarea de medicamente
hepatotoxice. Uleiul de krill poate fi considerat o componenta complementara in
gestionarea sanatatii pestilor Tn industria acvaculturii si poate fi utilizat pentru
dezvoltarea de produse nutraceutice. Cu toate acestea, mecanismul exact prin care
includerea uleiului de krill in alimentatia pestilor exercita efecte pozitive trebuie
abordat n studiile viitoare.

Rezultatele obtinute in urma realizarii activitatii experimentale a celui de al
doilea experiment ,Cercetéri privind influenta silimarinei si berberinei asupra
performantei de crestere a puietului de crap, compozitiei biochimice a c&rnii si starii
de confort tehnologic” au pus in evidenta urmatoarele aspecte:

> administrarea SM si BBR in hrana puietului de crap a condus la obtinerea
unor performante de crestere superioare, mai putin in variantele in care s-
a testat efectul sinergic al acestora.

» analiza indicilor somatici a demonstrat o reducere a acumularii de grasime
in ficat Tn cazul variantelor experimentale care au inclus suplimente
alimentare. In acelasi timp, analiza compozitiei biochimice a carmii a
evidentiat o usoara crestere a continutului de proteine si o scadere
semnificativa (p<0,05) a continutului de lipide in variantele in care s-au
administrat suplimente alimentare. Aceste rezultate sugereaza
posibilitatea obtinerii unui produs de inalta calitate, cu un continut redus
de lipide, dar cu o sursa bogatéa de proteine.

> rezultatele privind concentratia de malondialdehida si a capacitatii
antioxidante totale a evidentiat eficienta administrarii suplimentelor
alimentare asupra stresului oxidativ, atat dupa experimentul de hranire,
cat si dupa administrarea dozei de paracetamol.

> rezultatele obtinute privind activitatea lizozimului indica accelerarea
procesului de fagocitoza, aspect ce sugereaza ca introducerea SM si BBR
n hrana crapului contribuie la fortificarea starii de imunitate a pestilor.

Astfel, in urma rezultatelor obtinute, se desprinde concluzia ca administrarea
SM si BBR in hrana puietului de crap conduce la imbunatatirea performantei de
crestere, a starii fiziologice, precum si la imbunatatirea markerilor de stres oxidativ.

Cu toate acestea, studiile suplimentare ar putea sa ofere mai multe informatii
despre dozele ideale si interactiunea dintre silimarina si berberina in hrana puietului
de crap. De asemenea, este important sa se monitorizeze atent raspunsul pestilor
la aceste suplimente si sa se adapteze dozele in functie de rezultatele obtinute si
prelungirea perioadei de administrare a suplimentelor alimentare pentru a se
observa cat mai profund efectele acestora asupra sanatatii organismelor acvatice.

7. Contributii personale si perspective de continuare a cercetarilor

Cresterea intensiva a pestilor in sisteme recirculante de acvacultura presupune
practicarea unor densitati ridicate de stocare, respectiv inputuri mari de hrana,
aspecte ce poate conduce la instalarea stresului si implicit dezvoltarea unor
patologii grave in randul biomasei pisciole.

in cadrul tezei de doctorat, obiectivul nostru a fost de a identifica solutii
alternative pentru prevenirea patologiilor asociate cu stresul cauzat de cresterea

58



Lacramioara NASTAC (Grédinariu) - Influenta compusilor bioactivi din suplimentele alimentare
asupra proceselor metabolice ale organismelor acvatice, 2023

intensiva, prin Tmbunatatirea sistemului imunitar al pestilor. De asemenea,

cercetarile noastre au avut ca scop evaluarea influentei unor suplimente alimentare

asupra performantei de crestere si a calitatii nutritive a materialului biologic (Crap -

Cyprinus carpio, Linnaeus 1758).

Astfel, cercetarile noastre inovatoare privind suplimentarea hranei puietului de
crap cu ulei de krill, silimarina si berberina aduce concluzii relevante si pune in
evidenta beneficille acestor suplimente alimentare in obtinerea unor performante
de crestere superioare, in combaterea stresului de densitate ridicata, cresterea
starii de imunitate, respectiv imbunatatirea functiei hepatice chiar si in conditiile
aplicarii unor tratamente antiparazitare sau sub influenta unor poluanti farmaceutici,
oferind o contributie originala la domeniul cercetarii in acvacultura. Folosirea uleiului
de krill in hrana crapului, respectiv combinatia unica de suplimente alimentare
(silimarina + berberind) nu a fost anterior investigata de catre alti cercetatori,
demonstrand astfel potentialul sdu promitator in imbunatatirea cresterii si starii de
sanatate a puietului de crap. Rezultatele obtinute, vor contribui la dezvoltarea
cunoasterii in domeniu si vor oferi informatii valoroase pentru optimizarea
strategiilor nutritionale sustenabile din sectorul acvaculturii, cu scopul de a optimiza
cresterea, sanatatea pestilor si eficienta sistemelor recirculante de acvacultura.

Tn baza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctorat, se desprind noi directii
de cercetare pentru aprofundarea impactului suplimentelor alimentare asupra
organismelor acvatice, astfel:

» Optimizarea dozelor de suplimente alimentare: Este necesara investigarea
unui spectru cat mai larg in ceea ce priveste dozele optime de ulei de krill,
silimarind si berberind pentru a obtine cele mai bune rezultate in ceea ce
priveste cresterea si starea fiziologica a pestilor. Totodata, studiile ulterioare
pot explora sinergia dintre aceste suplimente alimentare si pot identifica
combinatiile si concentratiile optime;

» Evaluarea efectului pe termen lung a efectelor suplimentelor: Pentru a obtine
o intelegere mai completd a influentei suplimentelor alimentare asupra
organismelor acvatice, este important sa se efectueze studii pe termen lung,
urmarind efectele pe masura ce pestii cresc si se dezvolta. Astfel, se pot evalua
efectele de lunga durata asupra cresterii, sanatatii si sistemului imunitar;

» Evaluarea mecanismelor de actiune a suplimentelor alimentare: Cercetarile
viitoare pot explora mecanismele de actiune prin care suplimentele alimentare
influenteaza organismele acvatice. Acest lucru poate implica studii moleculare,
biochimice si imunologice pentru a intelege mai bine modul in care aceste
suplimente interactioneaza cu organismul si determina efectele observate.

8. Diseminarea rezultatelor cercetarilor
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