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1. Bevezetés

A rovartenyésztés 0kologiai fenntarthatosdga miatt, egyre gyakrabban probaljak meg a
kevésbé gazdasdgos, nagy oOkoldgiai ldbnyommal rendelkezd vagy nehezebben elérhetd
fehérjeforrasokat kivaltani rovarfehérjével €lelmiszerek €s takarmanyok esetén. Szamos kutatas
eredményére alapozva az Eurdpai Unid 2017 majusaban engedélyezte a rovarfehérje alapu
tapok felhasznalasat a haszonallatok, koztiik a viziallatok takarmanyozasaban (EU 2017/893
rendelete). Hét rovarfaj kapott szabad utat, ezek a fekete katonalégy (Hermetia illucens),
hazilégy (Musca domestica), kozonséges lisztbogar (Tenebrio molitor), alombogar (Alphitobius
diaperinus), hazi tiicsok (Acheta domesticus), savos tiicsok (Gryllodes sigillatus) és foldi tiicsok
(Gryllus assimilis). Ez azért hatalmas 1épés mert a takarmanyozasra jelenleg elérhet6 legjobb
mindségli fehérjeforras a halliszt, ami a hatalmas kereslet miatt draga és nem fenntarthato
taplalék forras (Toviho & Barsony 2020). A Szent Istvan Egyetem rovaripari konferenciajan
(Toth et al. 2018) kozolt eredmények szerint az extrahalt szojadara 25%-ban, a szdjapogacsa
50%-ban kivalthato fekete katonalégy larvajanak felhasznalasaval és a halliszt mennyisége is
csokkenthetd lehet a rovarlisztek hasznéalatdval. Ez azért lenne elényds, mert a foldeken
megtermelt ndvények hatalmas teriiletet foglalnak el és a vizigényiik is igen jelentds. Ezzel
szemben a rovarok tenyésztése sokkal kisebb teriiletet és kevesebb vizet igényel. Az ammonia
¢s az olyan liveghazhatasu gazok termelése, mint a metan vagy a szén-dioxid is elenyészo.
Hatalmas elényiik, hogy kiilonbozé szerves hulladékkal taplalkoznak (Toviho & Barsony
2020). Ez azért fontos mert a mezdgazdasagi termelés csaknem 27%-a valik hulladékka éves
szinten melynek ¢értéke 750 millidrd dollar. (van Huis & Oonincx 2017) A
baromfitakarméanyozas mellett egyre tobb kisérlet iranyul a rovar alapu fehérje felhasznéalasara
a halak takarmanyozasaban. Toviho és Barsony (2020) értekezésiikben arrdl szamolnak, hogy
szamos halfaj esetében nagy mértékben lehetséges a halliszt kivaltasa rovar eredetii
készitményekkel. Gebremichael et al. (2020) kisérletiikben a lisztkukac alkalmazasi lehetéségét
vizsgaltdk harcsatdp esetében. Kisérleteik alapjan a halliszt teljes mértékben kivalhato
lisztkukac liszttel a termelési paraméterek jelentds romldsa nélkiil egynyaras harcsa
nevelésénél. Az akvakultira fejlesztése takarmanyipari szempontbdl elengedhetetlen, hiszen
vadon ¢16 halak szama egyre csokken a halliszt nagy mennyiségii eléallitadsa miatt (Wang et al.
2021). A novekvo kereslet miatt a halliszt ara az elmult 20 évben csaknem 400%-al novekedett
(Belforti at al. 2015). A fenntarthatosag mellett a fejlesztések azért kiemelkedd jelentdségiiek

mert étrendiink nagyon fontos eleme a hal. Teljes értékli fehérjét, vitaminokat, asvanyi
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anyagokat tartalmaz. Kivalo zsirsav dsszetételének (omega-3) készonhetéen hozzajarul a sziv-
¢s érrendszeri betegségek megeldzéséhez (Martos et al. 2014). Az omega-3 és 6 zsirsavak
human hatasai szertedgazoak. Jelentdsek a szaporodasban, magzati és gyermekkori fejlédésben,
a kozponti idegrendszer, maj és a szem mukodésében (Machay 2014). A Magyar Dietetikusok
Orszagos Szovetsége (2020) szerint hetente legalabb egyszer kellene halat fogyasztanunk. A
rengeteg jotékony hatas ellenére is az a trend érzékelhetd, hogy Magyarorszagon az éves
halfogyasztds bar kismértékben novekszik, mégis elmarad az eurdpai atlagtél. A vilag
halfogyasztasa éves szinten orszagonként 1 ¢és 100 kg kozott valtozik. Hazankban ez a szam
2017-ben csak 5,7 kg volt, mig 2021-ben mar 6,5 kg az MTI (2021) értekezése alapjan. A
novekedés megkérddjelezhetetlen, de ha kdrbenéziink a kontinensen akkor azt lathatjuk, hogy
egyediil Eszak-Macedoniat (6,13 kg/év) elézziik meg. A szomszédos orszagok, akiknek szintén
nincs tengerpartja, mint Szlovakia (10,21 kg/év) vagy Ausztria (14,45 kg/év) jocskan lehagynak
minket az Our World in Data (2020) felmérése szerint. A csekély fogyasztas tobb indokkal is
magyarazhatd. Az emberek egy része nincs kibékiilve a hal izével, szagaval vagy a szalkaktol
tartozkodik ezért nem is keresi ezeket a termékeket. Sokaknak az elkészités jelent gondot amiért
lemondanak a halas fogasokrol. A harmadik ok pedig gazdasagi, a halak arait nem minden
haztartés tudja kifizetni (Temesi 2016). Ahhoz, hogy a hal, mint élelmiszer mindenki szaméara
elérhetd legyen €s a globalis szinten mutatkozd keresletet ki tudja elégiteni, a haltenyésztés
fejlesztése elengedhetetlen. Ezért foglalkozik szamos kutatds a fenntarthatd, rovar alapu

haltapok tanulmanyozasaval (Toviho & Barsony 2020).



2. Célkitiizés

A Kkisérlet célja, hogy csaposiigér (Perca fluviatilis) halak korabbi névényi és allati alapu
tapjat rovarfehérjékkel valtsam fel/egészitsem ki, mely egyrészt a halak emésztési folyamatat
segitené, masrészt gazdasagosabb és konnyebben, folyamatosan biztosithato haltapforras lenne.
A kutatas feladata optimalizalni a tapba rakott rovarfehérje mennyiségét €s mindségét a
megfeleld biologiai hasznosulds szempontjabal.

Ehhez tervezem modellezni a tapok, és alapanyagaik emészthetdségét in vitro hal
emésztési modellek felallitasaval, amelyekkel megbecsiilhetévé valik majd a késébbiekben a
takarmanyuk bioldgiai értéke.

Kétféle in vitro emésztési modellt tervezek megvalositani. Az egyiknél az enzimtartalmu
halgyomor és halvékonybél kivonatokat hasznalnam fel, mig a masik modszernél kereskedelmi
forgalomban kaphato tisztitott enzimekkel (pl. sertés eredetii) allitanam be a hal fiziologias
koriilményeinek megfeleld emésztdenzim aktivitdsokat.

A hal eredeti emésztonedvek esetében is, valamint a tisztitott sertés eredetli enzimek

esetében is a pepszin és pankreatikus tripszin aktivitasat hatirozom meg.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Szabalyozas

Az Eurdpai Parlament és a Tanacs 178/2002/EK rendeletének harmadik cikke szerint
takarmanynak nevezziik a feldolgozott, részben feldolgozott vagy feldolgozatlan anyagot vagy
terméket, tobbek kozott adalékot, amelyet allatok oralis etetésére szannak. Ahogyan a
bevezetdben is emlitettem a rovarfehérje alapu takarmanyok engedélyezettek a vizi allatok, a
kedvtelésbol tartott allatok etetésére, valamint a sertések és baromfik taplalasara. Fontos, hogy
az ¢lelmiszertermeld allatokat az Europai Parlament és Tandacsa altal az egyes fert6zo szivacsos
agyvel6bantalmak megel6zésére vonatkozo szabalyok megallapitasardl szolé 999/2001/EK
rendelet (TSE rendelet) szerinti feldolgozott rovarfehérjével lehet etetni. A takarmany részét
képezd fehérje eldallitasa engedélykoteles, ezt az illetékes kormanyhivatal allategészségligyi
foosztalya engedélyezheti a nem emberi fogyasztasra szant allati melléktermékekre vonatkozo
egészségligyi szabalyok megallapitasarol szold 1069/2009/EK rendelet alapjan. Az emberi
egészség s az allatok egészségének magas foku védelmére iranyuld torekvés az élelmiszerjog
alapvetd célkitizése. Sziikséges annak biztositasa, hogy valamennyi takarmanytermeld
vallalkozas, beleértve az akvakulturat is, a harmonizalt biztonsagi kovetelményeknek
megfeleléen miikodjon. A takarmanyhigéniai kovetelmények meghatdrozasarol az Eurdpai

Parlament és a Tanacs 183/2005/EK rendeletében tajékozodhatunk.

A rovarokbol szarmazo termékek a 68/2013/EU rendeletben meghatarozott alabbi kategoriakba

tartozhatnak:

9.16.1. Szarazfoldi, gerinctelen, é16 allatok
E16 szarazfoldi gerinctelen allatok barmely fejlédési szakaszban, a novények, az allatok,
illetve az emberek egészségére kedvezodtlen hatast gyakorlo fajok kivételével.

9.16.2. Szarazfoldi, gerinctelen, élettelen allatok
Kezeletlen vagy kezelt, de az 1069/2009/EK rendeletben foglaltak szerint fel nem
dolgozott élettelen szarazfoldi gerinctelen allatok a novények, az allatok, illetve az
emberek egészségére kedvezOtlen hatdst gyakorld fajok kivételével, barmely fejlodési
szakaszban.

9.4.1. Feldolgozott allati fehérje
Barmely fejlddési szakaszban 1€v0 szarazfoldi allatok — az emberekre és allatokra patogén
fajoktol eltérd fajokhoz tartozd gerinctelen allatokat is beleértve — egész testébdl vagy

annak részeibdl hokezeléssel, szaritassal és dardlassal nyert termék, amelybdl a zsirt
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esetlegesen extrahaldssal vagy fizikai Gton részlegesen eltavolitottdk. Az extrahdlashoz

hasznalt olddszer 0,1% hexant tartalmazhat.

A haszonallatok takarmanyanak eldallitasahoz felhasznalt nyersanyag csak az engedélyezett
rovarokbol késziilhet. Ezek a (142/2011/EU rendelet X. Melléklet II. Fejezet szerint):

Fekete katonalégy (Hermetia illucens), kozonséges hazilégy (Musca domestica), kozonséges
lisztbogar (Tenebrio molitor), penészevé gabonabogar (Alphitobius diaperinus), hazi tiicsok
(Acheta domesticus), savos tiicsok (Gryllodes sigillatus), banantiicsok (Gryllus assimilis),

selyemlepke (Bombyx mori)
3.2. A lisztkukac (7enebrio molitor 1arvaja)

Egyre tobbszor olvashatunk hireket a kozonséges lisztbogar (Tenebrio molitor) larvajarol
¢s annak felhasznalasar6l. Nem meglepd, hiszen a lisztkukac volt az elsé rovar melyet az
Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA 2021) emberi fogyasztasra is alkalmasnak itélt. A
szaritott larva, illetve a beldle késziilt por az 10j élelmiszerek kategoéridba tartoznak igy
forgalmazasuk unioés szinten szabalyozott. Azonban az ¢élelmiszeripari felhasznaldsuk el6tt is
talalkozhattunk ezekkel a sargasbarna hosszlikds larvdkkal, mint diszéllat eleség vagy
takarmany alapanyag, de a természetben sem ritkak ezek a fényes barna rovarok. Legtobben
mégis raktari kartevoként ismerjiik, hiszen petéit a lisztbe vagy mas gabona alapu élelmiszerbe
rakja. Az ember jelenlétének koszonhetben ma mar valamennyi foldrészen megtalalhatod
(https://terraplaza.com/magazin/hu/izeltlabuak-hu/tenebrio-molitor-a-csodabogar/3872/).

A néstények életlik soran akar 500 petét is képesek lerakni. A fehér, bab formaju petékbol 1-2
hét alatt kelnek ki a larvak, de koriilményektdl fiiggben ez akar 4 hétig is eltarthat
(https://protiberia.com/en/mealworm/). Végleges méretiiket nagyjabol 10-12 hét alatt érik el
25-28°C-o0s kornyezetben és novekedésiik soran tobbszor vedlenek. Ebben az életszakaszban
nevezziik Oket lisztkukacnak. Az utolso vedlés utan fehér babba alakulnak. Ebben az
periodusban tehetetlenek, hiszen nincs se szajszerviik, sem végbélnyilasuk, és mozgasra is
képtelenek. Koriilbeliil 1-3 hét utan a bab atalakul vilagos barna, kifejlett rovarrd mely az 1d6

mulasaval egyre sotétebb lesz, ezt lathatjuk az 1. dbran.
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1. abra: A lisztbogarak fejlédési stadiumai (https://zsibizoo.hu/halaink-taplalasa-elo-

eleseggel-sajat-tenyeszetek-kialakitasa-2)

Taplalékuk gabonak, illetve nedves élelmiszerek, példaul zoldségek. A felndtt ndstény
egyedek rovarra valasuk utdn 10-14 nappal mar képesek petéket rakni. A lisztbogar hatékony
tenyésztéshez elengedhetetlen a megfeleld takarmany €és kornyezet biztositasa. Az optimalis
homérséklet 25-28°C, a relativ paratartalom pedig 60-75% koriil idealis. Alacsonyabb

homérséklet esetén a fejlodés idétartama a tobbszorosére néhet (Hetényi 2023).

3.2.1. Akdzonséges lisztbogar (Tenebrio molitor) 1arvajanak biologiai értéke

A rovarok élelmiszerként, illetve takarmanyként valo felhasznéalasa mellett tobb nyomos
indokot szoktak emlegetni. A gazdasagos ¢és kornyezetkiméld eldallitds, a minimalis
teriiletigény és a belsd Osszetétel is ilyen pozitivumok (Toviho & Barsony 2020). Itt
megemlithetjiilk a magas fehérje tartalmat és a kivald zsirsav Osszetételt (Siemianowska et al.

2013). Az 1. tablazatban a szaritott lisztkukac taplaldanyag-tartalma lathato.

1. Tablazat: A szaritott lisztkukac tdpanyag Osszetétele (Ravzanaadii et al. 2012)

Komponensek (%)
Nedvességtartalom 5,33
Nyers fehérje 46,44
Nyers zsir 32,7
Nyers rost 4,58
Nyers hamu 2,86



https://zsibizoo.hu/halaink-taplalasa-elo-eleseggel-sajat-tenyeszetek-kialakitasa-2
https://zsibizoo.hu/halaink-taplalasa-elo-eleseggel-sajat-tenyeszetek-kialakitasa-2

A lisztkukac legnagyobb részét a fehérje és a zsir teszi ki. A nagy mennyiségli zsir miatt
a szaritott termék avasodasra hajlamos, de zsirtalanitott formaban tovabb eltarthatd. A
rosttartalom is szdmottevd, itt meg kell emliteniink a kitint is mely a kiilsd vazat alkotd
poliszacharid. A kitin a larvaban és a kifejlett rovarban is megtalalhatd. Ez az ellenallo
komponens jelent6sen befolyasolja a Tenebrio molitor tartalm( haltap emészthetdségét. A kitin
akadalyozhatja a tapanyagok emésztését azaltal, hogy megzavarja az emésztéenzimek
aktivitasat. Ugyanakkor egyes halak képesek a kitin lebontésat segité enzim termelésére. A
csaposligér esetében a hasnyalmirigyben termelddik kitinaz enzim azonban a siigér kitin-
emésztési képessége még igy is igen alacsony marad. A magas rost €s kitintartalom miatt
csokken a taplalék tranzit ideje ezért a tapanyagok rovidebb ideig vannak kitéve az
emésztdenzimek miikodésének, igy kevesebb értékes komponens tud hasznosulni. Kutatasok
alapjan a kitin képes kotddni a lipidekhez és az epéhez ezzel csokkentve a lipidek
emészthetdségét (Tran et al. 2022).

A zsirsavak Osszetételét tekintve a hosszu szénlancu zsirsavak koziil kiemelkedd
aranyban taldlhaté meg az olajsav, a linolsav és a palmitinsav. Osszességében a telitetlen
zsirsavak vannak talstlyban. Az esszencidlis omega-6 zsirsavakat is nagy mennyiségben
tartalmazza, melyek a sejtmembran lipidtartalméanak épitdkovei. A lisztkukacban taldlhato
zsirsavak telitetlenségi foka nagyon hasonlé a baromfik és a halak osszetételéhez (Ravzanaadii
et al. 2012). Siemianowska et al. (2013) kutatasuk soran a friss lisztkukac omega-3/omega-6
aranyat 6,76-nak talaltak. A rovarok takarmanyozasanak megvaltoztatasa eredményezhet jobb
zsirsav Osszetételt, ugyanakkor gazdasagilag el6nytelen és nem javitja a taplalt halak
novekedési teljesitményét (Tran et al. 2023). Lawal et al. (2021) kisérlete is err6l szamol be,
melyben al0% chiamag €s lenmag tartalmt takarmannyal taplalt larvadk zsirsav Osszetétele

kedvezdbb volt az omega-3 és omega-6 zsirsavak aranyat tekintve.



2. Tablazat: A lisztkukac aminosav Osszetétele (Ravzanaadii et al. 2012.)

Aminosav g/ 100 g fehérje
Cisztein (CYS) 0,517
Metionin (MET) 0,672

Aszparaginsav (ASP) 3,591
Treonin (THR) 1,807
Szerin (SER) 2,091
Glutaminsav (GLU) 5,676
Glicin (GLY) 2,41
Alanin (ALA) 3,685
Valin (VAL) 2,439
Izoleucin (lle) 3,556
Leucin (Leu) 3,405
Tirozin (Tyr) 3,46
Fenilalanin (Phe) 1,759

Lizin (Lys) 2,906
Hisztidin (His) 1,527

Arginin (Arg) 2,434
Prolin (Pro) 3,019

Ahogy az 1. tablazatban lathattuk, a szaritott lisztbogar larva magas fehérje tartalma miatt
alkalmasnak tlinhet a csaposiigér takarmanyozasara. A 2. tablazatban a lisztkukac fehérje
aminosav Osszetétele figyelhetd meg. Mind a 9 esszencidlis aminosav (hisztidin, izoleucin,
leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan, valin) megtalalhat6 benne tehat komplett
fehérjének tekinthetjiik. Az esszencialis aminosavak olyan aminosavak melyeket szervezetlink
nem, vagy csak elégtelen mennyiségben képes szintetizalni ezért taplalkozas utjan kell
felvenniink Oket a hidnytiinetek elkertilése végett. Legkisebb aranyban a cisztein (0,517) és
metionin (0,672) talalhatdo meg benne. A metionin esszencialis aminosav ezért ebben az esetben
limitdld6 aminosavként van jelen az Osszetételben. A limitdlo aminosav olyan esszencialis
aminosav egy adott fehérjében, amely a FAO/WHO dltal javasolt referenciafehérje (elsosorban
tyuktojasfehérje) aminosav-osszetételében szereplod, megfelelé aminosavhoz viszonyitva a

legkisebb szazalékos ardanyban fordul elé (Gubicskoné Kisbenedek & Szabd 2015).
3.3. A csapostiger

A csaposiigér a sugarastszoji halak (Actinopterygii) osztalyaba, ezen beliil a
stigéralakuak (Perciformes) rendjébe és a stigérfélék (Percidae) csaladjaba tartozik. A Perca
nemben harom siigérfajt kiilonboztetiink meg melyek biologiailag nagyon hasonldak, csupan
egy-két kiils6 jegyben, illetve foldrajzi elterjedésben térnek el egymastol. Ezek a fajok az

Eszak-Amerikéban jellemzd Perca flavescens, az Azsidban honos Perca schrenki és a Linné
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altal el6szor leirt Perca faj, a Perca fluviatilis, az eurdpai csaposiigér, mely hazankban is
6shonos (https://halak.ewk.hu/suger/). A Perca fluviatilis fajjal Eurazsian kiviil talalkozhatunk
még Ausztraliaban, Uj-zélandon és Dél-Afrikdban is (Orban et al. 2007). Széleskorii
elterjedését a vizek hdmérsékletével szembeni tag tlirése tette lehetéve (4-31°C). Melegkedveld
fajnak szamit, bar szaporodasa alacsony homérsékleten torténik (4-14°C), novekedésre pedig
csak 14°C folott képes (Hancz 2007). Edesvizi hal, mely a lassa folyast vizekben, illetve a
tavakban (40 m mélységig) talalhatdé meg. Kozepes oxigénigényi faj, szamara elegendd az 5-6
mg/l Oz jelenléte a vizben. Teste oldalrdl lapitott, hossza ritkdn haladja meg a 20-25 cm-t
(Hanké 1945). Féstis (ktenoid) pikkelyei aproak de igen erések (Hancz 2007).

2. abra: Perca fluviatilis (https://hessenfischer.net/fisch-des-jahres-2023-der-flussbarsch-
perca-fluviatilis/)

Szinezete a hati részen sziirkészold, a hasa felé haladva inkabb sargas arnyalatt (2. dbra).
A fejétdl a farokuszoig a hal oldalan 5-9 keresztirany fekete savot figyelhetiink meg
(http://www.arcanum.com/hu/). Hatan kettd, elkiiloniilt hatasz6 talalhatdé melyek koziil az
eliilsé 13-15 éles tiiskét rejt és két utolsd sugara kozott pavaszem-folt figyelheté meg. A
csaposiigér, ha fenyegetve érzi magat, égnek allitja hatuszojat igy védekezik esetleges tamadoja
ellen. Ezért érdemes figyelniink, hogyan tartjuk keziinkben a szarés uszoju halat. Hasi Gsz6i,
valamint farokuszoja a fajra jellemz6 vOros szint mutatnak
(https://nas.er.usgs.gov/queries/greatlakes/FactSheet.aspx?Species_1D=3636&Potential=Y &T
ype=2), ezért konnyen megkiilonboztethetd ragadozo tarsaitol, példaul a siillotdl, kosiillotol.

Fiatal korukban larvakkal, puhatestiiekkel, rovarokkal, illetve ikrakkal taplalkoznak,
ezutobbi miatt nemkivanatos vendégek a halgazdasagokban. A felndtt egyedek étlapjat a
puhatestiicken és rovarokon kiviil kisebb-nagyobb halak, esetenként békak teszik ki

(https://horgaszat.hu/csapo-suger-perca-fluviatilis/). ~Altalaban csapatokba ver8dve {izik



aldozatukat a sekélyebb vizii teriileteken. Bar atlagos testtomege csak 200-300 g, ercje és
dinamikus mozgasa miatt kedvelt sporthalnak szamit a horgaszok korében.

Sajnos novekedése lassu, igy hidba a rendkiviil jo hismindség a magyarorszagi
togazdasagi haltermelés mellékhalaként tartjuk szamon. Nyugat-Eurébaban nagyobb hangsulyt
kap az értékesitése. A természetes halaszat megsziinése 6ta Magyarorszagon ritkan talalkozunk

vele pedig a piaci igény egyre nagyobb a csapdsiigér irant (Molnar et al. 2020).
3.4. A halak emésztérendszere

A halak emésztésének és anyagcsere folyamatainak vizsgalatakor fontos észben tartanunk
azt a tényt, hogy vizben €16 szervezetek igy sokkal szorosabb kapcsolat van az éldlény és
kornyezete kozott a szdrazfoldi gerincesekkel szemben. A halak poikiloterm allatok,
¢letfolyamataik sebessége nagyban fiigg a kornyezet homérsékletétél (Hancz 2007). Az
abiotikus valtozok koziil a viz hémérséklete kiemelkedd fontossag, mivel szabalyozza a
takarmanyfelvételt, és az emésztési folyamatokat, ezaltal a ndvekedésre is hatassal van. (Fiogbé
& Kestemont, 2003). Ebbdl kovetkezik az a tény is, hogy energiasziikségletiik novekszik a viz
hémérsékletének emelkedésével. Igen nehéz meghatarozni, de azt tudhatjuk, hogy a melegvérii
allatokéhoz képest a halak anyagcseréjének energiasziikséglete nagyjabol tizede, huszada lehet
(Hancz 2007).

Téplalkozasmod szerint két nagy csoportot kiillonboztetiink meg. Ezek a békés halak és a
ragadozo halak. A békés halakon beliil 1éteznek ndvényevok (pl. amur), mindenevok (pl. ponty)
és aproallat evok (pl. garda). Szamunkra a ragadozok csoportja a fontosabb hiszen a csapostigér
is ide tartozik. Ebben a kategoriaban megkiilonbdztetiink fakultativ ragadozot is, ilyen a harcsa.

A taplalék tutja az el6bélben kezdédik mely magaban foglalja a szajat és a garatot, illetve
anyeldcsovet. A ragadozo halak esetében a préda elejtése érdekében éles, gyokér nélkiili, randtt
fogak talalhatdak szdjiiregiikben (Hancz 2007). Az emésztési folyamatok mar a garatiiregben,
valamint a nyeldcsOben elkezdddnek hiszen ezeken a teriileteken is termelddik mukdzus nyalka.
Ragadoz6é halak emésztorendszerében ezt kovetden a taplalék egy tagulékony, zsdkszerii
gyomorba jut. A gyomor eliils6 részét (gyomorszaj) ahol a taplalék belép cardialis résznek, a
hatso traktust, ami a taplalék tovabbjutasat szabalyozza pylorusnak nevezziikk. A gyomor
cardialis mirigyek mukozus nyalkat, pylorus mirigyek pedig gyomornedvet termelnek, amely
egyrészt a gyomortartalom pH-értékét csokkenti sdésav termelése révén, masrészt
emésztéenzimet (pepszin) is tartalmaz (Horvath 2000). A halak esetében gyomormirigyben egy
féle sejt (oxyntikus-peptikus sejtek) termeli a savat €s az enzimeket, koztik a pepszint is

ellentétben az emlds6k mirigyeivel, ahol ezt két sejt végzi (Rust 2002). A proteazok koziil a
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tripszin a hasnyalmirigyben termelddik és a béllumenben, valamint a pylorus fiiggelékben
aktivalodik (Rust 2002). Jelentés mennyiségli emésztdenzimet tartalmaz a ragadozd halak
gyomorbélcsatornajanak specialis szakasza, a pylorus fiiggelék (Horvath Laszlo és mitsai.
2000). A pylorus fliggelék tulajdonképpen az elobél meghosszabbitasa, hasonld felépitésii, mint
a belek, funkciojat tekintve a szénhidratok €s zsirok felszivodasanak helye és egyes enzimek
szekrécioja is itt torténik (Harpaz & Uni 1999, Rust 2002). A vékonybél hossza és tagoltsaga
nagyban filigg az adott faj taplalkozasi szokasaitdl, a ragadozoké rovidebb mig a békés halaké
hosszabb ¢és tekervényesebb (Hancz 2007). Itt torténik a tdpanyagokbol az értékes
komponensek felszivodasa. Ellentétben az emberi bélrendszerrel a halaknal gyakorlatilag nem
figyelheté meg vastagbél csak az utolsé szakasza, a rectum. Itt taplaloanyag-abszorpcié mar
nem megy végbe (Horvath 2000). A ma4j legfontosabb feladata az emésztés szempontjabol az
epe termelése. A hasnyalmirigy nedvtermelése az emésztdenzimeken kiviil tartalmazza az ezen
fehérjék optimalis miikodéshez sziikséges ionokat, illetve a béltartalom kémhatéasat befolyasolo
anyagokat. Az enzimtermelés az éppen alkalmazott takarmanyozas fliggvénye. Példaul a
fehérjedus taplalék hatdsara nd a proteolitikus aktivitds, azonban a takarmanynak mindig

alkalmazkodnia kell az adott faj taplalkozasfiziologiai adottsagaihoz (Hancz 2007).
3.5. A Halak emésztdenzimei, azok enzimaktivitasai

Az enzimek olyan specialis fehérjék melyek a szerves reakciok katalizisére szolgalnak.
Hatékony molekularis egységek, amelyek az élet fenntartasahoz elengedhetetlen kémiai
atalakulasokban jatszanak szerepet (Oliveira et al. 2014). A tapanyagok hasznosulasa a
megfeleld emésztéenzimek jelenlététdl és mennyiségétdl fligg (Langeland et al. 2013). Az
allatok novekedésének iitemét is nagyban befolyasolja az adott enzim készlet és az
emésztorendszer allapota. Lemieux et al. (1999) kisérletiikben arra keresték a valaszt, hogy az
emésztdenzimek meghatarozzak-e a tOkehal (Gadus morhua) novekedési sebességét és a
taplalkozas hatékonysagat. Kovetkeztetésiikben arra jutottak, hogy az emésztés szintjén a
tripszin az egyetlen mért enzim, amelyrdl feltételezhetd, hogy potencialisan korlatozza a
tékehal novekedési sebességét. A halak képesek étrendjiik megvaltoztatasara az év kiilonb6zd
szakaszaiban a rendelkezésre 4llo taplalék fiiggvényében. Az emésztéenzim-mintazat a
halakban ennek megfelelden valtozik (Harpaz & Uni 1999). A halakat altaldban taplalkozasi
szokasaik szerint szoktak rendszerezni. Eszerint megkiilonboztetiink ragadozd, mindenevo és
novényevé fajokat. Ugy gondolnank, hogy életmédjuk az emésztdenzim aktivitdsaban is
tiikrozodik, de ez nem mindig van igy. Egyes tanulmanyok arr6l szdmolnak be, hogy a

taplalkozasi szokasok ¢és az emésztdenzimek aktivitasa kozotti kapcsolat nem mindig
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egyértelmii. A kutatasok szerint a ragadozo halak is rendelkeznek a-amildz aktivitassal annak
ellenére, hogy természetes étrendjiikben nem taldlhaté meg a keményité (Langeland et al.
2013). A halak emésztonedvével kapcsolatos kutatasok segithetnek megismerni emésztésiik
mesterséges takarmanyok Osszetételét a halak taplalkozasi sziikségleteihez igazitani (Furné et
el. 2005). Langeland et al. (2013) kutatasukban a csapdsiigérben (Perca fluviatilis) és a sarki
szemlingben (Salvelinus alpinus) talalhatdo emésztéenzimek aktivitasat vizsgaltak. A kisérlet
eredményei alapjan nem tapasztaltak valtozast a kiilonb6z6 kora €s méretii csapdsiigér egyedek
emésztéenzim Osszetétele kozott. A Perca fluviatilis ivadékként tilnyomorészt planktonnal
taplalkozik és ahogy novekszik tigy valik egyre dominansabb részévé a hal az étrendjének.
Ertékelésiik szerint a vizsgalt példanyok donté részben mar attérhettek a his alapu étrendre
ezért nem tapasztaltak valtozas a szénhidrat emésztéséért felelds enzimek mértékében.

A ragadozo6 halak esetében a zsirban gazdag tapldlkozds miatt joval magasabb lipaz
aktivitas figyelheté meg, mint a mindenevd vagy a novényevo fajoknal. (Furné és mtsai. 2005.)
Langeland et al. (2013) értekezésében a csaposiigér vizsgalatanal is ez figyelhetd meg. A lipaz
aktivitdsa a gyomor-bélrendszerben csaknem huszonhdromszorosa volt az dsszes szénhidratot
emésztd enzimmel szemben.

A 3. dbra a siigér és a szemling pepszin, valamint tripszin aktivitasat mutatja be az
emésztés egyes szerveiben. Megfigyelhetd, hogy a két faj enzimaktivitdsa és a legmagasabb
aktivitas helye is eltérést mutat. Ez valosziniileg az eltérd élettérnek és a kiilonbozd étrendnek
koszonhets. A szemling Eszak-Amerika tengerdbleiben, folydiban és tavaiban jellemzé,
taplalékat plankton, kisebb halak és puhatestiiek teszik ki (Johnston 2008), mig a csapdsiigér az

édesvizi tavak és folyok lakoja.
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3. abra: A siigér és a szemling tripszin és kimotripszin aktivitasa az egyes szervekben
(pylorus fiiggelék (PC), kozépbél (MI), disztalis bél (DI)) (Langeland et al., 2013)

Jol lathato, hogy a csaposiigér fehérjebontd enzimeinek aktivitasa a pylorus fiiggelékben
volt a legmagasabb. A két enzim kozill a kimotripszin nagysagrendekkel nagyobb
eredményeket mutatott a tripszinnel szemben. Osszefoglalva, mindkét fajra a magas lipaz- és
protedz-aktivitas, valamint a szénhidrat bont6 enzimek alacsony aktivitasa volt jellemzd, ami

Osszefliggésbe hozhatd husevé taplalkozasi szokasaikkal (Langeland et al. 2013).
3.5.1. Kisérletek a halenzimek kivonasara

Kolkowski és mtsai. (2000) négy féle étrend esetében vizsgaltak az emésztéenzimek
aktivitasanak valtozasat a csaposiigérekben. A fiatal siigerek kezdeti 4tlag tomege 587 + 35 mg,
méretiik 38 £ 6 mm volt. Kommersz tapként egy kereskedelmi forgalomban is kaphato
pisztrang takarmanyt hasznaltak (Zeigler number 2 crumble; Zeigler Brothers, Inc., Gardners,
Pennsylvania). 47 nap utan a 2,76 + 0,1 g sulyt értek el a vizsgalt egyedek. A felboncolt halak
gyomrat és beleit egyenként lemérték majd kétszer homogenizaltak (30 mp, 15mp) 0,5 mL
pufferben (HCl-glicin puffer; pH 2,5 és tris-HCI puffer, pH 7,3). A vizsgalatig a kivonatokat
fagyasztva (-80°C) taroltak. A vizsgalathoz a mintakat jégen engedték fel, majd wjra
homogenizaltak (20 mp) és centrifugaltak (10 perc, 4°C, 4000 g). A tripszin méréshez BAPNA-
t (benzoil-DL-arginin-p-nitroanilid), a pepszinhez 2,5%-0s szarvasmarha eritrocita
hemoglobint hasznaltak szubsztratként glicin-HCI pufferben (pH 2,5). A kiilonb6z6 halfajok
pepszin aktivitdas maximuma eltérd korilmények kozott jon létre, de altaldnossagban

elmondhatd, hogy pH 2 koriil magasabb az aktivitas (Oliveira 2015). A gyomor és a bél
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esetében 9,67 + 4,7 uM-g* oldédd fehérje-min™, pepszin esetében pedig 0,20 + 0,06 mM
felszabadult tyrosine-mgoldodé fehérje-h™ (25°C) volt az eredmény a kommersz tép esetében.

Abd El-Gawad és mtsai. (2019) emésztési kutatasukban 32 + 1,0 g tomegii és 13,5 + 0,6
cm testhosszal rendelkez6 fejlettebb halakkal dolgoztak. A stigereket 60 napig taplaltak szintén
kereskedelemben is kaphaté ragadozo, illetve mindenevd halak szdmara készitett tappal
(Purina® AquaMax® Grower 400). A mintdkat a belekbdl vették, amiket kétszer mostak at
foszfat pufferral (pH 7,4). Az oldatokat homogenizaltak, majd centrifugaltak (10 perc, 4°C,
13000 g). Ezutan a feliiluszot levették és fagyasztva taroltak (-80°C). A tripszinaktivitast egy
keredkedelmi csomag (BioVision, USA) alapjan hataroztdk meg. A mintakat 50 pl tripszin
pufferrel készitették el, majd 1 ul 50x kimotripszin inhibitor oldatot adtak hozza, és 10 percig
inkubaltdk szobahdmérsékleten. Az inkubacidt kovetden 50 pl reakciomixet (48 pl puffer és 2
ul tripszin szubsztrat) adtak minden mintahoz és 25°C-on inkubaltak fénytdl elzarva. Az
abszorbanciat 405 nm-en mérték. A tripszin aktivitasa 30 nap utan 4,67 mU/ml, 60 nap utan
pedig 7,25 mU/ml koriil alakult (diagramrol leolvasva).

Langeland és mtsai. (2013) kutatasukban egy kereskedelmi izonitrogén tartalmu
takarmanyt hasznaltak a siligerek enzimaktivitdsdnak méréséhez. A halak atlagosan 6 g
teststllyal rendelkeztek. A boncolds soran a kodzépbelet és a disztalis belet és a pylorus
fiiggeléket tavolitottak el a halakbol és késébb ezekbdl a szervekbdl mértek tripszin aktivitast.
A kivonatokat hideg puffer (0,2 M Tris-HCIl, 0,05 M CaCl,, pH 8,0) jelenlétében
homogenizaltadk. A pylorus fiiggelék esetében a puffer mellet enterokindz oldat (25 pg
enterokindz mL-1) is jelen volt melyet a tripszinogén tripszinné alakitdsa miatt kellett
alkalmazni. A mintakat centrifugaltak (10 perc, 15 800 g), majd fagyasztva (-80 °C) taroltak.
A tripszin aktivitas méréshez BAPNA-t hasznaltak szubsztratként, majd az abszorbanciat 390
nm-en mérték 25 °C-on. A mérések utdn az Osszes tripszin aktivitast 0,24 U/mg mintanak
allapitottak meg.

A halak enzimaktivitasdnak vizsgalata és azok Osszehasonlitasa nehézkes folyamat.
Amint lathatjuk az egyes kutatasok altal produkalt eredmények eltérdek, ez koszonhetd lehet
az eltérd természeti koriilményeknek, valamint az eltérd mérési protokolloknak. A viz
hémeérséklete, savassaga és a benne oldott oxigén mennyisége is jelentds hatdssal van a proteaz

aktivitasra (Wang és mtsai. 2021).
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3.6. In vitro emésztési modell és alkalmazasa halak esetében

Az emésztés soran szamos biokémiai folyamat jatszodik le igy modellezése nem egyszeri
feladat. Az élelmiszer-tdpanyagok hatasa kiemelt fontossagl a szervezet egészségére tekintve,
ami a gyomorbélrendszerben zajléo emésztési folyamatoktdl fiigg (Ji és mtsai. 2022). Ezért az
elfogyasztott tapanyagok atalakulasanak és hasznosulasdnak elemzésére nagy sziikség van
szamos kutatasi teriileten.

Az in vitro emésztési modellek hasznalata az elmult 40 év soran egy eredményes €s
elterjedt modszerré valt, amit mind az élelmiszertudomany, mind a gyogyszerkutatas hasznal
(Lucas-Gonzalez és mtsai. 2018). Az in vitro vizsgalatok k6zott megkiilonboztetiink statikus és
dinamikus modelleket. A legegyszeriibb mddszer a statikus modell haszndlata, ilyenkor az
emészteni kivant tapanyagot lombikba vagy kémcsdébe tessziik ezutdn az egyes fazisoknak
(sz4jiiregi, gyomori, bélrendszeri) megfeleléen adjuk hozza az emészt6folyadékot és az
enzimeket. A pH értéket is a fazisok szerint allitjuk be. A dinamikus modell képes az
emésztmény folyamatosan valtozo jellemzdinek szimulalasara (pl. enzim aktivitas valtozas),
ezért egy sokkal bonyolultabb, szamitogép altal vezérelt rendszer. A statikus modellel
ellentétben képes a gyomor tartalmanak keveredését és triilését is modellezni viszont egy
sokkal id6igényesebb ¢és koltségesebb folyamat (Wang és mtsai. 2021).

A halak esetében ilyen standardizalt modszert még nem dolgoztak ki a kutatok, ami a
fajok sokszintiségének is koszonhetd (Wang et al. 2021). Azonban az utobbi években megnétt
az érdeklddés a statikus modellek irant az akvakultara teriiletén is (Moyano 2015). Egy ilyen
koltséghatékony, pontos ¢és gyors modszer megkonnyitené a mindségellendrzést a
takarmanyiparban, illetve a lehetséges ) tapok fejlesztését (Bassompierre et al. 1997, Moyano
et al. 2001).

Jelenleg 2 féle megkdzelités 1étezik a hal in vitro emésztési modellek kidolgozasa soran.
A gyakoribb modszer mikor az adott halfajbol kinyert emésztéenzimekkel modellezik az
emésztést és az enzimaktivitast (Kolkovski és mtsai. 2000, Martinez-Montafio és mtsai. 2012).
A masik médszer lényege, hogy a kereskedelmi forgalomban is kaphat6é enzimekkel modellezik
az emésztés folyamatat (Moyano és Savoie 2001). A modellezés sokkal pontosabb, ha hal
emésztéenzimmel dolgozunk (Alarcon et al. 1997), de ennek a beszerzése koriilményes lehet.
Mivel hal emésztéenzimek nem kaphatok kereskedelmi forgalomban, a tenyésztett egyedekbdl
kell szamos példanyt felaldozni, hogy kivonjuk a modellhez sziikséges enzimeket. A halakbol
kivont emészténedv alkalmazasa, kevésbé reprodukalhatd, mint a kereskedelmi forgalomban

talalhaté emésztéenzimek hasznalata, mivel a halkivonatban taldlhatd6 enzimek mennyiségét,
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mindségét és aktivitdsat befolyasolja a halak mérete, taplaléka, a tenyésztés koriilményei és
hogy mikor és milyen gyakran etették dket.

Ezért a kereskedelmi forgalomban kaphatd emésztéenzimekkel felépitett modell
hatékony modszer lehet a kiilonb6z0 tipusu tapok Osszehasonlitdsara, példaul, ha a hallisztet
helyettesitdé 0sszetevok emészthetOségét teszteljiik. A legigéretesebb takarmanyokat érdemes
lehet az adott halfaj enzimjeivel, in vitro vizsgalni, miel6tt in vivo, halakon teszteljiik a tapokat.
Bar az in vitro emésztési modellek sosem tudjak teljes mértékben reprodukalni az in vivo
emésztést, és az in vitro, hal gyomor és bélnedvet alkalmazo modellek a tenyésztett halak
elpusztitasat igénylik, elonyds lehet az alkalmazasuk az alabbi okok miatt:

e az interindividudlis variabilitdis nem befolydsolja az eredményt, igy konnyebb
kovetkeztetéseket levonni

e az emésztés folyaman, az emésztménybdl folyamatosan lehet mintat venni, mig in
Vvivo kisérlet esetén, a mintavételi id6pontban a halat fel kell boncolni, igy ugyanabbol
a halbol kés6bb nem tudunk mintat venni.

e a kornyezeti tényezOk (pl. nappal-¢jszaka iddOtartama; stressz tényezdk (pl
tulzsufoltsag)) nincsenek hatassal az in vitro emésztésre, mig in vivo befolyasolhatjak

az emészthetdséget

Moyano ¢és munkatarsai (2001) kutatasunk soran a hal enzimek és kereskedelemben
kaphaté eml6s enzimek fehérjebontasat vizsgaltak. A hal enzimeket aranydurbincsbol (Sparus
aurata) nyerték ki. A vizsgalat soran halliszt, kazein és szdjaliszt emésztését figyelték. A két
moddszer elvégzése utan a fehérjék hidrolizdlhatésdga szempontjabdl nagyon hasonld
elrendezddést figyeltek meg. Ez is azt mutatja, hogy a kereskedelmi emlds enzimek
hasznalataval lehetséges egy megbizhatdé modszer kifejlesztése.

A legtobb in vitro kutatas a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) vizsgalatara
iranyul (Moyano et al. 2014). A csapésiigér enzimaktivitasat tobb kutatas is részletezi (Abd El-
Gawad és mtsai. 2019, Langeland et al. 2013), de in vitro emésztési modellt még nem allitottak

fel erre fajra, ezért eredményeim meghatarozoak lehetnek a tovabbi kutatds szempontjabol.

3.6.1. Lisztkukac emészthetdségének korabbi vizsgalatai

A hal takarményok fejlesztésének lehetdségeit vizsgald értekezések szdma az utdbbi
idében jelentdsen megndtt. Szédmos kutatds szamol be arrél, hogy milyen alternativ,

fenntarthatobb eréforrasokat hasznalhatnank az akvakultaras fajok takarmanyozasaban (Toviho
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& Barsony 2020, Tilami et al. 2020). A lchetséges rovarok koziil kiemelt figyelmet kap a
kozonséges lisztbogar larvaja (Tenebrio molitor). Az ebbdl a rovarbdl késziilt por kiillonbzo
aranyokban torténd hal tdpba keverésével tobb kutatas is foglalkozik (Ido et al. 2019, Henry et
al. 2018). A lisztkukac felhasznalhatosagat szamos halfaj esetében vizsgaltak.

A csaposiigér esetében Tran és munkatarsai (2022, 2023) készitettek atfogd kutatast a
Tenebrio molitor takarmanyban valo felhasznalhatosagardl. Tran és munkatarsai (2022) 105
napos etetés soran vizsgaltdk a halak novekedését az eredeti tap 6,8 %, 13,5 % és 20,3 %
zsirtalanitott lisztkukac kiegészitésével. Az eredmények azt mutattdk, hogy a lisztkukac
halliszthez képesti 25%-o0s kiegészitésével a siigerek novekedési teljesitménye megegyezo volt
az alap tappal etetett halakéval. Ugyanakkor a tanulmany szerint a halliszt 50%-nal nagyobb
mértékll kiegészités nem mutatott igéretes eredményeket.

A Tenebrio molitor emészthetéségét célzo in vivo vizsgalatokat szamos mas halfajjal is
elvégezték mar. Belforti et al. (2015) szivarvanyos pisztrangokkal vizsgaltdk a teljes értékii
liszkukac emészthetdségét. A kiegészités mértéke 25% és 50% volt az eredeti taphoz képest.
Megfigyelésiik alapjan a halak sulygyarapoddsdban nem volt valtozds, azonban a
takarmanyhasznositasi ardny magasabb volt az alap takarménnyal taplalt halak esetében. Az
50%-ban kiegészitett tap esetében jelentdsen rosszabb volt a fehérjék emészthetdsége. A hal
husanak omega-3/omega-6 zsirsav aranya a kiegészités mértékével ellentétesen valtozott.

A pisztrang mellett tobb kutatds fokuszal a harcsa (Silurus glanis) takarmanyanak
lisztkukaccal valo kiegészitésének lehetdségeire. Gebremichael et al. (2020) a halliszt tartalmu
tap kiegészitését 33, 66 és 100%-ban végezték el lisztkukac liszttel. A kutatas egy honapos ideje
alatt a halak sulyanak valtozasdban nem volt szignifikans kiilonbség, a 33%-ban kiegészitett
tap eredményezte a legnagyobb sulygyarapodast.

Afrikai harcsaval (Clarias gariepinus) végzett kisérlet soran hasonlor6l szamolt be Ng et
al. (2001) ahol a 40%-ban lisztkukaccal helyettesitett tap esetében nem tapasztaltak kiilonbséget
a novekedeés iitemeében a halliszt alapt takarméannyal szemben. A hét hetes kutatas soran a 80
%-o0s kiegészités sem mutatott sokkal rosszabb eredményt a novekedést és a tapanyag
hasznositést tekintve.

A lisztkukac liszttel végzett hal in vivo kutatasok nagyon kiilonbozéek lehetnek. Mas
koriilmények, mas idétartam és faj, amit az egyes vizsgilatok hasznalnak. Ossszefoglalva azt
mondhatjuk, hogy a lisztkukac lisztnek, mint esetleges haltdp Gsszetevd van jelentOsége,
azonban az akvakultiraba torténd beillesztéshez és folyamatos hasznalathoz még tobb kutatés

elvégzése sziikséges.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok:

4.1.1. Csapostigér halak gyomoredve €s vékonybélnedve

Csaposiigér halak poolozott (10 db egyedbdl szarmazd) gyomornedvét és
vékonybélnedvét, a MATE ETTI Taplalkozastudomanyi Tanszék (TTT) bocsatotta
rendelkezésemre. A TTT kordbbi vizsgalatai szerint a 20°C-on tartott halak esetében volt a
halak emésztéenzimkészletének aktivitdsa a legoptimélisabb, ezért a halak emésztésének

modellezésénél a 20°C-on tartott halak emésztnOnedveit hasznaltam fel.

Ezen emésztonedvekrdl szerzett informacidim a kdvetkezdek:
A csaposiigér halak (10 db) teljes emésztdrendszerét a Debreceni Egyetem, Allattenyésztési
Tanszéke biztositotta. A halak és azok tartasi paraméterei: 1 éves kortiak, tomegiik 50-60g, 10

cm hossztak, Hal Biologia Laborban tarottdk 9 kg/m?® denzitasban 150 literes akvariumban

4. dbra: Csaposiigér halak medencében valo tartasa

A halak fehérjében és zsirban gazdag kereskedelmi forgalomban kaphaté haltapot kaptak
(lasd 4.1.2. pont). A halak az elsé etetés utdn 4 6raval kaptdk meg a masodik adag élelmiiket,
majd az ezt kovetd 4. draban, azaz az elso etetéstdl szamitott 8. 6rdban vagtak le dket.

A 8. oraban torténd vagas megvalasztisanak célja az volt, hogy a gyomorba és a vékonybélbe
egyarant ez 1d6 alatt a taplalék el tudjon jutni, igy be tudjon indulni az enzimtermelddés, és

mérhetévé valjon az emésztdenzimek aktivitasa.
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5. abra: Csapostigér halak boncolasa, emésztorendszerének eltavolitasa

A gyomrot (5. dbra) hosszanti irdnyban felvagtak Almeida és mtsi (2018) modszere szerint-,
¢s a benne 1év0 tartalmat 1 ml 2,5 pH-ja desztilalt vizben (1 halra vonatkoztatva) kimostak.
A vékonybélminta (5. abra) tartalmat a bél hosszanti iranyaban kinyomkodtak, majd a
vékonybélszdvetet is hosszanti iranyban felvagtédk - Almeida és mtsi (2018) modszere szerint
¢és a maradék vékonybéltartalmat 1 ml pufferben (1 halra vonatkoztatva) hozzdmostéak.

A vékonybél esetén Fuchise et al. (2011) cikk alapjan hasznalt puffert (50mM TrisHCI, ami
tartalmaz 0,5 M NaCl-ot és 20mM CaCl-ot (pH 7,8) alkalmaztak.

Az igy pufferben felvett gyomor ill. vékonybél szuszpenziot pufferben turaxoltak (30 sec),
majd kevertették (BioSan Multi Bio RS-24) 1 6ran at hiitbben (4°C-on) homogenizalas és az
enzimek kell6 kivonasa céljabol), majd centrifugaltak (12000 rpm, 15 min, 4°C).
Centrifugalassal a sejttormelékeket, zsirt, tapot és egyéb anyagokat eltavolitottak. A tiszta

feliiltszot pedig mélyhiitdben taroltdk a tovabbi vizsgalatokig.
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Az enzimaktivitas mérésekhez nem volt cél az enzimek tovabbi tisztitasa, mert fiziologias
koriilmények kozott probaltak mérni az aktivitast, hisz az in vitro hal emésztési modellezésnél
ebben formaban (adott pufferben mosott feliiliszo kivonatokat) kivantak felhasznalni.

A 10 db. hal tiszitott gyomor és vékonybélemésztonedveit 0sszedntotték (pooloztak), kiilon-
kiilon, amiket az enzimakativitas mérésekhez hasznaltam fel.

Eldzetes kisérletek alapjan a kisérletet végzd kutatocsoport megallapitotta, hogy a csapdsiigér
halak emésztéenzimeinek aktivitdsa Osszehangoltan -figyelembe véve a gazdasagossagi
szempontokat is- 20°C-on volt a legoptimalisabb, igy ezen hémérsékleten tartott halak

emésztOenzimeit haszntaltam fel a kutatbmunkamban.
4.1.2. A kereskedelmi forgalomban kaphato6 haltap

A tépot kavédaraloval (Hauser) finom porra daraltam. A tap adatait a 6. dbra mutatja.

5

TROUT

10 kg,

kg Bag

£ X

Dec mrabon Imm 3 mm # mm | B mes
Cruge protsin 47 W 4T LL
Crude et LB BE W 15
Cruda fiar L3 20 W 200
Fhosshans 105 W U100 1,00
‘Witamin & L0000 1L ple BT U OGEY L1
witamin OF 1506 1. L 1500 1. LS00 LU,
‘Witamin E 2000 g 200 mg I00 mg
Dgesikh Energy LB, MI 18,0 M1 LB, M)
wilzkes s
Compasibon Faabamas
‘Whaat + Exbrudsd, slcsly sirking grosth fesd
*mhrrsal S5 for salmonids
_ I + Unresrally usmabds, ween in unfasvors
RIS b bia arvvironmental conditions
Surficessr concentrate, + Fishmaal only in premiom quality
Fih o, + High guality snimal protsn from
Bry trom verifisd qualiy
Eiord maal -
e + Hapmsed oil in food grade
Aapeasc o, + ‘Without ey scybean measl
Rapenaes cakn, & JGH trme™ sxording o
Harmogiohin povdar EU-WD L3R 2003
Lok 1R el B Il L= L] L Ll Tl T B RS DR My VB My T T Ll =
i Lbad o Tl o
Fasdfing guida (kg fead per 100 kg fish par dey]
FmheIe Faiure Water bemparature
- om mm 4 LC [l aC g" iC 1™ iC = W™ C LE"LC
15-50 11-18 1 o® 1,2 1.4 1.4 1.8 1 1.2 1.0
50150 (5. r o,r 1,0 1.1 1.3 1.3 13 1.9 1.8
150353 Ira o0& 05 0% 1.1 1.3 14 1,8 1,4
T50-500 11-3% ] (1] o,r 03 0.5 1.1 1.3 1,4 1,2
=BLNT =3 E o4 08 0.7 oA 1.0 1.1 1,2 1,1

k2

6. abra: Csaposiigér tap adatai
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4.1.3. Lisztkukac liszt

A lisztkukacot a Debreceni Egyetem munkatarsai szaritva, ledaralt allapotban bocsatottak

rendelkezésemre. A vizsgalatokhoz nem zsirtalanitott allapotban hasznaltam fel. (3. tablazat)

3. Tablazat: A lisztkukac beltartalmi 0sszetevoi

Szarazanyag Fehérje Olaj Hamu Nyersrost
(%) (%) (%) (%) (%)
33,3 23,1 1,9 1,89 19,2

4.2. Modszerek

4.2.1. Pepszin aktivitds mérés (Anson, 1938)

A csaposiigér hal gyomornedvének pepszinaktivitasat és a kereskedelmi forgalomban

kaphato tisztitott sertés eredetii pepszin (Sigma P7012) aktivitasat mértem.

A modszer elve: A hemoglobinbdl felszabadulé6 TCA-oldhat6 tirozin tartalmt peptidek
kimutatasa spektrofotometrias modszerrel 280 nm-en. (pH 2,0, 37°C). 1 Unit (egységnyi) enzim
altal felszabaditott peptid percenkénti felszabaduldsa AA2g0=0,001 —t idéz elo.

pepszin

Hemoglobin + H,O>TCA oldhat6 peptidek

A pepszin aktivitas méréshez sziikséges oldatok:

-5%-0s TCA-oldat

-haemoglobin, 2% (w/v), szubsztrat (Sigma, H2500):

-0,1 mg/ml pepszin-oldat (Sigma P7012) 150 mM NaCl (pH=6,5) oldva

A pH beallitasa 100 mM NaOH-val torténik. Az oldatot magat frissen kell késziteni és 4°C-on

vagy jégen kell tarolni.

A méréshez sziikséges oldatokat készitését, valamint a pepszinaktivitas mérést a 4. és 5.
tablazatok szerint végeztem.

4. Tablazat: Kiilonb6z6 koncentracioji pepszinoldatok

oldat szama 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Pepszin-oldatok (png/ml) 5 10 15 20 25 30 35
10 mM HCI (ul) 950 ] 900 850 800 750 700 650
0.1 mg/ml-es pepszin torzsoldat (ul) | 50 100 150 200 250 300 350
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5. Tablazat: A pepszin aktivitds mérés munkamenete

2 ml-es eppendorfcsivekbe készitettem Gssze a mérést.

Blank1 Blank?2 1 2 3 4 5 6 7 3ism. 5 ism.
hemoglobin | 500 pl 500 pl 500 pl 500l | 500ul | 500u1 | 500u | 500l | 500ul | 500ul | 500 pul
Inkubalas 37°C-on (vizfiird6/termosztat), 4 percig.
Pepszin- | - | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl
oldat Inkubalni pontosan 10 percig. Hogy biztosan 10 perc legyen, hagyni kell 30 mp-t minden cs6 kozott.
5%-0s TCA | 1ml |1m| |1m| |1m| |1m| |1m| |1m| |1m| |1m| |1m| |1m|
Reakcid leallitasa (szobahdmérsékleten).
Pepszin- 100 pl 3-as 100 pl - - - - - - - -
oldat 5-0s

A mintakat 6000 g-n kell centrifugalni 30 percig (szobaho6n), hogy a hemoglobin kicsapddjon.

Uj eppendorfokba kell tenni a feliilaszot, majd egy kicsit inkubalni (szobahdn), a hémérséklet kiegyenlités végett.

Az attetsz6 feliiliszokat kvartz kiivettaba (fényuat 1 cm) Kell pipettazni, majd az abszorbanciajukat 280 nm-en

megmérni.

Units/mg=[A280Test-A280Blank] * 1000 / (At * X)

At = a reakcio id6tartama, vagyis 10 perc

X= a tesztelt pepszin oldat koncentdcidja (mg/ml) vagy a tesztelt pepszin tartalmu

feliiliszo oldat mennyisége (ml)

4.2.2. Tripszin aktivitds mérés (Hummel, 1959)

A csaposiigér hal vékonybélnedvének tripszinaktivitasat és a kereskedelmi forgalomban

kaphato tisztitott sertés eredetil tripszin (Sigma P7545) aktivitasat mértem.

A modszer elve: A felszabaduldo p-toluén-szulfonil-L—arginin folyamatos (10 perces)

spektrofotometrids modszerrel torténd mérése 247 nm-n, pH 8.1-n, 25°C-n.

Egy egység (Unit): Egy Unit hidrolizal 1 pmol TAME-t percenként 25°C-n, pH 8.1 —n.

TAME (p-Toluén-szulfonil-L-Arginin Metil Eszter) + HpO UPsZn > n_toluén-szulfonil-L -

arginin + metanol

A tripszin aktivitas méréshez sziikséges oldatok:

-0.046 M Tris-HCI /0.0115 M CaCl, -puffer (pH 8.1)
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1.39 g Tris-t, és 0.32 g CaClz-t kimértem kb. 240 ml desztillalt vizbe. A pH 8.1 allitasahoz 1 M
HCl-oldatot hasznaltam (kb. 5.82 ml). A 250ml-es végtérfogatot desztillalt vizzel kiegészitve

allitottam be.

-10 MM TAME (Sigma T4626)
18.9 mg TAME-t 5 ml desztillalt vizben feloldottam. Osszeraztam majd a kész oldatot jégen

taroltam.

-10 mg/ml pankreatin (Sigma P7545) 1mM HClI-ban oldva
Ebbdl legalabb harom higitast készitettem a 0.25-1.0 mg/ml koncentracios intervallumban (pl.

0.25, 0.5 és 1.0 mg/ml). Mérés soran az oldatokat jégen taroltam

A tripszin aktivitds mérést a 6. tdblazat szerint végeztem.

6. Tablazat: A tripszin aktivitas munkamenete

Blank kiivettdja Teszt kiivettaja
Pipettazni mindkét kiivettaba 1.3 ml Tris-HCI/CaCl; -puffert (pH 8.1) és 150 ul

szubsztratot (10 mM TAME-t) és 6sszekeverni. Inkubalni a spektrofotométerben 3-4

percig amig a hdmérséklet kiegyenlitddik.

Figyelem! Az enzim hozzaadasa kovetkezik, de hozzdadva mar indul a reakcid (a mérés),

erre figyelni kell! Célszerii ezért a blank-et bemérni el6szor!

Hozzéaadni 50 pl ImM HCI oldatot Hozzéaadni 50 pl tripszin oldatot (pl. 1
Osszerazni! mg/ml-es koncentracioji)
Osszeréazni!

A méréshez Quartz vagy UV kompatibilis milanyag kiivettat, (1 cm uthossz) hasznaltam.

Az enzim hozzaaddséval azonnal inditottam a kinetikai mérést.

Monitoroztam az abszorbanciat 247 nm-n (25°C-n) legalabb 10 percig tartd6 folyamatos
méréssel. Osszegylijtottem az abszorbancia adatokat 10 mp vagy 20 mp vagy 30 mp-es
gyakorisaggal.

Abrazoltam az abszorbanciat (y tengely) az idé fiiggvényében (x tengely) percekben és
meghataroztam a gorbe kezdeti egyenes szakaszanak meredekségét (AAos7). A maximum
linearis tartomanyt kellett figyelembe vennem.

(kizarolag legalabb 5 percig tartdé mérés esetén fogadhatd el a linearis szakaszra adott

meredekségi adat)
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Ha nincs egyenes szakasz meg kell ismételni a mérést kevesebb enzimet felhasznalva, 0.5 és

0.25 mg/ml-es konc.ju tripszin/vagy pankreatin oldatokkal is!

TAME Units/mg= (AA247*1000*1.5) / 540*X ahol:
Aos7: a gorbe kezdeti linearis része, [unit abszorbancia/perc]
AA247=Atest- Aslank)/perc
540: a TAME moldris extincids egyiitthatdja 247 nm-nél.

1.5: a reakcio térfogata (ml) (Tris-HCI/CaCl2-puffer + TAME + Enzim)

X: a tripszin mennyisége a végso reakcioelegyben (kiivetta) [mg]

4.2.3. In vitro emésztés

A haltapok, és alapanyagaik emészthetdségét kétféle in vitro moédon modelleztem (7.

abra). Az emésztési homérséklet biztositasara razoinkubatort hasznaltam (8. abra).

Minta+
desztillalt viz,

+ gyomornedv kivonat/ szimulalt
gyomorfolyadék (pH=2,5)

20°C

0,6 vagy 3 ml stigér gyomornedv kivonat, inkubalas 2 napig

1 vagy 3 ml emlés pepszint tartalmazé gyomorfolyadék, 2 vagy
4 6ra inkubalas

t vékonybélnedv kivonat/ szimulalt

20°C

0,8 vagy 4 ml siigér vékonybélnedv kivonat, inkubalas 1 vagy 4
napon keresztil

1 vagy 4 ml eml6s pankreatint tartalmazo vékonybélfolyadék, 2
vagy 4 ora inkubélas

vékonybélfolyadék

200 mg daralt haltap/ zsirtalanitott, liofilizalt lisztkukac + 0,5 ml
desztillalt viz + 0,6/ 1/ 3 ml gyomornedyv kivonat/ szimulalt
gyomorfolyadék

A szimulalt gyomornedvben az emlds pepszin aktivitasa azonos
volt a gyomornedv kivonat pepszin aktivitasaval (6675 U/ml).
Az eml6s pepszint 2,5-6s pH-ju desztillalt vizben oldottuk fel.
optimalisnak kivalasztott emésztési idé

optimalisnak kivalasztott haltartasi hémérséklet

M

precipitacio

SDS-PAGE elemzés

EEE"-E"EE @

kimusz+ 0,8/ 1/ 4 ml vékonybélnedv kivonat/ szimulalt
vékonybélfolyadék

A szimulélt vékonybélfolyadékban az emlds pankreatin tripszin
aktivitasa azonos volt a vékonybélnedv kivonat tripszin
aktivitasaval (57,11 U/ml).

Az emlds pankreatint a kivonashoz hasznalt pufferben (pH=7.8;
Fuchise et al. 2011) oldottuk fell.

optimélisnak kivalasztott emésztési idé

optimélisnak kivalasztott haltartasi hémérséklet

Fehérje fragmentumok

7. abra: Csaposiigér in vitro emésztési modellek
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8. abra: In vitro emésztési modellek inkubatorban torténd kivitelezése

4.2.4.1. In vitro emésztés modellezése csaposiigér eredetli emésztonedvekkel

200 mg tapot 500 ul desztillalt vizzel elegyitettem, majd a halbdl nyert gyomornedvet
adtam az oldathoz (0,6 ml vagy 3 ml). A gyomorszakaszt 1, 2 vagy 3 napos inkubacidval
modelleztem. A gyomoremésztési id6 lejarata utan a halbdl nyert vékonybélnedvet hozzaadtam
az emésztményhez (0,8 ml vagy 4 ml), ezzel elinditottam a vékonybélszakasz 1 vagy 4 napon

Emésztést kovetéen a mintakat centrifugaltam (15 ml-es centrifugacsd, 4100 rpm,
szobahd, 15 perc). A centriugalassal kapott iiledéket (P) és a feliiliszot (FU) precipitaltam
(4.2.5. pontban), majd igy hasznaltam fel 6ket az SDS-PAGE vizsgalatokhoz (4.2.6 pont).

4.2.4.2. In vitro emésztés modellezése sertés eredetti emésztdenzimekkel

200 mg tapot 500 ul desztillalt vizzel elegyitettem, majd a kereskedelmi forgalomban
kaphato, tisztitott, sertés eredetii pepszin-tartalmt (Sigma P7012) szimulalt gyomornedvet
hozzdadtam az oldathoz (1 ml vagy 3 ml). A gyomorszakaszt 2 vagy 4 oras inkubacidval
modelleztem. A gyomoremésztési id6 lejarata utdan a kereskedelmi forgalomban kaphato,
tisztitott, sertés eredetli pankreatin-tartalmt (Sigma P7545) vékonybélnedvet adtam az

emésztményhez (1 ml vagy 4 ml), ezzel elinditottam a vékonybélszakasz 2 vagy 4 oran at tarto

crer
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A gyomornedv €s vékonybélnedv pepszin ¢€s tripszin aktivitasat a 20°-on tenyésztett
halak enzim kivonatdban mért aktivitdsnak megfelelden allitottam be. A gyomornedv esetén a
pepszint 2,5-6s pH-ju desztillalt vizben oldottam fel, mig a vékonybélnedv esetén a Fuchise és
mtsi. (2011) altal leirt puffert (50 mM Tris-HCI, ami tartalmaz 0,5 M NaCl-ot és 20 mM CaCl-
ot (pH 7,8) hasznaltam fel. Emésztést kovetéen a mintdkat centrifugaltam (15 ml-es
centrifugacsd, 4100 rpm, szobahd, 15 perc). A centriugalassal kapott iiledéket (P) és a feliiluszot
(FU) precipitaltam (4.2.5. pontban), majd igy hasznaltam fel &ket az SDS-PAGE
vizsgalatokhoz (4.2.6 pont).

4.2.5. Precipitacio (Wessel, 1984)

A megemésztett mintdkat -70°C-on taroltam, majd szobahdn felengedtem JOket a
precipitacio eldtt.

Az iiledéket (P) és a feliiluszot (FU), kiilon -kiilon precipitaltam a kovetkezé méodon:
2 ml metanol hozzaadasa utan, vortexeltem az oldatokat, majd 2 percig centrifugaltam.
Ezutan 500 upl kloroformot adtam hozza, majd vortexelés utan ismét 2 perc id6tartama
centrifugalast végeztem. Ezt kovetéen 1,5 ml desztillalt vizet adtam az oldathoz, majd
vortexelés utdn ismét 2 percig centrifugdltam. Centrifugalas utdn a fels§ vizes fazist
eltavolitottam, majd 1,5 ml metanolt adagoltam hozza, és ezt kovetd vortexelés utan 5 percig
centrifugéltam. A metanol eltavolitdsa végett szobahdn szaritottam a mintakat.

Minden esetben a centrifugalds paraméterei: 15 ml-es centrifugacsd, 4100 rpm, szobahd.

4.2.6. Natrium-dodecil szulfat gelelektroforézis (SDS-PAGE)

Natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid ~ gélelektroforézis  (SDS-PAGE)  modszert
alkalmaztam az emésztett haltap ¢és alapanyag minta molekulatdmeg szerinti fehérje-
eloszlasanak, igy az anyagok emészthetdségének meghatarozasara.

Erre a célra vertikalis gélelektroforézis rendszert alkalmaztam, mely a 9.abran lathato
(Bio-Rad Mini Protean 3 Cell). BioRad power PAC1000 fesziiltségado késziiléket alkalmazva,
a beallitott paraméterek a kovetkezOk voltak: U= 200 V konstans; [=54 mA, P=11W, futtatés
1d6 =60 perc.

A vertikalis gélelektroforézis soran az akrilamid és biszakrilamid tartalmu futtatogél és a
gyiijtégél koncentracioja 15%, illetve 6% volt (Laemmli, 1970). A mintak higitasat 10% 2-beta-
merkaptoetanolt tartalmazé Laemmli-féle mintaoldd pufferrel (BioRad) végeztem, majd 5

percig forraltam a mintafelvitel el6tt. A gél zsebeibe a mintak felvitele el6tt futtato-puffert
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(0,025M Tris + 0,0035M SDS + 0,193 M Glicin ) pipettaztam. Az elektroforézis befejezése
utan a szeparalt fehérjéket 20 percig fixaltam 20% triklor-ecetsav (TCA) oldatban. A maradék
TCA eltavolitdsdhoz haromszor 10 percig razattam a géleket PAGE-moso/differenciald
oldatban (850 ml desztillalt viz+50 ml 96% ecetsav + 100 ml 96% etanol). Ezutan 10 percig,
25°C-on Coomassie Brilliant Blue R-250 festékoldatban (0,2 g Coomassive Brilliant Blue R-
250 + 10 ml 96% ecetsav+50 ml 96% Etil-alkohol +50 ml desztillalt viz) razattam a gélt , majd
10% ecetsav-oldattal tavolitottam el a hattérben maradt felesleges festéket.

A gélek kiértékelése BIO-RAD Gel Doc 2000 rendszerrel tortént.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. Az enzimtisztitas megfeleldségének bizonyitasa

A rendelkezésemre bocsatott csapdsiigér emésztonedvek esetében ellendrzést végeztem,
hogy a kinyert emésztdnedvek valoban tartalmazzak-e az emésztéenzimeket, azaz megfeleld
volt-e a gyomorbdl, illetve a vékonybélbdl a nedvek tisztitasa. Sertés eredetii tisztitott
enzimekkel hasonlitottam 0Ossze a csaposiigér hal gyomornedvét és vékonybélnedvének

fehérjekészletét SDS-PAGE moddszerrel (9. abra).
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9. dbra: csapodsiigér emészténedvek enzimkészletének dsszehasonlitdsa a tiszitott sertés

eredetll enzimekkel szemben SDS-PAGE modszerrel

Megallapitottam, hogy sikeres volt a kivonasi 1épés, ugyanis a sertés eredetii tisztitott
enzimeknek megfelelé savokban kaptam fehérjemintazatot a halnedvek esetében is. Ezzel
bizonyitottuk, hogy a boncolasi és az alkalmazott kinyerési modszer alkalmas volt nedvekben
talalhato enzimek kinyerésére (enzimkivonat eléallitasara).

Az figyelhetd meg a képen, hogy a halgyomornedvben ¢és a halvékonybélnedvben 1évo
enzimsavok kozott nem nagyon lathato kiilonbség. A gyomorban is megjelennek a pankreatin
enzimek, amelyek koziil a proteinazok a peptidkotések 10 %-at képesek hidrolizalni (Ugolev

& Kuz'mina, 1993). Lipaz és amilaz aktivitasa is kimutathat6 a gyomorban, (Barrington 1957)
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de mivel ezek az enzimek hasnyalmirigy eredeti enzimek ezért valosziniileg a regurgitacio
miatt vannak jelen a gyomorban (Kuz'mina & Golovanova, 2001).

Szamomra az bizonyitott, hogy a hal emésztdnedvekbdl mérhetd lett a pepszin, illetve a
tripszin aktivitas, amelyek meghatarozasa az in vitro emésztési modellek felallitasahoz volt

sziikséges.
5.2. Az in vitro modellek felallitasdhoz sziikséges enzimaktivitasok feltérképezése

A fehérje emészthet6ség standardizalt modellel (Minekus et al., 2014; Brodkorb et al.,
2019) torténd vizsgalata esetén a legfontosabb emésztdenzimek a pepszin és a pankreatikus
tripszin, melyek aktivitasa alapjan az emésztési modellt felallitjak. Azért, hogy az emlds
enzimen alapuld csapdsiigér in vitro emésztési modell minél jobban megkozelithesse a
megcélzott halfajra jellemz6 koriilményeket, megmértem a csaposiigér emészténedv Kivonatok,
valamint a rendelkezésiinkre all6 emlds enzimek pepszin és tripszin aktivitasat 20 és 37°C-on
egyarant.

A protokoll szerint a pepszin aktivitast 37°C-on kell mérni Bér a siigérre nem jellemz6 a
37°C-os testhdmérséklet, ezen a hdmérsékleten is megmértem és dsszehasonlitottam a siigér és
sertés pepszin aktivitasokat. A vizi allatok emésztését modellez6 in vitro protokollok sok
esetben 37°C-ot alkalmaznak (Moyano et al., 2015), annak ellenére, hogy ezekre a
szervezetekre nem jellemzod a 37°C -os testhomérséklet. Bar a magas homérséklet alkalmazasa
élettani szempontbdl nem megalapozott, a reakcié magasabb hdmérsékleten lerovidiil (Moyano
etal., 2015).

Mindemellett a hossza reakcioid6k is, in vitro, gondot okozhatnak, miszerint az
emésztmény befertézOdhet baktériumokkal vagy a reakcidtermékek gatolhatjdk az
emésztéenzimeket (Moyano et al., 2015). Az is hatrany lehet hosszll inkubacids idék esetén,
hogy az enzimek hidrolizaljak 6nmagukat, hiszen statikus in vitro modellek esetén nem
folyamatos az enzim szekrécio, mint ahogy az in vivo, étkezés utan tapasztalhaté (Moyano et
al., 2015).
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5.2.1. A pepszin aktivitas mérés eredményei

Siigér pepszin aktivitasa 20°C-on H A siigér pepszin aktivitasa 37°C-on
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10. abra: Pepszin aktivitds mérés eredményei 20 °C-on és 37 °C-on: csaposiigér gyomornedv

(A, B) és a sertés pepszin esetében (C, D)

A siigér pepszin 20 és 37°C-on is nagyobb aktivitast mutatott, mint az emlés pepszin (10.
abra). Az emlds pepszin (10./C, D abra) és a siigér pepszin (10./A, B) esetén is magasabb
aktivitast mértiink 37°C-on mint 18 vagy 20°C-on. A 18°C-on tenyésztett siigér esetében 37°C-
on torténd mérés soran nagyobb aktivitast (18984 +2408 U/ml) mértiink, mint a 20°C-on
tenyésztett halaknal (10./B é&bra). A sligér pepszin aktivitasa 20°C-on (10./A 4bra)
magasabbnak mutatkozott mint 18°C-os koriilmények kozott (5920+1247 U/ml).
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5.2.2. A tripszin aktivitas mérés eredményei
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11. abra: Eml0s tripszin aktivitds mérés eredménye 20 °C-on

Az eml0s tripszin aktivitasa 20°C-on (11. 4bra) vizsgalva joval kisebb eredményt adott,
mint a 18°C-on (56,11 + 9,43 U/ml) vagy 20°C-on (57,11 £+ 10,6 U/ml) mért stigér tripszin

aktivitasa.
5.3. Asitigér és eml0s in vitro emésztési modell 6sszehasonlitasa

Elsddleges cél az, hogy szamos potencialis taposszetevot €s kész tdpokat Ossze lehessen
hasonlitani. Erre egy standardizalt in vitro modszer megfelel és hasznos lenne.
2011-ben indult el az un. COST INFOGEST FA1005 Akcio ,,Improving health properties of
food by sharing our knowledge on the digestive process” cimmel, amelynek feladata volt
vezetd eurdpai intézetekbdl allo halozat felépitése egy kozos cél: az élelmiszerek emésztése, €s
a tapcsatornaban torténd lebomlasi folyamatok teljes megismerése érdekében. A résztvevok
kiilonb6zé szakmai hattérrel rendelkez6 tudds kollegdkbol  (élelmiszermérndkok,
gasztroenterologusok, taplalkozastudomanyi szakemberek, immunoldgusok, élelmiszeripari
szakemberek...stb.) alltak, igy a téma tobb szemszogbdl is megkozelithetévé valt. A COST 4
éves periodusa alatt megsziiletett szamos in vitro emésztési protokoll 6sszefésiilt valtozata, az
un. harmonizalt protokoll, melyben az eddig ismert el6nydket, hatranyokat figyelembe vették,
valamint a valos koriilményeket a legjobban megkozelitették. Publikalasra is keriilt az
INFOGEST protokoll (Minekus et al., 2014; Brodkorb et al., 2019), amelynek ujdonsaga, hogy
az enzimes bontast a modszer meghatarozott aktivitassal végzi.

Mivel a halak esetében nem sziiletett egységes konszenzus az emésztési modellre
vonatkozoan, igy ebbdl a human emésztésre vontakozd egyezményes protokollbol kiindulva
épitenénk fel a hal emésztési modelleket. Eppen ezért célunk, hogy specifikusan mérjiik a halak

gyomor ¢s béltartalmanak enzimaktivitasat (COST Infogest in vitro human emésztési
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modellezésnek megfeleléen, Brodkorb et al., 2019). A mért aktivitdsoknak ismeretében
Osszeallithatjuk az emlitett két tipusu in vitro emésztési modellt.

A halak esetén még mindig nincs laboratériumok kozotti vizsgéalat az akvakultiraban
alkalmazott in vitro emészthetéségi modszerek elemzésére és standardizalasara (Moyano és
mtsai 2015). Az egyediili publikéacid, melynek célja a kefeszegély membran tisztdsanak és a
lugos foszfataz mennyiségi meghatarozasanak standardizacidja a halakban, és emlitést tesz a
tobbi emésztdenzimrdl is, a Gisbert és mtsai (2018) altal irt tanulmany.

A halak emésztésének modellezése soran kiilonbozo konfiguraciokat alkalmaznak (Moyano és

mtsai 2015). Ezek az 12. abran bemutatott in vitro modszerekbdl és ezek kombinalasabol allnak.

EMESZTORENDSZER

RESZE FOLYAMAT VEGSO TERMEK IN VITRO MODSZER
___________________________________________________ CRRELITICEELLLE el
Szolubilizacio Egyszerii
Gyomor Emulzio . Kimusz digestor
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___________________________________________________ SERRRERRL SRELEEEY
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pilorikus caeca) Lagos hidrolizis digestor digestor
____________________________________________________ r_________ [ ——
‘ | |
1 1
1 1
. Kiforditott
Kozbiilss bél Peptid hidrolizis lleumbeli bél ' v
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12. abra: Az emésztérendszerben véghemené folyamatok és az ezeket modellezé in vitro modszerek kozotti
korrelacio. Moyano és mtsai (2015) 1. abrajanak a forditasa. A pH-drop modszer esetén a pH csokkenését figyelik,
mig a pH-stat alkalmazasa soran NaOH hozzaadasa révén tartjak fenn a konstans pH értéket. A membran reaktorok
esetén eltéré porusméretii (1.000-3.500 Da) dializis membrant alkalmaznak, melyen keresztiil a hidrolizis soran
felszabadulé aminosavak, redukald cukrok vagy asvanyi anyagok tavoznak a rendszerbdl, egy perisztaltikus
pumpa altal biztositott folyamatos aramlasnak kdszonhetden. A kiforditott bél technika soran a bél kiilonb6z6
részeit tartjak fenn oxigénezett Ringer oldatban, hogy a molekuldk mozgasat mérjék a sejt membran barrieren
keresztiil, kiilonbozé koriilmények kozott. A vastagbélbeni fermentacio vizsgalata kiilondsen fontos a novényi
eredeti 6sszetevok vizsgalata esetén (Moyano és mtsai 2015).

A modell kialakitasa soran a megfeleld konfiguracié kivalasztasa mellett fontos, hogy a
f6 miikddési koriilményeket a kivalasztott faj emésztérendszerének megfeleléen valasszuk ki
(Moyano és mtsai 2015). A legfontosabb tényezok, melyeket figyelembe kell venni: az enzimek
tipusa, forrasa €s mennyisége, a pH, a hdmérséklet és a reakcio id6 (Moyano és mtsai 2015).
A legtobb vizsgalat mely a vizi allatok in vitro emésztését modellezte, az emésztérendszer

kiilonboz6 részeibdl kinyert enzim kivonatokat hasznalt (Moyano és mtsai 2015). Bizonyos
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esetekben, a teljes szervezetet vagy ennek a digestajat hasznaltak fel enzim forrasként (Moyano
¢s mtsai 2015). A tanulmanyok nagy része emlés vagy baktérium eredetli kereskedelmi
forgalomban kaphat6 enzimet hasznal, és szdmos publikacié hasonlitotta ssze a két forrdsbol
szarmazd enzimekkel kapott eredményt (Moyano és mtsai 2015). Tobb kutatocsoport is
bizonyitotta, hogy a hal emésztéenzimek, kiilondsen a protedzok a tobbi gerincestdl eltérd
tulajdonsadgokkal rendelkeznek, fOleg a szubsztratokkal szembeni affinitasra, a
reakcidsebességre, a homérséklet optimumra és az inhibitorokkal szembeni érzékenységre
vonatkozdan (Moyano és mtsai 2015). Ezért az adott fajbdl szarmazo emészté enzim kivonatok
hasznalata a bioldgiai elérhetdség sokkal pontosabb becslését teszi lehetové (Moyano €s mtsai
2015). A kutatok altal alkalmazott enzim mennyiség jelentés mértékben valtozik és a legtobb
esetben az enzim-szubsztrat arany nincs egyértelmiien megadva és élettani szempontbol
alatdmasztva (Moyano és mtsai 2015).

A mérésekhez kivalasztott pH altalaban 2 vagy 3 a savas fazis soran; és 7,5-9 a lugos szakasz
alatt (Moyano és mtsai 2015). A 7,5-9 kozotti pH értékek lehet, hogy nem tiikrozik a legtobb
faj emésztérendszerére jellemzo koriilményt (Moyano és mtsai 2015). A savas fazist alkalmazo
modellek esetén a 2-es pH meglehetdsen tavol all a valos koriilményektdl, mivel a halak
gyomraban a pH dltaldban joval magasabb, és ez egyértelmiien befolyasolja a pepszin
miikodését és ez altal a végeredményt (Moyano és mtsai 2015).

Az emésztés soran a mintat altalaban 15-25 °C kozott inkubaljak, de szamos esetben az
emldsokre jellemzé homérsékletet (37 °C) alkalmazzak (Moyano és mtsai 2015). A 40 vagy 45
°C-os hémérséklet hasznalata nem szamottevé (Moyano és mtsai 2015). A mérések id6tartama
szintén valtozékony, 5-15 perctdl 12, s6t akar 24 6rdig terjedhet; de a legtobb esetben kevesebb,
mint 3-4 6ra (Moyano és mtsai 2015). A 15 °C-nak élettani alapja van, mivel hasonlit a legtobb
vizi szervezet testhOmérsékletére, de az alkalmazasa nagyon lassu reakcidt eredményezhet
(Moyano és mtsai 2015). A magas hdmérséklet hasznalata élettanilag nem megalapozott, de
lehetévé teszi, hogy az eredményeket hamarabb megkapjak (Moyano és mtsai 2015). Ezt
figyelembe véve, a modellek soran alkalmazott reakcid 1d6, a szignifikdns és megbizhato
eredményekre vald igény, valamint a laboratoriumi koriilmények kozotti megvalosithatosag
kozotti kompromisszum kovetkezményének tlinik és magas valtozékonysagot mutat: 10 perctdl
(pH-drop modszer) 24 oraig (egyszerii digestorok) terjedhet (Moyano és mtsai 2015). A
rovidnek bizonyul6 reakcio idok a zart, kis reaktorokon alapulé modellek korlatait fedik fel,
mig a hosszu ideig tartd inkubaci6 esetén a baktérium szennyezés, a reakcid termékek miatti

telitettség és az enzimek autohidrolizise befolyasolhatja az eredményt (Moyano és mtsai 2015).

33



Moyano ¢s mtsai (2015) szerint a funkciondlis gyomorral rendelkezé halfajok esetén a
gasztrikus fazist is modellezni kell.

Thongprajukaew és mtsai (2013) Clarias batrachus (békaharcsa) vékonybeléb6l vontak
ki az emésztéenzimeket. A kivonatot az in vitro szénhidrat emészthetéségének vizsgalatara
hasznaltak. Az amildz aktivitast mérték, a Clarias batrachus esetén 1000 U-ot alkalmaztak. A
reakcio 25 °C-on, 24 6ran keresztiil zajlott.

Thongprajukaew és mtsai (2015) Clarias macrocephalus (szélesfejii harcsa)
enzimkivonattal fehérje ¢és szénhidrat in vitro emészthetoséget vizsgaltak. A Clarias
macrocephalus esetén 100 U tripszint és 1000 U amilazt hasznaltak. A reakcio 25 °C-on, 24
oran keresztiil zajlott.

Leaner és Mason (2002) a metilhigany biologiai hozzaférhetéségét vizsgaltak az Ictalurus
punctatus (pettyes harcsa vagy csatorna harcsa) gyomor- és bélnedveiben. Az enzim aktivitasrol
nem szamolnak be, az emésztés sordn a mintat szobahdn inkubaltadk. A gyomor szakasz soran
a pH 1-2 ko6zott mozgott, a bélnedvek hozzaadasat kovetden felment 8-ra. A gyomor szakasz
modellezése 0,5, valamint 3 6ran keresztiil zajlott. A vékonybélnedvet olyan kimuszhoz adtak,
melyek esetén a gasztrikus szakasz 3 6rds volt; majd 1 vagy 2 6ran keresztiil modellezték a
vékonybél fazist.

Maitra és mtsai (2007) a proteaz inhibitoroknak a Labeo rohita (rohu) emésztéenzimeire
kifejtett hatasat vizsgaltak. A L. rohita gyomor nélkiili pontyféle. Az emésztéenzimeket a bél
ellils6- kozépso részébdl vontak ki. A kivonatnak megmérték az 9sszes protedz €s a tripszin
aktivitasat.

Voros és mtsai (1997) a Hypophthalmichthys molitrix (fehér busa) altali fitoplankton
emésztést tanulmanyoztak in vitro kisérletekkel. A bélnedveket a bél elsé 30 cm-ébdl gytijtotték
Ossze. Az enzim aktivitast nem jellemezték. A pH-t nem adjak meg. A bélnedv fitoplankton
elegyet 25 °C-on inkubaltak 0, 2, 4, 8, 15, 30 60 és 120 percen keresztiil.

Sharma és mtsai (2016) 20 ndvényi Gsszetevé in vitro emészthetoségét vizsgaltak a pH-
stat modszerrel a Labeo rohita és a Cyprinus carpio (ponty) esetén. Az emésztdenzim kivonatot
a halak emésztérendszerébdl €s a vele tarsuldo mirigyekbdl készitették el. Megmérték az 6ssz
proteaz aktivitast, valamint a tripszin és kimotripszin aktivitast. 10 g szubsztrathoz 200 pl
(0,250 U mg fehérje) nyers enzim kivonatot adtak. A kisérletet 25 °C-on végezték el, a pH-t
8-as értéken tartottak. Ugyanazon Osszetevo esetén faj-specifikus emészthetéséget mutattak ki.

Kumar és mtsai (2007) a pontyfélék csaladjaba tartozo 3 faj, a Catla catla, a Labeo rohita
és a Hypophthalmichthys molitrix emésztd proteazainak a tulajdonsagait €s a hatékonysagat

vizsgaltak. A harom fajbol szdrmazé enzim készitménnyel pH stat hidrolizist hajtottak végre
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négy kiilonb6zé fehérjeforrdson. Az enzim kivonatot a teljes emésztérendszerbdl (a
hepatopancreast is beleértve) készitették. Osszes protedz, tripszin és kimotripszin aktivitdst
mértek. 0,08 g fehérje tartalmu szubsztrathoz 0,25 U protedz aktivitasi enzim kivonatot adtak,
a pH-t 8-as értéken tartottak 1 oran keresztiil 27 °C-on.

Eid és Matty (1989) Cyprinus carpio bélkivonattal vizsgaltak kiilonb6z6 fehérje forrasok
emészthetdségét. A bél kivonat teljes proteaz aktivitasat mérték. A reakciot 2985 BAEE egység
(0.399 azocasein egység) teljes bélkivonattal, 37°C-on 24 o6ran keresztiil hajtottak végre. A
kiindulési pH érték 9,5 volt, ami gyorsan lecsokkent a reakcio kezdetekor: 7,5 és 8,2 kozotti
értékre a vizsgalt mintatol fliggden.

Grabner és Hofer (1985) fehérjék in vitro emészthetdségét vizsgaltak Cyprinus carpio
(ponty) bél kivonattal. A proteaz aktivitas 370 U'ml? volt. A reakci6 6,75-6s pH-n, 23 °C-on,
5 o6rén keresztiil zajlott.

Yasumaru és Lemos (2014) szivarvanyos pisztrangra (Oncorhynchus mykiss),
Rachycentron canadum-ra, és nilusi tilapiara (Oreochromis niloticus) vonatkoz6 faj specifikus,
pH-stat alapu in vitro fehérje emésztést mutatnak be. A faj specifikus enzim kivonatok
hidrolitikus képességét tisztitott fehérje szubsztratumok (hemoglobin a gyomor esetén és kazein
a pilorikus caeca/bél esetén) hidrolizisének mérésével (pH-stat modszer) standardizaltak.
Yasumaru és Lemos (2014) szerint a leggyakrabban a fajspecifikus emésztéenzim kivonatokat
a tripszin vagy kimotripszin vagy Osszes lugos protedz aktivitas alapjan standardizaljék,
példakat is hoznak fel ilyen publikaciokra.

Carter és mtsai (1999) tisztitott kereskedelmi forgalomban kaphatd, valamint atlanti
lazachol vagy déli kékuszoju tonhalbol nyert enzimekkel mért in vitro emészthetdség mérések
eredményeit hasonlitottdk dssze. A nyers enzim kivonatok tripszin aktivitasat az
a-N-benzoil-D,L-arginin-p-nitroanilid alapi (BAPNA) modszerrel mérték és az enzim
oldatokat ez alapjan standardizaltak.

Annak ellenére, hogy az in vivo vizsgalatok élettani pontossagat az in vitro modellek nem
érhetik el, az in vitro hal emésztési protokollok fontos eszkozei Ilehetnek a
takarmanyfejlesztésnek. Az interindividudlis variabilitdsnak és azoknak a kornyezeti
tényezoknek koszonhetden, melyek az emésztést befolyasoljak, az in vitro emésztés
reprodukalhat6sdga nemcsak nagyobb, mint az allatkisérleteké, de konnyebben is értelmezhetd.
Ugyanakkor az in vitro modellekkel végzett vizsgalatok, altalaban gyorsabbak, mint az in vivo

kisérletek, lehetdveé téve az allatkisérletekben vizsgalt mintak elézetes szlirését (csokkentését).
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5.3.1. A haltap csaposiigér enzimkivonatokkal torténd in vitro emésztése

A megetetett halakat oranként levagtak a Debreceni Egyetem kutatéi, hogy
megvizsgaljak a tdp mikor halad 4t a gyomorba, majd a gyomorbdl a vékonybélbe. A cél az
volt, hogy mind a gyomorban, mind a vékonybélben taldljanak tapot, hogy ezzel biztositva
legyen az enzimtermel6dés az emésztérendszerben, igy az enzimaktivitas mérés lehetdsége.
Azt tapasztaltak, hogy a tap tobb o0ras emésztés utan is a gyomorban, illetve a vékonybélben
maradt, nem tortént teljes kiliriilés a vizsgalati id6 alatt. Az emésztOrendszerben torténd
athaladas soran a lemért gyomor és vékonybéltartalmi adatok nagyon szortak, ami a nagy
interindividuélis variabilitasra utal. Eppen ezért jelenthetjiik ki, hogy nagyon nehéz az in vivo
koriilményeket megfelel6 modon leutanozni. A vizsgalat itt 24 o6ran keresztiil zajlott, erre volt
lehet6ség, de az eredmények alapjan az a kovetkeztetés vonhato le, hogy tobb napig is emészti
a hal a tapot.

Ugyanakkor Griffiths (1976) kutatasaban a Gobiomorphus eotidianus-al taplalt, 17 °C-
on tartott csaposiigerek (348 mm-405 mm,) esetében arra a kovetkeztetésre jutott, hogy 16 ora
alatt az elfogyasztott taplalék 88 %-a kiiiriilt a halak szervezetébdl. Tapasztalatai alapjan a
taplalék felvétel utani par 6raban hagyta el a legtobb taplalék a gyomrot, az athaladé mennyiség
exponencialisan csokkent. Arrdl is beszamolt, hogy az éheztetett halak emésztése lassabb,
mivel ilyenkor az emésztéenzimek mennyisége lecsokken.

Schneider (1973) értekezése is hasonld eredményeket kozol. Vizsgalataban a halak
emésztését tobb homérsékleten (7,8; 14,4; 22,2; 27,2 °C) és kiilonb6zé méretii (9,7; 28,2; 49,1,
105,8 g) siigerekkel vizsgalta. Taplalékként a tlizcselle (Pimephales promelas) halfajt
alkalmazta. Az eredményei alapjan elmondhat6, hogy a nagyobb egyedek tobb tapot voltak
képesek megemészteni adott id6 alatt, mint a kisebb példanyok, ez a kapcsolat linearisnak
mutatkozott. A halak a tomegiik 2,1 %-nak megfelel6 taplalékot kaptak. 7,8 °C-os koriilmények
kozott a teljes emésztéshez nagyjabol 72 6ra volt sziikséges a halak méretétdl fliggetlentil. 14,4
°C-on ez az id6tartam 24 orara redukalddott, mig 27, 2 °C mellett kevesebb mint 10 6ra volt.
Ezen kutatasok alapjan a hdmérsékelt nagyban befolyasolja az emésztés sebességét.

A tobb napig tartd emésztést probaltam elémodellezni, hogy meg tudjam becsiilni mennyi
1d6 alatt €s milyen mindségben emésztddik le a tap. Ebben az az ijdonsag, hogy a tapot a halbol
kinyert emésztdenzimekkel emésztettem le, és kiilonboz6 idOket probaltam bedllitani az
emésztési id6 megallapitasara.

A haltapot halenzimekkel in vitro 20°C-on emésztettiik meg, ahol a hal pepszin aktivitasa

6675 U/ml; a hal pankreatikus tripszin aktivitasa: 57,11 U/ml volt.
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Wang et al., (2021) ajanlasa alapjan 0,6 ml gyomornedvet, és 0,8 ml vékonybélnedvet
alkalmaztam a modellezéskor, a siigérbdl kimosott higitott gyomornedvekkel.

Azonban ahhoz, hogy az in vivo koriilményeket kelloképp reprodukaljuk, in vitro a nagyobb
enzimmennyiség hatasat is vizsgaltam. A higitott nedvekkel felallitottam egy olyan in vitro
modellt is, ahol a végtérfogat 3 ml volt gyomortartalomnal, a vékonybél tartalomnal pedig 4
ml. Ez a Wang cikke alapjan javasolt ml-nyi mennyiség 5x -ének felel meg (ugyanannyi
szubsztrathoz 5x annyi enzimet adtunk) igy a szubsztrat és az enzim talalkozasanak nagyobb
esélyt josoltam.

A gyomor szakasz modellezése 2 napos volt, a vékonybélben vald emésztést pedig 1 vagy 4
napos inkubacid esetén vizsgaltam.

Az in vitro emésztés utan SDS-PAGE modszerrel vizsgaltam az emésztés hatékonysagat a

precipitacio utan kapott tap-pelleten (P) (14.abra).
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13. abra: Stigértap siigér enzimkivonatokkal torténd in vitro emésztése, a tapfehérjék
1: Mw bomlasanak vizsgalata SDS-PAGE-val
2: siigértap
3: Siigér tap (P), 0,6 ml gyomornedv (2nap)
4: Stiigér tap (P), 0,6 ml gyomornedv (2nap) +0,8 ml vékonybélnedv (1nap)
5: Stigér tap (P), 0,6 ml gyomor (2nap) +0,8 ml vékonybélnedv (4 nap)
6: Stigér tap (P), 3 ml gyomor (2nap) +4 ml vékonybélnedv (4 nap)

A 14. abran jol lathato, hogy minden in vitro modell-rendszer esetében a tap fehérjéi

bomadldsnak indultak. Azonban itt is rovid volt az id6, latszik, hogy nem tudott teljesen
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lebomlani a fehérje. A 37 kDa feletti fehérjesavok tobbsége eltlint, vagy vesztett intenzitasabol,
a 22 kDa kortil 1athato erés fehérjesav pedig teljesen lebomlott. Az emésztés hatasara a 15 kDa
alatt megjelend diffuz zonadk a lebomlott peptidek jelenlétére utalnak. A tapban két erds
fehérjesav azonban az emésztés hatdsara sem vesztett intenzitasabol, azaz nem bomlott le.

Az abran az is lathato, hogy a nagyobb enzimmennyiség hasznélata esetében valdban a fehérje-
szubsztrahoz jobban hozzakapcsolddhatott az enzim, és erésebb bomlést eredményezett.
Azonban meg kell jegyezni azt is, hogy csak etetett halakbol tudtuk kivonni az emészténedven
keresztiil az enzimeket. Az igy kapott kivonatnak viszont igy az az hatranya, hogy benne van a

tap is, ami a gélen megjelenhet.
5.3.2. A haltap sertés pepszinnel s sertés pankreatinnal torténd in vifro emésztése

A kereskedelmi forgalomban kaphato tisztitott enzimekkel (pl. sertés eredetil) 6sszerakott
in vitro modell alkalmazasa révén csokkenthetjiilk a kisérleti célra felhasznalhato halak
mennyiségét. Ez egy ellendrzott, reprodukélhatd (nincsenek inter-individualis kiilonbségek)
moédja lehet a haltdpok emészthetdségének ¢€s mindségének jellemzésére eldzetes
tajékozodasként.

Az eml6s enzim teljesen mas tipusu, mint a hal enzim. Mivel a kereskedelemben nem
kaphat6 hal emésztéenzim ezért halbol kell kozvetlentil kinyerni. Tobb tanulmény vizsgalta a
halakbol kinyert, valamint az emlés enzimeket és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a halak
kivonatabol szdrmazé protedzok nagyobb foku hidrolizisre képesek, mint az emldsok enzimjei.
Az emldsok emésztéenzimei a halakhoz képest érzékenyebbek az inhibitorok jelenlétére
(Moyano et al. 2015). Tobb kutatas szerint az in vitro emészthetoségi vizsgalat elvégzése
fajspecifikus emésztdenzim-kivonatokkal lehetévé teszi az in vivo koriilményekkel valod
Osszehasonlitast (Wang et al. 2021). Wang et al., (2021) kijelentése ellenére, sok olyan ijabb
cikk van, melyekben emlés enzimekkel modellezték a hal emésztést. Ilyenek példaul: Arndt et
al., (2015); Silva et al., (2020); Yu et al., (2022); Tibbetts & Patelakis, (2022); Oldham et al.,
(2023).

Ezenkiviil, olyan okbol kifolyolag is alkalmazzak, hogy kereskedelmi forgalomban nem
elérheto a hal enzim, valamint azért is, mert a halenzimeket nehéz kitisztitani.

Mivel Wang és munkatarsai (2021) szerint az emlds enzimek és hal enzimek k6zott kiilonbség
van, megvizsgaltam, hogy ez mennyire igaz. Emiatt -akarcsak a halas enzimkészlet esetén-
most is a tap emészthetdségét eldszor rovidebb iddperiddusban emésztettem (2 éra vagy 4 ora)
(nem feltételeztem, hogy a hal enzimkészlettel kapott eredmények megalapozhatjak az emlds

enzimeket alapuld stigér in vitro modellt).
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Sertés pepszint és sertés pankreatint hasznaltam a stigértap in vitro emésztéséhez. A
pepszin aktivitast és a pankreatikus tripszin aktivitast a 20°C-on tartott csapostigér halak mért
aktivitasanak megfelelden allitottam be (pepszin aktivitds: 6675 U/ml; a hal pankreatikus
tripszin aktivitas: 57,11 U/ml). Az emésztést 20°C-on végzetem. Ezzel szemben vannak olyan
kutatok is, akik az emésztést 37°C-on végzik, arra hivatkozva, hogy a nagyon lassti emésztés
soran elszaporodhatnak a baktériumok és az enzimek is inaktivalhatjdk sajat magukat

(proteazok lebontjak magukat és egymast).
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14. abra: Tap in vitro emésztése sertés pepszinnel és sertés pankreatinnal. A tapfehérjék
bomlasanak vizsgalata -SDS-PAGE-val -az emésztmény iiledékében (A) és feliiluszoban (B)
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Mw

:tap

: tap, 3 ml gyomornedv, 2 6ras gyomor szakasz

. tap, 3 ml gyomornedyv, 4 6ras gyomor szakasz

: tap, 1 ml gyomornedyv, 2 6ras gyomor szakasz

. tap, 1 ml gyomornedyv, 4 6ras gyomor szakasz

- tap, 3 ml gyomornedv, 4 6ras gyomor szakasz, 4 ml vékonybélnedv, 2 éra vékonybél szakasz
' tap, 3 ml gyomornedv, 4 6ras gyomor szakasz, 4 ml vékonybélnedv, 4 6ra vékonybél szakasz
' tap, 3 ml gyomornedyv, 4 6ras gyomor szakasz, 1 ml vékonybélnedv, 2 6ra vékonybél szakasz
10: tap, 3 ml gyomornedv, 4 6rds gyomor szakasz, 1 ml vékonybélnedv, 4 o6ra vékonybél
szakasz

11: pepszin

12: pepszin + pankreatin

A 15./A. abran jol lathato, hogy minden in vitro emésztési modell beallitas esetében a tap kisebb
mértékli bomlasa megtortént. Az emésztett tap fehérjesdvjaindl a kiindulasi tdphoz képest
intenzitascsokkenés tapasztalhat6. Azonban megallapithatd, hogy a kisérleti emésztési id6 nem
volt elegendd a tap teljes megemésztéséhez. A 7-10. savokban talalhaté mintak esetében a
gyomorfazist vékonybélfazis kovette. Ez esetben az emésztés erdteljesebb, amit bizonyitanak a

10 kDa alatt megjelend difftiz sdvokban rejlé lebomlott peptidek.

A 15./B abran az emésztés utan, a minta centrifugalasaval kapott feliiliszok lathatéak. A 3-6-
os oszlopokban az elhuzodo fehérjesav a pepszin jelenlétét feltételezi, mig a 15 kDa koriili és
alatti savok néhany feliiluszoba atmosodott peptidfehérjére utalnak. A 7-10 oszlopokban a
pankreatin enzimkészlete lathatd, valamint az als6 diffuz sdvok az atmosddott lebomld

peptidfehérjéket is tartalmazzak.

Tovabbi kisérleti beallitasok elvégzésére még sziikség lesz a jovoben.
5.3.3. A lisztkukac emlds pepszinnel torténd in vitro emésztése

Mivel bizonyitottam, hogy a tap sertés enzimekkel torténé emésztése hasonld
eredményeket adott csaposiigér emésztonedv kivonatokkal végzett modellhez, a tovabbiakban
a takarmany alapanyagok emésztését is (pl. lisztkukac) sertés eredetii enzimekkel modelleztem.
A teljes modellvizsgalatnal fontos az elsd 1épés, a gyomorszakasz szimulalasanak beallitasa,
igy jelen kutatdisomban ennek a modellezésére fektettem most hangsulyt.

A halliszt a haltap legjobb fehérjeforrasa, de draga, és Okologiai és gazdasagi
szempontbol egyre nehezebb hozzaférni. A lisztkukac alkalmas lenne felvaltani a halliszt egy

részEt, mivel konnyen fenntarthatd, konnyen eldallithato.

40



Sertés pepszint és sertés pankreatint hasznaltam a lisztkukac in vitro emésztéséhez. A
pepszin aktivitast és a pankreatikus tripszin aktivitast a 20°C-on tartott csaposiigér halak mért
aktivitdsanak megfelelden allitottam be (pepszin aktivitds: 6675 U/ml; a hal pankreatikus
tripszin aktivitas: 57,11 U/ml). A gyomorban zajlé emésztést 20°C-on végzetem, 2 ords vagy 4
oras inkubacios idével
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15. abra: Lisztkukac in vitro emésztése sertés pepszinnel

A bomlas vizsgalata -SDS-PAGE.val -az emésztmény iiledékében (A) és feliiliszoban (B)

- Mw

: Kicsi, nem zsirtalanitott lisztkukac

: 3 ml gyomornedyv, 2 6ras gyomor szakasz, iiledék

: 3 ml gyomornedyv, 4 6ras gyomor szakasz, iiledék

: 1 ml gyomornedv, 2 6ras gyomor szakasz, tiledék

: 1 ml gyomornedyv, 4 6ras gyomor szakasz, iiledék

: 3 ml gyomornedv, 2 6ras gyomor szakasz, feliiliszo

: 3 ml gyomornedyv, 4 6ras gyomor szakasz, feliiliszo

: 1 ml gyomornedv, 2 6ras gyomor szakasz, feliiliszo

10: 1 ml gyomornedv, 4 6ras gyomor szakasz, feliiliszo

11: pepszin

O 01N N WN P

A 16. abran lathato, hogy a lisztkukac a gyomor fazisban, a jelen beallitott paraméterekkel
kivitelezve, nem mutatott bomlast: a kiindulasi lisztkukac liszthez képest az emésztett

lisztkukac lisztek fehérje-eloszlasai nem kiilonboztek egymastol.

A feliiliszoban 1évé fehérjék eloszlasa hasonld az tiledékben 1év6 fehérje-spetkrumhoz, itt

valosziniileg a centrifugalési 1€pés nem volt megfeleld.
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6. Osszefoglalas

Az akvakultira novekedése az elmult évtizedekben szamottevd volt, ez a tendencia a
jelenlegi folyamatok mellett nem fenntarthato. A halgazdasagokban hasznalt tapok nagyrészt
hallisztbdl késziilnek, ami gazdasagi €és természetvédelmi szempontbol is eldnytelen. Ezért az
alternativ haltapok kifejlesztése komoly elonydkkel jarhat.

Nagyon fontos 1épés lenne az akvakulturas takarmanyok fejlesztésében, ha a szamos potencialis
tapOsszetevot és kész tapokat dssze lehetne hasonlitani. Erre egy standardizalt in vitro modszer
megfeleld és hasznos lenne.

A halak esetén még mindig nincs laboratoriumok kozotti vizsgalat az akvakultaraban
alkalmazott in vitro emészthetdségi modszerek elemzésére és standardizalasara
Kutatasom soran bizonyitottam, hogy a hal emésztonedvekbol mérhetd a pepszin, illetve a
tripszin aktivitds, amelyek meghatarozasa az in vitro emésztési modellek felallitasahoz
elengedhetetlenek.

A siigérbdl kivont enzimekkel és a sertés enzimekkel a kereskedelmi haltap in vitro
emésztése sikeresnek bizonyult. A fehérjék bomlasa kimutathat6 volt SDS-PAGE modszerrel.
Ebbdl kifolyolag lisztkukac emészthetdségét emlés enzimekkel modelleztem. A pepszin
aktivitast és a pankreatikus tripszin aktivitast a 20°C-on tartott csapdsiigérnél mért aktivitasanak
megfelelden allitottam be. A lisztkukac esetében az SDS-PAGE modszer azonban nem mutatott
fehérje bomlast. Ahhoz, hogy a csapdsiigér emésztését emlds enzimekkel modellezziik, tovabbi
vizsgalatokra lesz sziikség.

Tovabbi kutatasi cél lehet a halakbol kivont gyomor és bélnedvek liofilizalasa, amivel
koncentraltabb enzimkivonatot nyerhetnénk, igy nem higulna ki az emésztmény az in vitro
modellnél. Masik lehetdség az emésztonedv kivonatokbol az egyedi enzimek kitisztitasa.
Vizsgalni szeretném tovabbi rovarlisztek emészthetdségét, valamint a tapok {6 alkotoelemeének:

a hallisztnek az emészthetdségét, ezenkiviil a rovarlisztekkel kevert tapok emészthetdségét.
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és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédell €s

- nem titkositott dolgozat a vedést kovetden

- titkositasra engedélvezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvénosan elérhet6 es kereshet6 lesz az Egyetem kdnyviari repozitori rendszerében.

Kelt: 2023.11.06.
/%/

Hallgat6 alairdsa




NYILATKOZAT

Magyar Levente Karoly (IQ35Q6) konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a szakdolgozatot
attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kdvetelményeirdl, jogi és
etikai szabdlyairol tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zarévizsgdn térténd védésre javaslom / nem javaslom?.
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?
L
Kelt:

belsé konzulens

* A megfeleld alahtzando.
2 A megfeleld aldhuzando.
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