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SAZETAK

UCINAK  STANDARDIZIRANOG EKSTRAKTA PUMBIRA (ZINGIBER
OFFICINALE ROSCOE) NA MIKROBIOM, MORFOLOGIJU CRIJEVA,
ANTIOKSIDACIJSKI STATUS I PROIZVODNE REZULTATE TOVNIH PILICA

Desetlje¢a koriStenja antibiotskih promotora rasta (APR) poljuljala su povjerenje
javnosti u sigurnost proizvoda Zivotinjskog podrijetla te pojacali zabrinutost zbog njihovog
Stetnog djelovanja na imunost i zdravlje ljudi. U¢inak APR-a na mikrobiom crijeva pogoduje
razvoju korisnih mikroorganizama koji pospjesuju probavu i apsorpciju hrane, a posljedi¢no
djeluju i na opskrbu hranjivim tvarima potrebnim za proizvodnju. Medutim, dugoro¢no
koriStenje antibiotika u subterapijskim dozama dovelo je do pojave rezistentnih sojeva bakterija
koje predstavljaju prijetnju zdravlju zZivotinja i ljudi.

Intenzivan uzgoj peradi izlaze Zivotinje razli¢itim stresnim situacijama tijekom njihovog
proizvodnog ciklusa. Perad je izloZena stresu odmah nakon valjenja kada njen nepotpuno
razvijeni probavni sustav prvi puta dolazi u dodir s mikroorganizmima hrane i okolisa. Pile je
u tom razdoblju zivota vrlo podlozno invaziji patogenih mikroorganizama, a velika je i
mogucénost pojave neke od zaraznih bolesti koje se brzo $ire jer su sve Zivotinje u neposrednom
kontaktu. Probavni sustav je vjerojatno najvazniji organ u zivotinji jer predstavlja direktno
sucelje s okolinom. Odrzavanje zdravlja probavnog sustava izuzetno je vazno i slozeno. Ono
se oslanja se na osjetljivu ravnotezu izmedu prehrane, mikropopulacije i sluznice, ukljucujuéi
probavni epitel i sloj sluzi koji se na njoj nalazi. Epitelne stanice crijeva takoder su posljednja
linija obrane tijela od patogenih bakterija i toksina koji stizu hranom ili vodom. Sastojci hrane,
kao 1 toksini 1 mikroorganizmi, ¢esto oStec¢uju strukturu gastrointestinalnog trakta. To dovodi
do razli¢itih problema s crijevnim bolestima koji se manifestiraju u obliku malapsorpcije
hranjivih tvari, proljeva i povecanog rizika od infekcije.

Suvremeni trendovi u proizvodnji zivotinja nastoje minimizirati ili zabraniti uporabu
antibiotika zbog njihovih Stetnih nuspojava na zivotinjama i ljudima. Posljednjih godina sve su
¢eSce inicijative koje kao cilj imaju smanjenje koriStenja antibiotika u terapijske svrhe kako bi
se §to duze sacuvali kao uc¢inkovito sredstvo borbe protiv bakterijskih infekcija. Sukladno tome
postoji sve veci interes za razvijanje dugoro¢no odrzivih pripravaka koji bi bili u¢inkoviti u
odrzavanju visoke proizvodnosti i zastiti zdravlja Zivotinja te ne bi imali Stetan uc¢inak u vidu

bakterijske rezistencije i utjecaja na okolis.



bumbir (Zingiber officinale Roscoe) je dobro poznata biljka koja se koristi kao dodatak
prehrani za ublazavanje odredenih bolesti u tradicionalnoj medicini. Dosada$nja istrazivanja o
ucinkovitosti dumbira kao nutritivnog dodatka za perad variraju ali postoje indikacije da moze
potaknuti intenzivniji rast, poboljSati funkciju crijeva i oksidativni status peradi. Medutim,
doziranje, nacin aplikacije te ekstrakcijske procese treba standardizirati kako bi mogli biti
sigurni u njegovu ucinkovitost. Trenutne spoznaje 0 ucinkovitosti dumbira kao nutritivnog
dodatka za perad su neujednacena zbog velike varijabilnosti medu koristenim pripravcima.
Velik broj 1 razli¢ite koncentracije aktivnih spojeva u dumbiru (gingeroli, shogaoli, gingerdioli
i gingerdioni) otezavaju objektivnu usporedbu testiranih dodataka i njihovu djelotvornost. U
nasem istrazivanju ¢e se po prvi puta koristiti standardizirani oblik ekstrakta dumbira s kemijski
definiranim sastavom koji ¢e omoguciti objektivnije testiranje.

U okviru ovog istrazivanja procijenjen je ucinak tri doze ekstrakta dumbira (2.5, 51 10
g/kg hrane) na ukupno dvije stotine Ross 308 tovnih pili¢a u dobi od 1 do 42 dana starosti.
Tijekom pokusa praceni su proizvodni rezultati, biokemijski i hematoloski parametri,
antioksidacijski status te mikrobiom i morfometrija crijeva. Dodatak ekstrakta dumbira u
najnizoj i najvisoj dozi djelovao je negativno na zavr$ne mase dok je u najvisoj dozi djelovao
negativno i na intenzitet rasta pili¢a u tovu. Poveéanje doze pripravka imalo je negativan ucinak
na konzumaciju hrane tovnih pilic¢a, a skupina koja je dobivala najvisu dozu je ostvarila i najvisi
mortalitet. S druge strane, dodatak ekstrakta dumbira u dozi od 5g/kg hrane pozitivno je
djelovao na iskoristavanje hrane. Testirani pripravak nije negativno utjecao na raznolikosti i
bogatstvo bakterijskih rodova u ileumu brojlera. Sve pokusne skupine, a pogotovo u dozi od 5
g/kg hrane, znacajno su doprinijele odrzavanju poZeljne ravnoteze crijevnih bakterija na razini
koljena i roda. Dodatak ekstrakta dumbira u dozi od 5 g/kg hrane pozitivno je utjecao na
morfometrijske parametre segmenata tankog crijeva te nije detektiran negativan uc¢inak na
pojavnost patoloskih promjena na tkivu jetre. Pripravak dumbira je ve¢im dijelom poboljsao
antioksidacijski status tovnih pilica u intenzivnom uzgoju. Uzevsi u obzir sve promatrane
parametre ovog istrazivanja skloni smo zakljuciti da je doza ekstrakta dumbira od 5 g/kg hrane
ostvarila najbolje rezultate te bi stoga mogla biti od koristi peradarskoj industriji u poboljsanju

ucinkovitosti i odrzivosti proizvodnje pile¢eg mesa.

Kljuéne rijeci: ekstrakt dumbira, mikrobiom, morfologija crijeva, antioksidacijski status,

proizvodnost, tovni pili¢



EXTENDED SUMMARY

EFFECTS OF STANDARDIZED GINGER (ZINGIBER OFFICINALE ROSCOE)
EXTRACT ON MICROBIOME, GUT MORPHOLOGY, ANTIOXIDATIVE STATUS
AND GROWTH PERFORMANCE IN BROILER CHICKENS

Objectives: Decades of use of antibiotic growth promoters (AGP) have shaken public
confidence in the safety of products of animal origin and heightened concerns about their
harmful effects on immunity and human health. The effect of AGP on the microbiome of the
intestine favors the development of beneficial microorganisms that promote digestion and
absorption of feed, and consequently act on the supply of nutrients necessary for production.
However, the long-term use of antibiotics in subtherapeutic doses has led to the emergence of
resistant strains of bacteria that pose a threat to animal and human health. Intensive poultry
production exposes animals to various stressful situations during their life cycle. Poultry is
exposed to stress immediately after hatching when its immature digestive system first comes
into contact with feed and microorganisms. Chickens are very susceptible to the infection from
pathogenic microorganisms during this period of life so the possibility of rapidly spreading
infectious diseases is high. The digestive system is probably the most important organ in an
animal because it represents a direct interface with the environment. Maintaining the health of
the digestive system is extremely important and complex. It depends on the delicate balance
between diet, micropopulation and mucous membranes, including the digestive epithelium and
the mucus layer contained on it. The epithelial cells of the intestine are also the body's last line
of defense against pathogenic bacteria and toxins that arrive by feed or water. Feed ingredients,
as well as toxins and microorganisms, often damage the structure of the gastrointestinal tract.
This leads to various problems with intestinal diseases that manifest themselves in the form of
malabsorption of nutrients, diarrhea, and an increased risk of infection. Modern trends in animal
production seek to minimize or prohibit the use of antibiotics due to their harmful side effects
on animals and humans. In recent years, initiatives aimed at reducing the use of antibiotics for
therapeutic purposes have been increasing to preserve them as an effective means of combating
bacterial infections for as long as possible. Accordingly, there is a growing interest in
developing long-term sustainable preparations that would be effective in maintaining high
productivity and protecting animal health without a detrimental effect in the form of bacterial
resistance and environmental impact. Ginger (Zingiber officinale Roscoe) is a well-known herb
used as a dietary supplement to relieve certain diseases in traditional medicine. Previous



research on the effectiveness of ginger as a nutritional supplement for poultry is highly variable,
but there are indications that it can promote growth, improve digestion and oxidative status of
poultry. However, dosing, application mode and extraction processes need to be standardized
to be certain of its effectiveness. Current knowledge about the efficacy of ginger as a nutritional
supplement for poultry is uneven due to the high variability among the preparations used. The
large number and different concentrations of active compounds in ginger (gingerols, shogaols,
gingerdiols and gingerdions) make it difficult to objectively compare the tested supplements
and their effectiveness. Our research will for the first time use a standardized form of ginger

extract with a chemically defined composition that will allow more objective testing.

Materials and Methods: Two hundred one-day-old Ross 308 chickens (mixed sex) were
acquired from a local hatchery. Chickens were randomly distributed into 20 pens (10 birds per
pen) which were then randomly divided into 4 groups (treatments, 5 pens per treatment). One
group was given only basic feed (control), and the others were fed with basic feed in which a
standardized ginger extract was added at the level of 2.5, 5 and 10 g/kg feed. The experiment
was set up as a complete randomized block design, and the pens were used as replication units.
Broilers were fed starter feed from day 1 to 21 and grower feed from day 22 to 42. The birds
were kept in a production system that resembles the modern intensive broiler production farm.
The lights were turned on 24 hour per day and the birds were fed ad libitum and had free access
to water throughout the experiment. During the experiment, production results, biochemical
and hematological parameters, antioxidant status, microbiome and intestinal morphometry were
assessed. Body weight and feed intake were measured weekly at pen level to determine average
daily weight gain, average daily feed intake and feed conversion ratio. Mortality and health
status were visually observed and recorded daily throughout the experimental period. On the
morning of the 21st and 42nd day of the experiment, 40 birds (2 birds per pen and 10 per
treatment) were randomly selected after 12 hours of fasting to collect peripheral blood needed
to determine hematological and biochemical parameters. At day 42. two birds per cage (a total
of 40 animals) were randomly selected for slaughter to collect liver tissue and segments of the
small intestine for histological and morphometric examination. A 3 cm long segment of the
ileum for determining the microbiome was taken in the middle between the Meckel
diverticulum and the ileo-cecal junction. Those samples with content were stored in a cooled
container with dry ice and transported to a laboratory where they are stored at a temperature of
— 80° C until DNA extraction. For the extraction of DNK from small intestine content samples

of fattening chickens, GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,



USA) was used in this study. Due to its complex composition, the contents of the small intestine
are classified as mammalian tissue. Isolated DNA from a sample of the contents of the small
intestine was sent for sequencing to the laboratory of Novogene Co (Novogene Co, Cambridge
Science Park, UK). Histological preparations of the intestinal segments were examined with a
light microscope Nikon-Microphot-FXA (Nikon, Tokyo, Japan), which is equipped with a
digital microscope camera GXCAM-U3-18 (GT Vision, Wickhambrook, UK) with which
representative fields were photographed. The GXCapture-T computer program (GT Vision,
Wickhambrook, UK) was used for capturing images. Quantitative computational morphometric
analysis was performed on the images of the prepared cross-sections. The images were analyzed
using ImageJ software (Bethesda, MD, USA) to measure the height of the villi, the depth of the
crypt and the width of the villi at the crypt/villi junction, as well as the tip. The measurement
was based on the mean value of 15 villi per sample (x10). The level of metabolites, enzymes
and electrolytes in the serum of fattening chickens were determined by using standard methods
on the Abbott Architect C4000 (Abbott, USA) automatic biochemical analyzer. All parameters
were determined using Abbott reagents (Abbott, USA) except globulin and GPx. Globulin
content was determined by calculation as the difference between total protein and albumin, and
GPx was determined by Randox reagents (Randox Laboratories, Crumlin, UK). Malonaldehyde
content (MDA) was measured using the HPLC method. Aliquot of 20 pL is injected into
Shimadzu LC-2010HT with inert-Sustain C18 column (4.6 mm 150 mm, particle size 5 pm,;
GL Sciences, Tokyo, Japan). The standard curve prepared with 1,1,3,3-tetraetoxypropane is
used. Substances that react with thiobarbituric acid (TBARS) are expressed as nmol per gram

of wet tissue.

Results: The addition of ginger extract in the lowest and highest dose had a negative effect on
the final masses, while the highest dose had also a negative effect on the growth rate of fattening
chickens. An increase in the dose of the preparation had a negative effect on feed consumption
of fattening chickens, and the group that received the highest dose had the highest mortality.
On the other hand, the addition of ginger extract at a dose of 5g/kg of food had a positive effect
on feed efficiency. The tested preparation did not adversely affect the diversity and richness of
bacterial genera in broiler ileum. All experimental groups showed an increase in the proportion
of beneficial Firmicutes, which was proportional to the increase in the dose of the tested
preparation, while at the same time there was a decrease in the proportion of Proteobacteria
which are considered a marker of intestinal microbiota imbalance. An increase in the relative

abundance of bacteria from the genus Candidatus Arthromitus and Romboutsia and a decrease



in the genus Pseudomonas and Termoanaerobakteria were observed in the groups of chickens
supplemented with ginger extract. The group supplemented with the highest dose of ginger
extract recorded a significantly higher proportion of Lactobacillus bacteria compared to other
groups. In the same group, a significantly higher proportion of Enterococcus bacteria belonging
to probiotic species such as Lactobacillus, Bacillus, Bifidobacterium, Streptococcus and
Faecalibacterium was recorded, which have a positive effect on the performance and health
status of broilers. All the experimental groups, especially the one receiving 5 g/kg of feed,
significantly contributed to maintaining the desirable balance of intestinal bacteria at the
phylum and genus level. The addition of ginger extract at a dose of 5 g/kg of feed had a positive
effect on the morphometric parameters of the small intestine segments and no negative effect
was detected on the occurrence of pathological changes in liver tissue. A significant increase in
GPx activity in serum of fattening chickens was observed on the 42" day of the study while
there were no differences on day 21. The increase was recorded in groups supplemented with
2.5 and 5 g/kg feed, while in 10 g/kg group there were no differences compared to the control
group. Different trend was observed in MDA concentration, with the lower concentration
recorded in groups supplemented with 2.5 and 5 g/kg feed on the 21st day of the experiment.
At the end of the study there were no differences in MDA between the groups, but the level of
MDA was significantly lower compared to the day 21. Overall, the ginger preparation has

improved the antioxidative status of fattening chickens in intensive breeding.

Conclusion: The research demonstrates that the positive effects of ginger extract are clearly
dose dependent but to pinpoint the optimal dosage and application method of this feed additive
for broiler chickens further research is needed. Considering all the observed parameters of this
study, we tend to conclude that a dose of ginger extract of 5 g/kg of feed achieved the best
results and could therefore be useful to the poultry industry in improving the efficiency and

sustainability of chicken meat production.

Keywords: ginger extract, microbiome, gut morphology, antioxidative status, performance,
fattening chicken
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1. UvOD

Izraziti rast svjetske populacije koji ¢e uskoro doseci brojku od 8 milijardi stanovnika vec
sada, predstavlja ogroman izazov za proizvodace hrane koji trebaju pronaci nac¢ine da proizvedu
dovoljne koli¢ine u nadasve ogranicenom proizvodnom okruzenju. Trenutno svjedo¢imo
situaciji kako bilo kakav poremecaj proizvodnje i distribucijskih kanala poput pandemija
COVID-19, elementarnih nepogoda te klimatskih promjena mogu ozbiljno narusiti opskrbu
krajnjih korisnika osnovnim namirnicama i izazvati nestaSice pojedinih prehrambenih
proizvoda. Veliki porast cijena zitarica i uljarica trenutno stvara ogroman pritisak na
proizvodace zivotinjskih proizvoda koji moraju poboljsati u¢inkovitost i povecati proizvodnju
kako bi se nosili sa sve ve¢im ulaznim troSkovima u vec izrazito nisko profitabilnoj grani.
Proizvodnja Zivotinjskih proizvoda postaje predmet brojnih etickih i ekoloSkih pitanja te joj se
ne predvida blistava buducnost, a sve viSe se spominju uéinkovitije alternative poput biljne
prehrane (veganstvo ili vegetarijanstvo) ili sintetski uzgojenog mesa. Proizvodnja zZivotinja za
meso predstavlja kvalitetan izvor bjelancevina za prehranu ljudi ali s druge strane uzrokuje
veliko opterec¢enje za okoli§ te trosi velike koli€ine Zitarica 1 uljarica kako bi se te Zivotinje
nahranile §to u konacnici predstavlja manje ucinkovit sustav iskoriStavanja hranjivih tvari
proizvedenih u ratarstvu. Ovakav pritisak na proizvodnju Zivotinja tjera nas na evaluaciju
postojecih proizvodnih tehnologija, njthovo usavrSavanje 1 okretanje onim sustavima koji nude
najviSe uz najmanje negativnih posljedica. Takav pristup nas sve viSe usmjerava prema
proizvodnji peradi kao visoko ucinkovitog sustava pretvorbe biljnih krmiva u animalni protein
koji ¢e hraniti rastuc¢u populaciju sljedecih nekoliko desetlje¢a. Proizvodnja peradi, u najvecoj
mjeri tovnih pili¢a, ima odredene prednosti pred drugim izvorima mesa poput svinjetine i
govedine. PileCe meso se ve¢ sada najviSe konzumira u svijetu a taj trend ¢e samo rasti.
Proizvodnja pilica trosi relativno malu koli¢inu krmiva po jedinici prirasta u odnosu na
proizvodnju svinja i goveda a gubici u proizvodnji su znafajno manji Sto povecava
profitabilnost. Takoder, proizvodni ciklus kod tova brojlera je znacajno kraci te se po jedinici
smjestajnog prostora kod peradi mogu proizvesti daleko vece koli¢ine Zivotinja. Nadalje, meso
peradi je odli¢no prihvaceno kod svih dobnih i religijskih skupina, ima zdravstvene prednosti
dok organoleptic¢kim svojstvima odgovara najve¢em broju ljudi Sto ga predstavlja vrijednim
izvorom vaznih nutrijenata. Svi ti faktori ¢ine peradarsku proizvodnju budu¢om perjanicom
animalne proizvodnje koja ¢e hraniti buduce generacije. Na nama je da unaprijedimo sustav
hranidbe i drzanja uz postivanje nacela dobrobiti te da konac¢ni proizvod bude §to kvalitetniji sa

S$to manje negativnih u¢inaka na okolis.



Komercijalna proizvodnja peradi drasti¢no se promijenila od 50-ih godina proslog stoljeca.
Vecina peradi sada se uzgaja u zatvorenom okoliSu koji je djelomicno ili u potpunosti
kontroliran. Glavni pokreta¢ promjena predstavlja intenzivna genetska selekcija hibrida s
visokim kapacitetom za rast, a hranjenje smjesama koje su precizno formulirane prema
nutritivnim potrebama u razli¢itim fazama proizvodnog ciklusa te kontrolom duZine i
intenziteta svjetlosti postizu se maksimalni proizvodni rezultati (Karcher i Mench, 2018.). Kao
rezultat ovih ¢imbenika, kao i1 napretka u prevenciji i suzbijanju bolesti cjepivima i
antibioticima, peradarska je industrija znatno porasla tijekom posljednjih nekoliko desetljeca.
S druge strane, konzumaciju mesa peradi globalno raste te se predvida da ¢e se taj porast i

nastaviti, osobito u zemljama u razvoju (NRC, 2015.).

Antibiotici su se dugo koristili za prevenciju infekcija i bolesti peradi te za poboljSanje
proizvodnje mesa i jaja. Medutim, ucestala uporaba antibiotika je s vremenom postala
neodrziva zbog rezistencije na bakterije, reziduama u mesu i promjenama prirodne mikroflore
crijeva. U posljednje vrijeme mnoge zemlje nastoje minimizirati ili zabraniti uporabu
antibiotika zbog njihovih nuspojava kod ljudi i Zivotinja. Zbog toga se sve vise okrecemo
upotrebi prirodnih promotora rasta i zdravlja kao $to su prebiotici, probiotici, simbiotici, enzimi,
veziva toksina, organske kiseline, oligosaharidi, fitobiotici 1 drugih dodataka hrani za Zivotinje.
Nutritivna rjeSenja postaju sve vaznija za prevenciju proizvodnih i zdravstvenih problema, a to
se moze posti¢i potpunim iskoriStavanjem nutricina ili bioaktivnih komponenti u hrani za

zivotinje (Adams, 2004.).

Oksidativni stres uzrokovan prekomjernim razinama reaktivnih kisikovih spojeva koje su
inducirane u stresnim okolnostima, kao $to su izlaganje toplinskom stresu i infekcijama, smatra
se jednim od glavnih ¢imbenika koji negativno utjeu na performanse u intenzivnoj proizvodnji
i kao glavni Cimbenik u patogenezi odredenih bolesti. Stoga je dodavanje sintetskih
antioksidanata (npr., alfa-tokoferil acetata ili butiliranog hidroksitoluena) za ublazavanje
oksidativnog stresa postala uobicajena praksa u peradarskoj industriji. U novije vrijeme, zbog
globalnog trenda ograni¢avanja upotrebe sintetickih tvari sve vise se namece koristenje biljnih
ekstrakata kao prirodnih antioksidanata. Biljni ekstrakti su bogati antioksidantima te imaju

potencijalne koristi u lije€enju kokcidnih infekcija.

Biljka dumbir (Zingiber officinale Roscoe) se kroz povijest koristi kao zac¢in i medicinski
proizvod za odredene bolesti u tradicionalnoj medicini. Korijen dumbira sadrzi nekoliko
spojeva koji imaju bioloSku aktivnost poput antioksidacijskog, antimikrobnog i farmakoloskog
ucinka. Pumbir sadrzi nekoliko aktivnih spojeva ukljucujuéi gingerole, shogaole, gingerdiole 1

2



gingerdione. Dosada$nja istrazivanja o uéinkovitosti dumbira kao dodatka hrani za perad su
dosta neujednacena no neki autori su objavili njegov pozitivan u¢inak na intenzitet rasta,
probavu i apsorpciju hranjivih tvari i oksidativni status peradi. Medutim, jo§ uvijek postoji dosta
nedorecenosti oko nacina primjene, doziranja i standardizacije samog proizvoda s aspekta
koncentracije djelatnih tvari kako bi mogli bolje procijeniti mehanizme djelovanja i

udinkovitost na modelu kokosi.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Pregled peradarske proizvodnje

Epidemija afriCke svinjske kuge i pandemija koronavirusa zasad $tete proizvodnji mesa, ali
neée zaustaviti Sirenje industrije tijekom sljedeceg desetlje¢a, uglavnom zahvaljujuci
kontinuiranoj potraznji za piletinom u svijetu. Globalna proizvodnja mesa porast ¢e za 12% do
2029. godine, a proizvodnja mesa peradi potaknut ¢e polovicu rasta. Proizvodnja ¢e se postupno
oporavljati do 2025. nakon $to je ove godine postigla "najnizu tocku" zbog africke svinjske

kuge i vjerojatnog utjecaja koronavirusa.
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Slika 1. Rast proizvodnje i konzumacije mesa po vrsti i regiji. lzvor: OECD/FAOQ (2021),
“OECD-FAO Agricultural Outlook”, OECD Agriculture statistics (database).

Sirenje proizvodnje mesa losa je vijest za okolis. Emisije ugljika iz poljoprivredne
industrije porasti ¢e za 6% tijekom sljedeceg desetljeca, pri cemu stoka predstavlja najveci dio
zagadenja u sektoru. lako briga za okoli$ i zdravlje tjera vise potrosaca u zemljama s visokim
dohotkom da se prebace na biljnu prehranu, ljudi koji zive u manje razvijenim zemljama sve
viSe konzumiraju meso 1 mlijecne proizvode koji su im do sada bili nedostupni. Analize trzista
ukazuju da se zemlje s nizim i srednjim prihodima u sljede¢em desetlje¢u nece u znaéajnijem
postotku prebaciti na biljnu prehranu. Perad predstavlja najbolji izbor mesa u zemljama u
razvoju zahvaljujuéi nizoj cijeni, no unato¢ tome globalna potro$nja mesa e rasti ali znac¢ajno

sporijim tempom nego $to je to bilo u proslosti.



Meso peradi i dalje ¢e biti primarni pokretac rasta proizvodnje mesa, premda sporije u
odnosu na proslo desetljece, Cine¢i polovicu sveg dodatnog mesa proizvedenog tijekom
sljede¢eg desetljeca. Kratki proizvodni ciklus omogucuje proizvodacima brzu reakciju na
trziSne signale, a istovremeno omogucuje brza poboljSanja u genetici, zdravlju zivotinja i praksi
hranjenja. Proizvodnja ¢e se brzo S$iriti od kontinuiranog poveéanja produktivnosti u Kini,
Brazilu i Sjedinjenim Drzavama, kao i od ulaganja u Europsku uniju - posebno u Madarsku,
Poljsku i Rumunjsku koje ¢e iskoristiti nize tro§kove proizvodnje.

Predvida se da ¢e se potrosnja mesa peradi globalno povecati na 145 milijuna tona
tijekom razdoblja projekcije, a ocekuje se da ¢e perad Ciniti 50% povecanja u konzumaciji mesa.
Na osnovi po glavi stanovnika, o¢ekivane snazne stope rasta potroSnje peradi odrazavaju
znacajnu ulogu koju ona igra u nacionalnoj prehrani nekoliko mnogoljudnih zemalja u razvoju,
ukljucujuéi Kinu 1 Indiju. Ipak, znacajan jaz, uglavnom povezan s razinom dohotka, ostat ¢e u
razvijenim zemljama, koje konzumiraju gotovo tri puta vise peradi nego zemlje u razvoju.
Ukupna potro$nja mesa kontinuirano se krec¢e prema gore, vodena rastom stanovniStva i
dohotka. Medutim, uzorak za pojedine vrste mesa nije homogen. Razlike u relativnim cijenama,
u kombinaciji s rastu¢im zdravstvenim i ekoloSkim brigama, dovele su do toga da potrosaci
postupno smanjuju udio crvenog mesa u svojoj konzumaciji mesa, istovremeno povecavajuci
udio peradi. Postoje dokazi da stope rasta konzumacije mesa opadaju kao odgovor na
usporavanje stopa rasta dohotka. Mnoge zemlje s visokim dohotkom dosezu razinu zasi¢enja u
smislu potros$nje po stanovniku (Slika 1.). Promjena sklonosti potro$aca - poput porasta
vegetarijanskog ili veganskog stila zivota, druStvene zabrinutosti poput negativnog utjecaja
proizvodnje mesa na okoli$ i drugih razlicitih socio-kulturnih aspekata poput onih koje diktiraju
religija ili kulturne norme - takoder ¢e imati u¢inka. (OECD/FAO, 2021.).

Hrvatsko peradarstvo ima dugu tradiciju i solidnu sadasnjost te dobru podlogu za
razvitak, a obuhvaca gotovo sve vidove proizvodnje kao §to su: uzgoj i drzanje rasplodnih
nesilica hibrida teSkih pasmina, valionice, tov pili¢a, purica, pacica i guscica, klaonice peradi,
uzgoj 1 drzanje rasplodnih nesilica hibrida lakih pasmina, uzgoj konzumnih nesilica i
proizvodnju konzumnih jaja, sortirnice, te tvornice sto¢ne hrane. Hrvatsko peradarstvo trenutno
zadovoljava potrebe domace potrosnje, a dio proizvodnje se i izvozi, te ima pozitivnu bilancu

uvoza izvozom (Muzic i sur., 2008.).

Nosioci peradarske proizvodnje u RH su velike proizvodacke i preradivacke firme koje

pod sobom nadziru cijeli proizvodni ciklus, od nastambi, farmi i konstrukcija za uzgoj, rast i



reprodukciju peradi, do postrojenja za klanje i obradu te prometa gotovih proizvoda do krajnjeg
potroSaca. Okosnicu peradarske proizvodnje u republici Hrvatskoj ¢ine veliki proizvodni
sustavi i kooperacija. Najve¢i proizvodac pileeg mesa i perjanica hrvatske proizvodnje je firma
Koka d. d. iz Varazdina koja ve¢ Sest desetljec¢a uspjeSno primjenjuje suvremene standarde i
uspjesno se nosi s europskom i svjetskom konkurencijom a od vecih proizvodaca bi takoder
trebalo spomenuti PIPO Cakovec d.o.o. i Valipile d.0.0. Polozaj peradarstva unutar cjelokupnog
stocarstva Hrvatske glede zadovoljavanja vlastitih potreba 1 pokri¢a uvoza izvozom je vodeca.
Za razliku od drugih grana stocarske proizvodnje Koji godinama tonu u peradarstvu vlada

odredena stabilnost s pozitivnim izgledima za budu¢nost sektora (Slika 2.).
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Slika 2. Graficki prikaz proizvodnje brojlera i peradi u intervalu 2000-2020. godine. Izvor:
Koji¢ Jurini¢ 1 Mis€evi¢, 2021. (http://www.tisup.mps.hr/)

Pilece meso je ekonomski najbrzi i najisplativiji izvor proteina u prehrani covjeka.
Obiluje mnogim nutritivnim svojstvima. Proizvodnja piletine je ve¢ poc¢etkom 2000-ih godina
premasila vrijednost od 70 milijuna tona, a od tada raste konstantnom stopom od 5.3% godisnje.
Piletina se pokazala kao jedan od ekonomski najisplativijih nac¢ina konverzije biljne prehrane u
proteine zivotinjskog podrijetla. Piletina takoder uziva popularnost na razvojnim trzistima,
dominantno zbog cijene i sigurnosti proizvodnje i zdravstvene ispravnosti koje ima nad drugim

mesnim izvorima. Godisnja konzumacija mesa po stanovniku iznosi od 0.7 kg u Indiji, sve do



44 kg u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. Prosjek konzumacije po stanovniku je oko 19 kg
godisnje u Hrvatskoj §to je u suglasju s europskim prosjekom. Zivotinjski izvori proteina mogu
biti izvor mikronutrijenata koje je tesko prehranom unijeti biljnim putem. Piletina je izvor
proteina, niskog sadrzaja masti i ugljikohidrata te sadrzava sve esencijalne aminokiseline

(Guerrero-Legarreta i sur., 2010.).



2.2. Hranidba tovnih pilica

Intenzivan tov pilica obi¢no traje 5-6 tjedana kada pili¢i postizu masu za klanje.
Konzumacija hrane kod pili¢a ovisi o razli¢itim faktorima koji ukljucuju genetiku, mikroklimu,
gusto¢u naseljenosti, oblik i energetsku vrijednost hrane. Kako bi se podmirile hranidbene
potrebe tovnih pili¢a koriste se tri smjese koje se razlikuju s obzirom na koncentraciju hranjivih

tvari.

Tijekom razdoblja inkubacije, pili¢ koristi jaje kao zalihu hranjivih tvari. Medutim,
tijekom prvih nekoliko dana zivota nakon izlijeganja, pili¢i moraju pro¢i fizioloski tranziciju
kako bi dobili hranjive tvari iz smjese koja im je ponudena. U ovom trenutku unos hrane je
najnizi, a potrebe za hranjivim tvarima najve¢e. Ne samo da smjesa mora osigurati
odgovarajucu koncentraciju hranjivih tvari nego su nuzni i odgovaraju¢i mikroklimatski uvjeti
kako bi se kod pili¢a razvio dobar apetit. Performanse za postizanje finalne tjelesne mase su u
pozitivnoj korelaciji s ranom stopom rasta (npr. 7-dnevna tjelesna tezina) te je vazno osigurati
da pili¢i imaju dobar pocetak tova. Starter smjesa mora biti visoke kvalitete te se obi¢no daje
tijekom prvih 10 dana, ali se moze davati i do 14 dana ako se ne postignu ciljne tezine. Pilic¢i
koji ne po¢nu dobro rasti podlozniji su bolestima, slabom dnevnom prirastu, stresovima iz
okolisa te imaju losiju kvalitetu prsnih misi¢a. Hranjenje preporuc¢enim razinama hranjivih tvari
tijekom pocetnog razdoblja osigurat ¢e dobar inicijalni rast i fizioloski razvoj, osigurati ciljane
tjelesne mase, dobro zdravlje i dobrobit pili¢a. Potro$nja hrane tijekom prvih 10-14 dana Zivota
pili¢a predstavlja mali dio ukupne koli¢ine potroSene hrane i troskova prerade. Stoga se odluke
o pocetnim formulacijama trebaju temeljiti prvenstveno na promicanju dobrih bioloSkih
performansi i ukupne isplativosti tova, a ne samo na troSkovima proizvedene hrane (R0SS
Broiler Management Handbook, 2018.).

Grower smjesa obicno se daje 14-16 dana. Prijelaz s pocetne hrane na grower ukljucivat
¢e promjenu oblika od drobljenih/mini-peleta do peleta 1 promjenu gustoce hranjivih tvari.
Ovisno o veli¢ini peleta, mozda ¢e biti potrebno osigurati prvo hranjenje Growera u obliku
drobljenih peleta ili mini peleta kako bi se sprijecilo bilo kakvo smanjenje unosa hrane zbog,
na primjer, peleta koji su preveliki za pili¢e. Tijekom hranjenja Growerom, dnevni prirast
brojlera nastavlja se brzo poveéavati. Ovaj faza rasta mora biti podrzana odgovaraju¢im
unosom hranjivih tvari. Za postizanje optimalnih bioloskih performansi, iznimno je vazno

osigurati pravilne omjere hranjivih tvari, a osobito energije i aminokiselina. Prijelaz sa startera



na grower mora se pravilno obaviti kako bi se sprije¢ilo bilo kakvo smanjenje unosa hrane ili

prirasta (Ross Broiler Management Handbook, 2018.).

Finisher smjesom obi¢no se hrani nakon 25 dana starosti. Kako bi optimizirali
profitabilnost, brojlerima koje tovimo iznad dobi od 42 dana morat ¢emo osigurati dodatne
smjese. Odluka o broju smjesa za zavrsni tov brojlera ovisit ¢e o Zeljenoj dobi i tezini te
mogucnostima prerade i proizvodnje hrane za Zivotinje. Finisher smjesa predstavlja vecinu
ukupnog unosa hrane i troskova hranjenja brojlera. Stoga Finisher hrana mora biti koncipirana
tako da optimizira financijski povrat za vrstu proizvoda koji se trazi (Ross Broiler Management
Handbook, 2018.).

Rast brojlera rezultat je hranjive vrijednosti hrane i unosa hrane. Oblik hrane znacajno
utjeCe na unos hrane. Najbolji unos hrane postize se kvalitetnim drobljenim peletima, mini
peletima ili peletima. Hrana koja ima neujednacenu veli¢inu ¢estica moze povecati rasap hrane
jer manje Cestice lako padaju iz kljunova ptica. Pili¢i ¢e konzumacijom vece Kkoli¢ine sitnih
Cestica hrane (Cestice veli¢ine ispod 1 mm) ili brasnaste hrane imati ve¢i gubitak hrane. Rasap
hrane predstavlja gubitak koji ¢e znacajno smanjiti iskoristivost hrane. Starter smjesa, a ¢esto i
prva grower smjesa daje se u obliku drobljenih peleta ili mini peleta. Ostale smjese nakon toga
dolaze u obliku peleta. Rast brojlera 1 iskoristivost hrane poboljSavaju se peletiranjem. Ova

poboljSanja performansi se pripisuju:
* Smanjenjem rasapa hrane
* Smanjenjem prebiranja
* Smanjenjem separacije sastojaka.
» Manjem utroSku vremena i energije za hranjenje
« UniStavanju patogenih organizama
* Toplinskoj modifikaciji skroba i bjelancevina

* Poboljsanoj palatabilnosti

Sve vrste hranilica treba prilagoditi kako bi se osigurao minimalan rasap i optimalan

pristup pticama. Baza hranilice treba biti u ravnini s vrhom prsa brojlera (Slika 3.).



Slika 3. Pravilno postavljena visina hranilice

Neispravna visina hranilice (previsoka/preniska) povecéat ¢e rasap hrane. Kada se to
dogodi, osim ekonomskog gubitka i smanjenih performansi imat ¢emo i netoCne procjene
konverzije hrane, a rasuta hrana, kada se pojede, imat ¢e ve¢i rizik od bakterijske kontaminacije.
Hranu treba ravnomjerno i jednoliko rasporediti po cijelom sustavu za hranjenje kako bi se
omogucile jednake moguénosti da sve ptice jedu u isto vrijeme. Neravnomjerna raspodjela
hrane moze dovesti do smanjenja performansi, nastanka ozljeda povezanim s konkurencijom

na hranilicama i poveéan rasap hrane (Ross Broiler Management Handbook, 2018.).

2.2.1. Potrebe brojlera za hranjivim tvarima i energijom

Potrebe brojlera za hranjivim tvarima sustavno se azuriraju sukladno napretku genetike
kako bi se maksimalno iskoristio potencijal Zivotinje. Prema tome svaki hibrid brojlera ima
vlastite preporuke za hranjenje, a u nasem istrazivanju radilo se o hibridu Ross 308 ¢ije su potrebe
za hranjivim tvarima prikazane u Tablici 1.

Brojleri zahtijevaju energiju za rast, odrzavanje i aktivnost tkiva. Glavni izvori energije

u hrani tovnih pili¢a obi¢no su zitarice (prvenstveno ugljikohidrati) i masti ili ulja. Razina
energije u hrani se izrazava u mega dzulima (MJ)/kg, kilokalorijama (kcal)/kg energije koja se
moze metabolizirati (ME), jer to predstavlja dio energije koja je dostupna brojlerima.

10



Istrazivanja su pokazala da je moderan brojler sposoban prilagoditi unos hrane prema razlic¢itim
razinama metaboliCke energije u hrani. Pokusi su pokazali da ptice mogu prilagoditi unos za

cak 10% kako bi se prilagodile promjenama u energetskoj gustoéi.

Ugljikohidrati predstavljaju najvazniji izvori energije za perad. Zitarice poput kukuruza,
razi, pSenice, i jema ¢ine vecinu ugljikohidratnih krmiva koja se koriste u hranidbi peradi.
Vecina ugljikohidrata iz zitarica dolazi u obliku skroba, koji perad lako probavlja (Moran,
1985.). Ostali ugljikohidrati u Zitaricama i proteinskim krmivima pojavljuju se u razli¢itim
koncentracijama. Ti ugljikohidrati ukljucuju polisaharide, poput celuloze, hemiceluloze,
pentozana, i oligosaharida (stahioze i rafinoze) koje perad slabo probavlja. Ove vrste
ugljikohidrata malo doprinose podmirivanju energetskih potreba peradi, a neki ¢ak negativno
utjeu na probavu ako su prisutni u ve¢im koncentracijama u hrani. Na primjer, pentozani iz
razi te beta glukani iz je¢ma povecavaju viskoznosti digeste i time smanjuju probavljivost
hranjivih tvari (Wagner i Thomas, 1978., Antoniou i sur., 1981., Classen i Bedford, 1992.).
Dodatak enzimskih pripravaka hrani koja sadrzi raz ili jeCam poboljSava iskoriStavanje

hranjivih tvari i rast peradi (Edney i sur., 1989., Friesen i sur., 1992.).

Nutritivne potrebe za bjelan¢evinama zapravo predstavljaju potrebe za aminokiselinama
koje izgraduju te bjelancevine. Aminokiseline dobivene hranom perad Kkoristi za izgradnju
strukturnih i zastitnih tkiva, kao §to su koza, perje, kostani matriks i ligamenti, kao i meka tkiva,
poput organa i miSi¢a. Ako su proteini u prehrani (aminokiseline) nedovoljni, dolazi do
smanjenja ili prestanka rasta ili produktivnost 1 povlacenje proteina iz manje vitalnih tjelesnih

tkiva radi odrzavanja funkcija vitalnijih tkiva.
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Tablica 1. Potrebe za hranjivim tvarima Ross 308 brojlera ciljane zive mase 2.5 — 3.0 kg
(Ross Nutrition Specifications, 2022.)

| | Starter | Grower | Finisherl |  Finisher 2

Energija po kg

PROBAVLJIVE AMINOKISELINE |

Metionin + Cistin

Treonin

Izoleucin

Triptofan
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o
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o
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o
[e2)
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Ukupni kalcij
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©
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Tjelesne bjelancevine sastavljene su od 22 aminokiseline, a sve su fizioloski esencijalne.
Te aminokiseline mogu biti podijeljene u dvije kategorije: one koje perad uopée ne moze
sintetizirati ili nedovoljno brzo da zadovolje metabolicke potrebe (esencijalne) i one koje se
mogu sintetizirati iz drugih aminokiselina (neesencijalne). Esencijalne aminokiseline moraju se
unositi putem hrane. Ako se neesencijalne aminokiseline ne unose hranom, perad ih mora
sintetizirati. Prisutnost odgovaraju¢ih koli¢ina neesencijalnih aminokiselina u prehrani
smanjuje potrebu za njihovom sintezom iz esencijalnih aminokiselina. Stoga je definiranje
nutritivnih potreba za bjelan¢evinama i esencijalnim aminokiselinama prikladan na¢in kako bi

se osigurale sve fizioloski potrebne aminokiseline (NRC, 1994.).

Masti se obi¢no dodaju u hranu peradi za tov kako bi se povecala ukupna koncentracija
energije i zauzvrat poboljsala produktivnost i iskoristivost hrane. Zivotinjske masti, osim masti
peradi, sadrZe viSe zasi¢enih masnih kiselina, koje su slabije probavljive, osobito u nezrelom
probavnom sustavu mladih pili¢a. U starter i grower smjesi preporucljivo je koristiti masti koje
sadrze veci postotak nezasicenih masti. U finisher smjesi postoji opasnost da visoke razine
nezasi¢enih masti imaju $tetan uéinak na zamas¢ivanje trupa i trajnost pile¢eg mesa. Razina
vlage i ne€istoca unutar masti trebala bi biti manja od 1%. Prisutnost znacajne koli¢ine vode
poti¢e hidroliticku uzeglost. Za hranidbu brojlera treba koristiti samo kvalitetne, stabilne masti
jer nekvalitetne oksidirane masti mogu imati negativan uc¢inak na kvalitetu mesa. (Ross Broiler

Management Handbook, 2018.).

Minerali su potrebni za formiranje koStanog sustava, kao komponente opce metabolicke
aktivnosti i za odrzavanje acido-bazne ravnoteze tijela. Kalcij i fosfor najzastupljeniji su
mineralni elementi u tijelu i klasificiraju se kao makrominerali. Makrominerali predstavljaju
elemente koji su u prehrani potrebni u koncentracijama ve¢im od 100 mg/kg. U makrominerale
jos spadaju natrij, kalij, klor, sumpor i magnezij. Kalcij i fosfor su neophodni za stvaranje i
odrzavanje strukture kostura i za dobru kvalitetu ljuske jajeta. Opcenito, oko 60 do 80 posto
ukupnog fosfora u hrani biljnog podrijetla nalazi se u obliku fitinski vezanog fosfora. U
normalnim prehrambenim uvjetima, perad lose iskoristava fitatni fosfor zbog nedostatka
endogene fitaze u probavnim enzimima. Opéenito se pretpostavlja da je oko jedne tre¢ina
fosfora u biljnoj hrani nefitatnog porijekla i time bioloski iskoristiv za perad, tako da se potreba
za fosforom izrazava kao nefitinski fosfor, a ne ukupni fosfor. Kako bi apsorpcija ova dva
minerala bila §to u¢inkovitija potrebno je u hrani peradi posti¢i omjer kalcija i nefitatnog fosfora
od 2:1.
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Omijeri natrija (Na), kalija (K) i klora (Cl) u hrani uvelike odreduju acido-baznu
ravnotezu u tijelu peradi koja je vazna za odrzavanje fizioloske pH vrijednosti. U slucaju da
dode do pomaka prema kiselim ili luznatim uvjetima, metabolicki procesi se mijenjaju kako bi
se odrzao fizioloSki pH, a vjerojatna posljedica je pad performansi. RavnoteZa elektrolita u
hrani opisana je jednostavnom formulom (Na* + K* - CI") i izrazena kao mEg/kg hrane.
Prevencija disbalansa elektrolita nuzna je za odrzavanje produktivnosti jata osobito tijekom
perioda toplinskog stresa. U vecini Slucajeva, ravnoteza od oko 250 mEq/kg hrane smatra se
zadovoljavaju¢om za postizanje optimalnog rasta. Sveukupna ravnoteza izmedu ova tri

minerala vazna je kao i njihove individualne koncentracije.

Elementi u tragovima, ukljucujuéi bakar, jod, zeljezo, mangan, selen, cink i1 kobalt,
djeluju kao komponente vec¢ih molekula i kao kofaktori enzima u raznim metaboli¢kim
reakcijama. Oni su u prehrani potrebni u vrlo malim koli¢inama. U hranu za perad se u
prakti¢nim uvjetima dodaju makro i mikro elementi, jer ih tipi¢ne smjese koje se temelje na
zitaricama ne sadrze u potrebnim koli¢inama. Trenutno su dostupni organski oblici nekih
minerala u tragovima i opcenito se smatra da imaju visu biolosku vrijednost od anorganskih
oblika.

Vitamini se klasificiraju kao topljivi u mastima (vitamini A, D, E i K) i topljivi u vodi
(kompleks vitamina B i vitamin C). Svi vitamini, s iznimkom vitamina C, moraju biti osigurani
putem hrane. Vitamin C nije opcenito klasificiran kao esencijalni u prehrani jer se moze
sintetizirati u organizmu. Medutim, U nepovoljnim okolnostima kao §to je temperaturni i
metabolicki stres dodatak vitamina C moze biti koristan. Metabolicke uloge vitamina su
generalno sloZenije od drugih nutrijenata. Vitamini nisu jednostavne jedinice za izgradnju tijela

ili izvor energije, ali su posrednici ili sudionici u svim biokemijskim reakcijama u tijelu.

2.2.2. Potrebe za vodom

Ptice bi u svakom trenutku trebale imati neogranicen pristup Cistoj i svjezoj vodi za pice.
Nedovoljna opskrba vodom, u volumenu ili u broju pojilica, rezultirat ¢e smanjenim
intenzitetom rasta. Kako bi se osiguralo da jato prima dovoljno vode, potrebno je pratiti omjer
vode i hrane koja se konzumira svaki dan. Promjene u unosu vode mogu biti rani pokazatelj

zdravstvenih problema i performansi. Potrebe za vodom ovisit ¢e o unosu hrane. Pri temperaturi
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od 21 °C ptice ¢e konzumirati dovoljno vode kada je volumen vode () i mase hrane (kg) u

omjeru:
* 1.8: 1 za zvonaste pojilice
* 1.7: 1 za nipl pojilice s CaSicama

* 1.6: 1 za nipl pojilice bez ¢aSica

Potreba za vodom ovisit ¢e i o temperaturi okoline. Ptice ¢e piti viSe vode na visoj
temperaturi okoliSa. Potreba za vodom povecava se za priblizno 6,5% na 1 °C porasta iznad 21
°C. Optimalna temperatura vode krece se u rasponu od 18 — 21 °C. Sto je veée odstupanje od
tog idealnog raspona to ¢e biti slabiji unos vode koji ¢e se reflektirati i na smanjen unos hrane.
Pojilice treba isprati neposredno prije postavljanja i dva puta dnevno tijekom prva 4 dana kako
bi se osiguralo da pili¢i imaju pristup hladnoj i svjezoj vodi. Visina pojilica trebala bi biti niska
na pocetku tova i povecavati se kako ptice rastu (Slika 4.). Pojilice koje su previsoke mogu

ogranic€iti unos vode, dok prenisko postavljene pojilice mogu uzrokovati pojacano vlazenje

stelje.

Slika 4. Pravilno postavljena visina nipl pojilica za tovne pili¢e
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2.2.3. lzazovi u proizvodnji tovnih pili¢a

Suvremena proizvodnja peradi suoc¢ava se s mnogim problemima i izazovima. S jedne
strane uvjetuje proizvodnju velike koli¢ine visokokvalitetne hrane po niskim cijenama bez
pretjeranog oslanjanja na antibiotike i lijeCenje te u isto vrijeme odrzava adekvatnu razinu
zdravstvenog stanja i dobrobiti uz $to manji utjecaj na okoli§ (Adams, 2004.). Intenzivan uzgoj
peradi izlaze zivotinje razlic¢itim stresnim situacijama tijekom njihovog proizvodnog ciklusa.
Perad je izlozena stresu odmah nakon valjenja kada njen nezreli probavni sustav prvi puta dolazi
u dodir s mikroorganizmima hrane i okolisa. Pile je u tom razdoblju zivota vrlo podlozno
invaziji patogenih mikroorganizama, a velika je i mogu¢nost pojave neke od zaraznih bolesti
koje se brzo Sire jer su sve zivotinje u neposrednom kontaktu (Valpoti¢ i sur. 2005.). Probavni
sustav je vjerojatno najvazniji organ u zivotinji jer predstavlja direktno sucelje s okolinom.
Odrzavanje zdravlja probavnog sustava izuzetno je vazno i slozeno. Ono se oslanja se na
osjetljivu ravnotezu izmedu prehrane, mikropopulacije i sluznice, ukljucujuc¢i endotel
probavnog sustava i sloj sluzi koji se na njemu nalazi. Epitelne stanice crijeva takoder su
posljednja linija obrane tijela od patogenih bakterija i toksina koji stizu hranom ili vodom.
Sastojci hrane, kao i toksini i mikroorganizmi, ¢esto oSte¢uju strukturu gastrointestinalnog
trakta. To dovodi do razli¢itih problema s crijevnim bolestima koji se manifestiraju u obliku

malapsorpcije hranjivih tvari, proljeva i povecanog rizika od infekcije (Adams, 2006.).

Bakterijska rezistencija na antibiotike je sveprisutna tema koja sve vise predstavlja
opasnost za javno zdravlje populacije (Mulder, 2011.). Desetljec¢a koriStenja antibiotskih
promotora rasta (APR) poljuljali su povjerenje javnosti u sigurnost proizvoda zivotinjskog
podrijetla te pojacala zabrinutost zbog njihovog Stetnog djelovanja na imunost i zdravstveno
stanje ljudi. Ucinak APR-a na mikropopulaciju crijeva pogoduje razvoju korisnih
mikroorganizama koji pospjesuju probavu i apsorpciju hrane, a posljedicno djeluju i na opskrbu
hranjivim tvarima potrebnim za proizvodnju. Medutim, dugoro¢no koriStenje antibiotika u
subterapijskim dozama dovelo je do pojave rezistentnih sojeva bakterija koje predstavljaju
prijetnju zdravlju Zivotinja i ljudi. Uzimaju¢i to u obzir, antibiotici su u sije¢nju 2006. godine u
EU zabranjeni kao promotori rasta kod farmskih zivotinja. Ta odluka je za proizvodace bila
kratkorocno nepovoljna ali se industrija brzo prilagodila i naSla alternative koje su adekvatno
zamijenile antibiotike. U danasnje vrijeme naglasak se sve viSe stavlja i na smanjenje koriStenja
antibiotika u terapijske svrhe kako bi se §to duze sacuvali kao u¢inkovito sredstvo borbe protiv

bakterijskih infekcija. Njihovu ulogu trebaju preuzeti proizvodi koji bi bili u€inkoviti u
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odrzavanju visoke proizvodnosti i zastiti zdravlja zivotinja te ne bi imali Stetan ucinak u vidu
bakterijske rezistencije i utjecaja na okolis. Postoji cijeli niz dodataka prehrani (Tablica 2.) koji
imaju mogucnost samostalno ili u kombinaciji s drugima osigurati zadovoljavajuée proizvodne

rezultate te zdravstveno stanje i dobrobit farmskih Zivotinja.

Tablica 2. Tehnoloski i zootehnic¢ki dodaci hrani koji se najvise koriste u peradarstvu

Dodatak Primjer Mehanizam djelovanja
Enzimi Ksilanaze, B-glukanaze, Prevencija antinutritivnih
fitaze ucinaka arabinoksilana (u

psenici i tritikalu), B-glukana
(u je¢mu) ili fitata (u svim
biljnim krmivima); bolja
probavljivost hranjivih tvari
I hranjiva vrijednost.

Antioksidansi Vitamin E, selen, flavonidi, Prevencija oksidacije ulja i
pigmenteri masti  u  hrani.  Bolji

antioksidativni status brzo

rastucih Zivotinja u

intenzivnom uzgoju.

Probiotici Bifidobacterium, Bolja probavljivost hranjivih
Lactococcus, Lactobacillus, tvari. Stimulacija imunosti i
Bacillus, Streptococcus konkurencija patogenim

sojevima.

Prebiotici Fruktooligosaharidi  (FOS), Bolja apsorpciju minerala.
mananoligosaharidi (MOS) i Vezanje na patogene
ostala neprobavljiva vlakna  bakterije i sluznicu.

Stimulacija rasta probiotskih
bakterija.

Organske kiseline Mravlja, limunska, maslacna, PoboljSanje probave kroz
sorbi¢na, fumarna, itd. smanjenje pH vrijednosti

probavnog sustava. Inhibicija
rasta patogenih bakterijskih

sojeva.
Fitobiotici Ljekovite biljke, zacini, biljni  Inhibicija rasta patogenih
ekstrakti, esencijalna ulja bakterijskih sojeva.
Antimikrobni Lizozim, laktacin F, Inhibicija rasta patogenih
proteini/peptidi laktoferin, a-laktalbumin bakterijskih sojeva.

Prilagodeno iz Jha i sur. (2020.)
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2.3. Bumbir (Zingiber officinale Roscoe)

Biljka Zingiber officinale Roscoe, poznatija kao dumbir, je cvjetnica s korijenom, Siroko
koristena kao zacin hrani ili u narodnoj medicini. Zingiber officinale Roscoe je visegodisnja,
zeljasta biljka koja raste do visine od oko 1 m, a rizomi zrelog dumbira su vlaknasti i gotovo
suhi. Biljka je autohtona u juznoj Kini odakle se prosirila na Indiju, Afriku i druge tropske i
suptropske dijelove svijeta. Indija i Kina glavni su proizvodaci i izvoznici. SOk od korijena
dumbira (Slika 5.) ¢esto se koristi kao za¢in u indijskim receptima i ¢est je sastojak kineske,
korejske, japanske, vijetnamske i mnogih juzno azijskih i afri¢kih kuhinja. Karakteristi¢an miris
i okus dumbira uzrokovan je mjesavinom zingerona, shogaola i gingerola te hlapljivih ulja koja

¢ine 1-3% tezine svjezeg dumbira (Mbaveng i Keute, 2017.).

Slika 5. Biljka Zingiber officinale Roscoe (Gospodarski list, 2020.)

Zingiber officinale Roscoe od davnina se koristi u indijskoj i tradicionalnoj kineskoj
medicini za lijjeCenje 1 ublazavanje posljedica Sirokog raspona bolesti, uklju¢ujuc¢i obic¢nu

prehladu, vru¢icu, grlobolju, bol, reumatizam i bronhitis. Koristi se kao antipiretik, za probavne
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probleme i stimulaciju apetita, gastrointestinalne poremecaje te mucninu i povraéanje povezane
s morskom bolesti i trudno¢om. Pumbir se koristi u svjezem, fermentiranom ili suSenom obliku
(Slika 6.) te kao ekstrakt. Globalna potraznja je sve veca, a Americka Agencija za hranu i
lijekove (FDA) kategorizirala je dumbir kao dodatak prehrani (Chrubasik i sur., 2005., Ali i
sur., 2008.).

Slika 6. Rizom dumbira i dumbir u prahu
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2.3.1. Aktivne tvari

Sastojci dumbira su brojni i znatno variraju ovisno o porijeklu i obliku odnosno jesu li svjezi
ili suhi dok njegov miris ovisi uglavnom o koncentraciji hlapljivog ulju, ¢ija razina moze
varirati od 1% do 3%. U analitickom sastavu ulja opisano je vise od 50 komponenti, a to su
uglavnom monoterpenoidi i seskviterpenoidi (Langner i sur., 1998., Evans, 2002.). Jaka aroma
svjezeg dumbira prvenstveno je posljedica djelovanja razli¢itih gingerola, koji predstavljaju
homologni niz fenola. Najzastupljeniji medu njima je [6]-gingerol, iako dumbir sadrzi i manje
koli¢ine drugih gingerola razli¢itih duljina lanca. Ostar miris suhog dumbira uglavnom
proizlazi iz shogaola koji predstavljaju dehidrirane oblike gingerola. Shogaoli se formiraju iz
odgovaraju¢eg gingerola tijekom termicke obrade (Wohlmuth i sur., 2005.). Toplinsku
razgradnju gingerola na gingerone, shogaole i srodne spojeve prikazali su Jolad i sur. (2004.).
Oni su ispitivali kemijski sastav organski uzgojenog svjezeg dumbira te su pri tome
identificirali 63 spoja, od kojih je 31 prethodno poznat kao sastojak dumbira, a otkrili su i 20
dosad nepoznatih spojeva. U narednom istrazivanju iz 2005. godine ispitivali komercijalno
obraden suhi dumbir Kkoristeci iste tehnike koje su koristili u svojoj ranijoj studiji. Identificirali
su ukupno 115 spojeva, od kojih je 88 bilo poznato. Od toga je 45 prethodno otkriveno u
svjezem dumbiru (Jolad i sur., 2004.), a 31 su bili novi spojevi dok su preostalih 12 spojeva
prethodno nije bilo izolirano u svjezem bijelom i Zutom dumbiru. Koncentracije gingerola u
suhom dumbiru blago su smanjene u usporedbi sa svjezim dumbirom, dok su se koncentracije

shogaola povecale (Ali i sur. 2008.).

2.3.2. Bumbir kao nutritivni dodatak za tovne pilice

Pumbir je ve¢ dugo interesantan kao nutritivni dodatak za perad a posebice u posljednje
vrijeme zbog sve stroze legislative 1 zabrane odredenih promotora rasta i antimikrobnih
pripravaka. U posljednja dva desetljeca proveden je zavidan broj istrazivanja procjene
ucinkovitosti razli¢itih oblika dumbira na perad u intenzivhom uzgoju te je samo djelomi¢no
potvrdena njegova djelotvornost. Pozitivni uéinci razli¢itih pripravaka na bazi dumbira kod

peradi (Tablica 3.) prikazani su u preglednom istrazivanju Pliego i sur. (2020.)
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Tablica 3. Uc¢inak dodatka dumbira u hranidbi peradi

Oblik Kategorija Sazetak u¢inaka Referenca

Ekstrakt Brojleri Mjesavina ekstrakata dumbira, El-Deek i sur. (2002)
komoraca i anisa smanjila je sadrzaj
masti u mesu i povecala intenzitet boje.

Ekstrakt Brojleri Poboljsane fizioloske funkcije i lipidni Saeid i sur. (2010.)
profil.

Ekstrakt Brojleri Smanjen MDA i pove¢an GSH u prsnom  Zidan i sur. (2016.)
i bedrenom misic¢u. Povisena razina INF-
v 1 IL-2 u serumu.

Ekstrakt Brojleri Poboljsan intenzitet rasta. Ebrahimnezhad i sur.

(2014.)

Prah Brojleri Poboljsane performanse, dijelovi trupai  Barazesh i  sur.
hematoloski parametri. (2013))

Prah Brojleri Smanjena konverzija hrane. George i sur. (2015.)

Ekstrakt Brojleri Smanjena mikrobna populacija u Ofongo-Abule [
gastrointestinalnom traktu. Ohimain (2015.)

Prah Brojleri Smanjena tezina zeludca i koli¢ina Qorbanpour i sur.
abdominalne masti, a povecan broj (2018.)
laktobacila.

Ekstrakt Nesilice Povecana tezina i kvaliteta jaja te Wen i sur. (2019.)
antioksidativni status.

Esencijalno Japanske Povecana tezina jaja i smanjena razina Herve i sur. (2019.)

: . kolesterola u serumu.

ulje prepelice

Prah Brojleri Smanjenje patogenih bakterija u Huthail Najib i sur.
crijevima brojlera. (2019.)

Prah Brojleri Povecana tjelesna masa, prirast, indeks Rio i sur. (2019.)
performansi i karakteristike trupa.

Ekstrakt Nesilice Poboljsanje aktivnosti SOD u plazmi i Anisur. (2019.)

smanjena koncentracija MDA.

Prilagodeno iz Pliego i sur. (2020.)

Vecina istrazivaca pripisala je bolje performanse brojlera hranjenih dumbirom na

poboljsanje palatabilnosti i brzog ucinka na probavljivost hranjivin tvari kroz ubrzano

praznjenje probavnog sustava i povecanje unosa suhe tvari. Zhao i sur. (2011.) su izvijestili da

dumbir poboljSava probavu i apsorpciju hranjivih tvari zivotinja zbog pozitivnhog ucinka na

zeluCane sekrecije, enterokineziju i aktivnosti probavnih enzima. Devet spojeva koji se nalaze

u dumbiru mogu se vezati za serotoninske receptore i tako djelovati na probavni sustav. Kod
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davanja dumbira primije¢eno je da povecanje lucenja probavnih enzima, poput lipaze,
disaharidaze i maltaze (Zhang i sur., 2009.). Prema Herawatiju (2010.) poboljsane performanse
mogu se pripisati aktivnosti dva probavna enzima (proteaze i lipaze) koji su prisutni kao dio
obrambenog sustava biljke dumbira. Osim poboljSanja probave i proizvodnih rezultata neki
autori su primijetili u¢inak dumbira na oksidativni status Zivotinja i Zivotinjskih proizvoda.
Najvise se spominje njegov ucinak na povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima i smanjenje
razine malondialdehida (MDA) u serumu i tkivima Zzivotinja koji mogu biti posljedica
prisutnosti dumbira u hrani, no jo$ nije poznat njegov mehanizam djelovanja. Literatura je
pokazala da su polifenolni flavonoidi u biljkama neki od glavnih izvora antioksidativnih
spojeva (Singh i sur., 2005.). Potencijalni aktivni sastojci u dumbiru koji posjeduju
antioksidativna djelovanja su gingeroli, shogaoli, gingerdioli, gingerdioni i neki koji se odnose
na fenolne ketonske derivate (Zhang i sur. 2009., Zhao i sur. 2011.). Takoder su zakljucili da
se poboljsani antioksidativni parametri mogu djelomi¢no pripisati dodavanju dumbira u prahu
u hranu te posljedi¢no usporavanju procesa oksidacije hranjivih tvari. Osim navedenih primjera
u literaturi se mogu pronaé¢i i drugi pozitivni ucinci pripravaka dumbira na perad poput
djelovanja na neke biokemijske parametre kao i na sluznicu crijeva kroz poveéanje resorptivne

povrsine i aktivnosti crijevnih enzima.

2.3.2.1. Utjecaj dumbira na proizvodne rezultate

Utjecaj razli¢itih pripravaka na bazi dumbira na performanse peradi prikazan je u
sljede¢em odlomku. Tekeli i sur. (2011.) izvijestili su da je dodatak ekstrakta dumbira kod Ross
308 brojlera u dozi od 0.24 g/kg hrane postigao znacajno (p<0,05) visi unos hrane i zavrsne
mase u odnosu na negativnu kontrolu. Zhang i sur. (2009.) nisu primijetili znac¢ajnu razliku u
proizvodnim parametrima kod skupina brojlera koje su dobivale prah dumbira usitnjen na
razli¢ite veli¢ine Cestica (300, 149, 74, 37 i 8,4 um) u dozi od 5 g/kg hrane. Akbarian i sur.
(2011.) otkrili su kod kokosi nesilica da dodatak praha korijena dumbira u razli¢itim dozama
(2.5 g/kg, 5 g/kg 1 7.5 g/kg hrane) nije imao ucinka na unos i konverziju hrane. U jo$ jednom
istrazivanju na kokosima nesilicama koje su hranjene prahom dumbira (5, 10, 15 i 20 g/kg
hrane) takoder nisu utvrdene razlike u unosu i konverziji hrane (Zhao i sur. 2011.). Incharoen i
Yamauchi (2010.) hranili su tovne pili¢e od 7 do 49 dana starosti suhim fermentiranim prahom
dumbira (5, 10 i 20 g/kg hrane) i utvrdili znacajno (p<0,05) viSe zavrSne mase i prirast mase u

skupini koja je dobivala 10 g/kg dok je znacajno (p<0,05) manji unos hrane zabiljezen kod
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skupine s 20 g/kg. Znacajno (p<0,05) nize konverzije hrane ostvarene su u svim pokusnim
skupinama u usporedbi s kontrolom. Onu (2010.) je izvijestila da je dodatak praha dumbira (2.5
g/kg hrane) u hranu 5 tjedana starih pilica rezultirao znacajno (p<0,05) boljim zavr$nim
masama, prirastom tjelesne mase te konverzijom hrane dok kod unosa hrane nije zabiljezena
znacajna razlika. Habibi i sur. (2014.) su hranili brojlere izlozene toplinskom stresu osnovnim
obrokom koji sadrzi ili 7.5 ili 15 g/kg praha dumbira i 75 ili 150 mg/kg etericnog ulja dumbira
te nisu zabiljezili razlike u proizvodnim parametrima. Farinu i sur. (2004.) su izvijestili da je
dodatak dumbira u dozi od 5, 10 ili 15 g/kg tek neznatno poboljsao rast kod brojlera. Suprotno
tome, Al-Homidan (2005.) je uo¢io smanjen intenzitet rasta u prva 4 tjedna kod brojlera koji su
dobivali dumbir u dozi od 60 g/kg $to moze biti posljedica toksi¢nog u¢inka ovog spoja u ovako
velikim dozama. Takoder, Shewita i sur. (2018.) su zabiljezili zna¢ajno smanjenje konaéne
tjelesne mase u skupini brojlera koja je dobivala 6 g/kg dumbira u usporedbi s 2 i 4 g/kg. Isti
autori primijetili su znacajno nizu konverziju hrane u skupini koja je dobivala prah dumbira u
dozi od 4 g/kg hrane u odnosu na kontrolu. Varijabilni rezultati mogu se pripisati razli¢itim
dozama koje su se koristile u istrazivanjima. Studija iz 2002. godine istrazivala je u¢inak suhog
praha dumbira u koncentracijama od 0.5 g/kg i 1 g/kg hrane na performanse (tjelesna masa,
prirast, ukupni unos hrane i konverzija), trup kao i neke unutarnje osobine organa i kvalitetu
mesa brojlera (El-Deek i sur. 2002.). Prikazani podaci su pokazali izostanak ucinka testiranog
pripravka na proizvodne rezultate tovnih pilica u obje doze. U odnosu na nase istrazivanje
postoji razlika u dizajnu istraZivanja jer su autori zapoceli suplementaciju i mjerenje petog i
dvanaestog dana zivota pilica te su pokus zavr$ili 47. dana. U drugom slucaju istrazivani su
ucinci ekstrakta dumbira (5, 10 1 15 g/kg hrane) kao dodatka hrani na proizvodne parametre,
imunost i oksidativni status kod brojlera (Zidan i sur. 2016.). Primijeceno je znacajno (p<0,05)
povecanje prirasta i finalne tjelesne mase te unosa i konverzije hrane kod brojlera koji su u hrani
dobivali ekstrakt dumbira. Najbolje performanse ostvarili su pili¢i iz skupine koja je dobivala
najvisu koncentraciju pripravka u dozi od 15 g/kg hrane. Istrazivaéi su proucavali u¢inak praha
dumbira usitnjenog na razli¢ite veli¢ine i u razli¢itim dozama (5, 10, 15, 20 i 25 g/kg hrane) na
performanse (povecanje tjelesne mase, unos i konverziju hrane) i biokemijske parametre
seruma tovnih pilica (Ebrahimnezhad i sur. 2014.). Rezultati su pokazali da su proizvodni
parametri znacajno (p<0.05) poboljsani kod pilica kojima je dodan dumbir u odnosu na
kontrolne pili¢e. U istrazivanju Barazesh i sur. (2013.) proucavan je u¢inak dumbira u prahu (5
g/kg, 10 g/kg i 15 g/kg hrane) na performanse (unos hrane, prirast tjelesne mase i konverzije
hrane) kod Ross 308 brojlera s 4 replikacije po tretmanu. Rezultati su pokazali da je povecanje

razine dumbira u prahu uzrokovalo znacajno (p<0,05) smanjenje unosa hrane samo u 2 tjednu
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ispitivanja u skupini koja je dobivala 10 g/kg hrane i povecanje prirasta u 5 tjednu pokusa kod
brojlera koji su dobivali 10 i 15 g/kg hrane. Nije bilo znacajnih razlika u ukupnom unosu hrane,
prirastu tjelesne mase i konverziji hrane u odnosu na kontrolnu skupinu. Procijenjen je u¢inak
hranjenja dodatkom praha dumbira (2-6 g/kg hrane) na proizvodne rezultate brojlera tijekom
56 dana tova (George i sur. 2015.). Svi proizvodni parametri bili su znacajno (p<0,05) bolji u
tretiranim skupinama u odnosu na kontrolnu s time da je porast performansi bio u pozitivnoj
korelaciji s dozom pripravka. Muski Ross 308 brojleri hranjeni su prahom dumbira u dozama
od 1.5 g/kg, 2 g/kg i 2.5 g/kg hrane tijekom 42 dana tova (Qorbanpour i sur. 2018.). Osim
znacajnog (p<0,05) smanjenja unosa hrane u prva tri tjedna istrazivanja skupine koja je dobivala
2.5 g/kg hrane eksperimentalna prehrana nije utjecala na unos hrane, tjelesnu masu i konverziju
hrane tijekom cijelog istrazivanja. Herve i sur. (2019.) su istrazivali utjecaj eteri¢nog ulja
dumbirovog rizoma (50, 100 i 150 pL/kg tjelesne tezine) na proizvodne performans i razine
serumskih metabolita japanskih prepelica. Rezultati su pokazali da dumbir nije imao znacajan
(p>0,05) utjecaj na proizvodne parametre. U drugom istrazivanju na brojlerima, 10, 20 i 30 g/kg
korijena dumbira u prahu znacajno (p<0,01) je povecalo konverziju hrane samo u skupini
hranjenoj najvisom dozom (Hutahail i sur. 2019.). Rio i sur. (2019.) istrazili su u¢inak dodatka
dumbira u prahu (2.5 g/kg, 5 g/kgi 7.5 g/kg hrane) na proizvodne rezultate Cobb 400 brojlera.
Rezultati su pokazali da je dodatak dumbira u prahu imao znac¢ajan (p<0,05) uéinak na finalne
mase svih tretiranih skupina te je takoder znacajno smanjio konverziju hrane skupine 5 g/kg i
7.5 g/kg dok je u¢inak na unos hrane izostao. An i sur. (2019.) istrazivali su u¢inak ekstrakta
dumbira (1 g/kg hrane) na proizvodne performanse kokosi nesilica. Ekstrakt dumbira znacajno
(p<0,05) je poboljsao sve proizvodne parametre kokosi nesilica. Herawati (2010.) je istrazivao
ucinak razlicitih koncentracija (5 g/kg, 10 g/kg, 15 g/kg 1 20 g/kg hrane) dumbirovog praha u
hrani na performanse tovnih pili¢a. Njegovi rezultati pokazuju znac¢ajno (p<0,05) smanjenje
unosa hrane u skupini koja je dobila najvecu dozu pripravka. Takoder je zabiljezio znacajno
(p<0,05) nizu konverziju kod svih tretiranih skupina dok je porast tjelesne mase bio znacajno
bolji samo u skupini koja je dobila 15 g/kg. Javid i sur. (2019.) testirali su dvije koncentracije
(2.51 5 g/kg hrane) praha dumbira na tovnim pili¢ima kroz 42 dana. Primijetili su zna¢ajno
(p<0,05) povecanje tjelesne mase kod obje doze dumbira i to na svim mjernim intervalima
tijekom tova (14. Dan, 21. Dan i 42. Dan). S druge strane, Khonyoung i sur. (2012.) zabiljezili
su samo znacajno (p<0,05) veci unos hrane kod brojlera koji su dobivali 2.5 g/kg fermentiranog
praha dumbira i to u periodu od 7. do 21. dana tova dok kod ostalih parametara nije bilo
znacajnih razlika. Povecane tjelesne mase (p<0,001) svih tretiranih skupina Cobb 500 brojlera

hranjenih razli¢itim dozama (5, 10 1 15 g/kg) praha dumbira zabiljeZene su u istrazivanju Al-
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Khalaifah i sur. (2022.). Oni su takoder objavili da su sve skupine pili¢a koji su dobivale dumbir
imale znacajno (p<0,031) manji unos hrane u odnosu na kontrolne pilic¢e tijekom 35 dana tova.
Znacajno viSe zavr$ne mase pili¢a kojima je dodan dumbir (3, 6 i 9 g/kg hrane) na 35. dan
istrazivanja prikazali su Asghar i sur. (2021.). Zna¢ajno viSu finalnu masu u odnosu na
pozitivnu (antibiotik) i negativnu kontrolu imale su skupina koje su dobivale 3 i 6 g/kg dok kod
skupine s 9 g/kg nije bilo razlike. Znacajno (p<0,05) visi unos hrane ostvaren je u skupini koja
je dobivala 9 g/kg hrane te je ta skupina imala i znacajno (p<0,05) visu konverziju zajedno s

kontrolnim skupinama u odnosu na skupine koje su dobivale 3 i 6 g/kg.

2.3.2.2. Utjecaj dumbira na mikrobiom crijeva

Probavni sustav tovnih pili¢a je najvaznije mjesto u kojem obitavaju mnogobrojne vrste
mikroorganizama od kojih su najvaznije prikazane u Tablici 4. Slijedom toga pronadene su
razli¢ite vrste interakcija izmedu brojlera i njihove crijevne mikrobiote koje se prvenstveno
odnose na: 1) razmjenu hranjivih tvari, 2) modulaciju imunolo§kog sustava, 3) fiziologiju
probavnog sustava i 4) kontrolu patogenih bakterija (Clavijo i Vives Florez, 2018.).
Ucinkovitost fitobiotika u modulaciji mikrobioma brojlera varira, uglavnom zato §to se njihove
aktivne komponente mogu razlikovati ovisno o nacinu ekstrakcije, zemljopisnom podrijetlu,
biljnom genotipu i1 vremenu skladiStenja. Etericna ulja su opsezno proucavana i koriStena u
avikulturi za poboljSanje sigurnosti hrane za Zivotinje, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako
bi se potvrdilo mogu li poboljsati proizvodne parametre i zdravlje zivotinja (Diaz-Sanchez i
sur., 2015.). Utjecaj pripravka na bazi dumbira na cjelokupan mikrobiom crijeva brojlera prema
nama dostupnoj literaturi do sada nije istrazen ali postoje istrazivanja koja prikazuju djelovanje
dumbira na promjene pojedinih bakterijskih populacija. Tako na primjer Saleem i sur. (2020.)
objavljuju da je kod brojlera koji su dobivali prah dumbira u koncentraciji od 0.25 1 0.5% hrane
primijecen znacajno veci broj kolonija laktobacila i kvasaca u svim segmentima tankoga crijeva
u usporedbi s kontrolnom skupinom. To je u suglasju s drugim istrazivacima koji su takoder
utvrdili da dodatak dumbira potice rast laktobacila, a smanjuje patogene bakterije kao $to su
mezofilni aerobi, koliformi ukljucujuci E. coli i time poboljsava apsorpciju hranjivih tvari Sto
dovodi do boljeg prirasta i konverzije hrane (Tekeli, 2007.). Tako na primjer Salmanzadeh
(2015.) navodi da je dodatak praha dumbira japanskim prepelicama u dozi od 0.5 — 0.9 g/kg
hrane znacajno smanjio broj E. coli i Salmonella u ileumu dok je povisio broj laktobacila $to je

u konacnici pozitivno djelovalo na proizvodnost. U istrazivanju na biserkama takoder je
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primijecen porast laktobacila u ileumu kod skupine koja je dobivala srednju dozu praha dumbira
(40 g/kg) dok kod ostalih skupina nije bilo znacajnih promjena (Oso i sur., 2013.). Autor
takoder navodi da je mehanizam djelovanja fitobiotika najvjerojatnije posljedica pojacane
sekrecije sluzi koja smanjuje moguénost vezanja patogenih bakterija za epitel crijeva (Jamroz i
sur. 2006.). Antibakterijski u¢inak etanolnog ekstrakta dumbira dokazan je i in vitro (Ekwenye
I Elegalam, 2005.) gdje je postigao znacajnu inhibiciju patogenih bakterija E. coli i S. typhi. S
druge strane, u ilealnom sadrzaju brojlera hranjenih sa 0.15 do 0.25% praha dumbira primijecen
je porast E. coli i ukupnih koliforma dok nije bilo znafajnog utjecaja na laktobacile
(Qorbanpour i sur., 2018). Sli¢ni rezultati su zabiljeZeni u istrazivanju u kojem je tekuéi ekstrakt
dumbira davan brojlerima tijekom sedam dana (Ofongo i Ohimain, 2015.) U pokusu je

primijecen neselektivan uc¢inak dumbira koji je smanjio razine patogenih i probiotskih vrsta

bakterija u voljci, ileumu i cekumu §to autori smatraju ozbiljnim nedostatkom.

Tablica 4. Vazni rodovi bakterija izolirani iz probavnog sustava brojlera.

Koljeno Rod Literatura
Firmikuti Anaerostipes, Blautia, (Borda-Molina i sur., 2018.;
Butyrivibrio, Broom i Kogut, 2018.;

Clostridium, Ethanoligenes,
Eubacteria, Flavonifractor,
Hespellia, Lachnospiraceae,
Lactobacillus, Leuconostoc,
Megamonas,
Pseudoflavonifractor,
Roseburia, Ruminococcus,
Streptococcus, Veillonella

Clavijo i Vives Florez,
2018.)

Bakteroidete

Bacteroides, Paraprevotella,
Prevotella, Riemerella,
Tannerella

Clavijo i Vives Florez
(2018.)

Proteobakterije

Campylobacter,
Desulfohalobium,
Escherichia, Gallibacterium,
Neisseria, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Vibrio,
Yersinia

(Ae Kim i sur., 2017.; Bailey
i sur., 2018.; Clavijo i Vives
Florez, 2018.)

Aktinobakterije

Bifidobacterium,
Corynebacterium,
Streptomyces

(Shang i sur., 2018.; Teng i
Kim, 2018.)

Preuzeto iz Marmion i sur., (2021.)
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2.3.2.3. Utjecaj dumbira na diferencijalnu krvnu sliku

U istrazivanju hematoloSkih parametara Cobb 500 brojlera hranjenih razli¢itim
koncentracijama (5, 101 15 g/kg) dumbira u prahu 35. dana istrazivanja primije¢ena je znacajno
(p<0,001) visa koncentracija leukocita u svim tretiranim skupinama u odnosu na kontrolu (Al-
Khalaifah i sur., 2022.). Osim toga, udio heterofila kod ptica iz skupina hranjenih dumbirovim
prahom (10 i 15 g/kg hrane) bio je znatno (p<0,001) vec¢i od postotaka kontrolne skupine, a
pogotovo u skupini koja je dobivala najvisu dozu dumbirovog praha. Kod ostalih hematoloskih
parametara nije bilo znacajnih razlika. Medutim, Onu (2010.) je izvijestila da dodatak praha
dumbira (2.5 g/kg hrane) brojlerima od 5 tjedana starosti nije znacajno utjecao na koncentracije
eritrocita i leukocita. S druge strane, Syed i sur. (2018.) su objavili znac¢ajno (p<0,05) vise razine
leukocita na 21. 1 42. dan istrazivanja u skupini brojlera koja je dobivala mjesavinu fitobiotika
koja ukljucuje dumbir dok medu podvrstama leukocita nije bilo znacajnih razlika. U
istrazivanju lyaode i sur. (2020.) testirane su dvije doze suhog praha dumbira na tovnim
pili¢ima. Autori su objavili da je dumbir uzrokovao znacajan (p<0,05) porast koncentracije
eritrocita u skupini koja je dobivala 10 g/kg te leukocita u obje testirane skupine u odnosu na
kontrolu. Takoder su objavili znacajan (p<0,05) porast udjela neutrofila i limfocita kod brojlera
hranjenih dumbirom u dozi od 10 g/kg. Medutim, Ademola i sur., (2009.) su primijetili odredeni
imunosupresivan u¢inak dumbira Koji je u dozi od 10 g/kg koji je znacajno (p<0,05) smanjio

ukupan broj leukocita, dok kod razine eritrocita nije bilo znacajnih razlika.

2.3.2.4. Biokemijski pokazatelji u serumu

Zhang i sur. (2009.) su u istrazivanju dodatka dumbira (5 g/kg hrane) na tovnim pili¢ima
zabiljezili visu (p<0,05) koncentraciju albumina, globulina i ukupnih proteina te smanjenu
(p<0,01) razinu kolesterola 21. i 42. dana. Onu (2010.) je izvijestila da dodatak praha dumbira
(2.5 g/kg hrane) 5 tjedana starim brojlerima nije znacajno utjecao na koncentracije ukupnih
proteina, albumina, globulina, uree i kreatina. Al-Homidan (2005.) je primijetio smanjenje
ukupnih proteina 1 globulina u plazmi pili¢a kod dodatka 60 g/kg Sto mozZe biti posljedica
toksi¢nog ucinka dumbira. Habibi i sur., (2014.) su hranili brojlere izlozene toplinskom stresu
osnovnim obrokom koji sadrzi ili 7.5 ili 15 g/kg praha dumbira i 75 ili 150 mg/kg eteri¢nog ulja
dumbira te nisu zabiljezili razlike u biokemijskim parametrima seruma 35. dana istrazivanja.

Farinu i sur. (2004.) su primijetili da dodatak dumbira od 5, 10 i 15 g/kg nije utjecao na ukupne
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proteine i1 albumin u serumu brojlera. S druge strane, istrazivanje Shewita 1 sur., (2018.) je
zabiljezilo znacajno (p<0,05) povecéanje ukupnih proteina te znacajno smanjenje razine
kolesterola i HDL-a kod doze dumbira od 6 g/kg. Osim toga, razine serumskog VLDL-a i
triglicerida znacajno su se smanjile u skupinama kojima je dodan dumbir u usporedbi s
kontrolom. Autori su istrazivali koristenje razli¢itih razina (0.4% i 0.6%) ekstrakta dumbira
apliciranog putem vode na parametre krvi i lipidne parametre brojlera (Saeid i sur. 2010.).
Rezultat je pokazao znacajno (p<0,05) nizu razinu glukoze i mokraéne kiseline u pokusnim
skupinama. Sadrzaj ukupnih proteina, albumina i globulina nije pokazao znacajne razlike.
Razina kolesterola i triglicerida u serumu brojlera bila je znacajno (p<0,05) niza u pokusnoj
skupini dok kod serumskog HDL, LDL i VLDL - kolesterola nije bilo zna¢ajnih (p>0,05)
razlika izmedu tretmana. Rezultati istrazivanja pokazali su da je dodatak dumbira putem vode
u obje doze smanjio razinu glukoze i kolesterola u krvi tovnih pili¢a. Zidan i sur. 2016.
primijetili su da je dodatak ekstrakta dumbira znacajno (p>0,05) smanjio razinu ukupnog
kolesterola i triglicerida u serumu. Smanjenje ovih parametara je bilo u korelaciji s pove¢anjem
doze testiranih pripravaka. Biokemijski parametri seruma brojlera hranjenih prahom dumbira u
razli¢itim dozama i veli¢inama Cestica nisu pokazali znacajne (p>0,05) promjene osim za
vrijednosti LDL-a koje su bile smanjene (Ebrahimnezhad i sur. 2014.). Rezultati istrazivanja
grupe autora su pokazali da je poveéanje razine dumbira u prahu u hrani Ross 308 brojlera
uzrokovalo znacajno (p>0,05) smanjenje razine glukoze u skupini koja je dobivala 15 g/kg
hrane. Razine triglicerida, kolesterola i LDL-a nisu pokazale znacajne razlike dok je razina
HDL-a bila visa u skupini koja je dobivala 15 g/kg (Barazesh i sur. 2013.). U istrazivanju
Qorbanpoura i sur. (2018.) na muskim Ross 308 brojlerima nisu zabiljeZene statisticki znacajne
razlike u parametrima serumske biokemije izmedu promatranih skupina tijekom 42 dana tova.
Razlike u ovim rezultatima vjerojatno su posljedica razli¢itih doza i eksperimentalnih uvjeta. U
drugoj studiji ekstrakt korijena dumbira u dozi od 0.1 g/kg hrane kokosi nesilica znacajno je
smanjio aktivnost ALT i AST u serumu (Wen i sur. 2019.). Herve i sur. (2019.) su istrazivali
utjecaj etericnog ulja dumbirovog rizoma (50, 100 i 150 uL/kg tjelesne tezine) na razine
serumskih metabolita japanskih prepelica. Rezultati su pokazali da je dumbir znacajno smanjio
razinu Kreatinina, ukupnog kolesterola, triglicerida i LDL-a (p<0,05) dok je znacajno povisio
razinu HDL-a samo u skupini koja je dobila najvisu dozu. Takoder je znacajno snizio razine
ALT i AST u svim tretiranim skupinama u odnosu na kontrolu. U istrazivanju Tekeli i sur.
(2011.) na brojlerima u tovu primijecen je znacajno (p<0,05) niza razina kolesterola kod pili¢a
koji su dobivali 0.24 g/kg ekstrakta dumbira u odnosu na pozitivnu kontrolu dok kod triglicerida
i glukoze nije bilo znacajne razlike. Dodatak praha dumbira u dozi od 5 i 7.5 g/kg hrane
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znacajno (p<0,05) je smanjio koncentraciju kolesterola u serumu kokosi nesilica (Akbarian i
sur., 2011.). Novije istrazivanje Al-Khalaifah i sur. (2022.) jo§ jednom je prikazalo ucinak
suplementacije dumbirovog praha (5, 10 1 15 g/kg) na razine kolesterola i triglicerida u serumu
tovnih pili¢a. Ukupan kolesterol i trigliceridi bili su znac¢ajno (p<0,001) nizi u svim tretiranim
skupinama na 35. dan istraZivanja. Razina HDL-a bila je zna¢ajno (p<0,001) visa dok je razina
LDL-a bila znacajno (p<0,001) niza kod svih pokusnih skupina u odnosu na kontrolu. Znacajno
(p<0,05) smanjenje kolesterola i triglicerida u krvi brojlera hranjenih sa 6 g/kg praha dumbira
u usporedbi s pozitivnom i negativnom kontrolom primijec¢eno je u pokusu Asghara i sur.
(2021.). Oni su takoder zabiljezili znac¢ajno (p<0,05) visu razinu HDL-a u skupini koja je

dobivala 3 g/kg dok je razina LDL-a bila znacajno (p<0,05) niza u svim tretiranim skupinama.

2.3.2.5. Antioksidacijski status

Zhang i sur. (2009.) su objavili da je dodatak dumbira u dozi od 5 g/kg znacajno
(p<0,01) povecao aktivnosti SOD i GPx i smanjio razinu MDA u serumu tovnih pili¢a u dobi
od 21. i 42. dana. Prema njima ucinak dumbira na aktivnost SOD linearno se povecavao
(p<0,001) smanjivanjem veli¢ine Cestica dumbira od 300 do 37 um na 42. dan istrazivanja.
Zhao i sur. (2011.) su dokumentirali da je dodatak praha dumbira u kokosi nesilica poboljsao
antioksidativnu aktivnost SOD i GPx seruma te smanjio razinu MDA na 35. i 70. dan
istrazivanja. Stovise, dodatak dumbira u dozi od 5 i 7.5 g/kg hrane je znagajno (p<0,05) povecao
aktivnosti GPx i smanjio koncentraciju MDA u serumu kokosi nesilica (Akbarian i sur., 2011.).
Prema istrazivanju Habibija i sur., (2014.) na brojlerima pod toplinskim stresom skupina koja
je primala 150 mg/kg etericnog ulja dumbira imala je povecanu aktivnost ukupne superoksid
dismutaze (TSOD) u jetri, a koncentracija MDA u jetri se znacajno (p<0,05) smanjila u
skupinama koje su dobile dumbir u prahu i eteri¢no ulje. Nije bilo zna¢ajne razlike u vrijednosti
GPx, TSOD i CAT u eritrocitima. Sve tretirane skupine povecale su ukupni antioksidacijski
kapacitet (TAC) i smanjile koncentraciju MDA u serumu u usporedbi s kontrolnom skupinom.
Dodatak ekstrakta dumbira znacajno (p<0,05) je smanjio razinu MDA u tkivu prsnog i bedrenog
misica brojlera ve¢ u koncentraciji od 5 g/kg hrane (Zidan i sur. 2016.). U drugoj studiji ekstrakt
korijena dumbira u dozi od 0.1 g/kg hrane kokosi nesilica povecao je aktivnost superoksid
dismutaze i smanjio razinu MDA u serumu (Wen i sur. 2019.). U drugom istrazivanju na
brojlerima, 10, 20 i 30 g/kg korijena dumbira u prahu znacajno (p<0,05) je smanjilo razinu

MDA u serumu samo u skupini koja je dobivala 20 g/kg dok je u skupini od 10 g/kg MDA bio
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znacajno visi, a u skupini od 30 g/kg nije bilo znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolu (Hutahail
i sur. 2019.). U istrazivanju An i sur. (2019.) promatran je ucinak ekstrakta dumbira (1 g/kg
hrane) na antioksidativni status kokos$i nesilica. Ekstrakt dumbira nije utjecao na razinu
glutation peroksidaze i ukupni antioksidativni kapacitet, ali je znacajno (p<0,05) poboljsao
aktivnost SOD i smanjio razinu MDA. Smanjena razina MDA u serumu i tkivu jetre tovnih
pilica hranjenih prahom dumbira (5, 10 i 15 g/kg hrane) objavljena je u istrazivanju Al-
Khalaifah i sur. (2022.). Oni su takoder primijetili znacajno (p<0,021) visi antioksidativni
kapacitet i razine TSOD i CAT u jetri kod svih skupina tretiranih brojlera, dok kod GPx nije

bilo znacajnih razlika.

2.3.2.6. Morfometrija tankog crijeva

Incharoen i Yamauchi (2009.) su otkrili veée ali ne i statisticki znacajne vrijednosti
visine i povrsine crijevnih resica, povrsine stanica i stani¢ne mitoze u segmentima tankog
crijeva kokosi nesilica hranjenih dodatkom fermentiranog praha dumbira u dozi od 10 i 50 g/kg
hrane. Na tom tragu je i istraZivanje Shewita i sur., (2018.) u kojem su sve skupine s dodatkom
praha dumbira imale veée duljine crijevnih resica, a one koje su dobivale 2 odnosno 4 g/kg su
imale vece dubine kripti od kontrolne skupine. U istrazivanju istih autora (Incharoen 1 sur.,
2010.) na brojlerima, ali s manjim dozama suhog fermentiranog dumbira (5, 10 i 20 g/kg hrane)
nije primijeCeno znacajno povecanje visine i povrSine crijevnih resica, ali je zabiljezeno
povecanje povrsine stanica 1 mitoze kod svih skupina tretiranih prahom fermentiranog dumbira.
Javid 1 sur. (2019.) testirali su ucinak dvije doze (2.5 i 5 g/kg hrane) praha dumbira na
morfometriju segmenata tankog crijeva tovnih pilica. Na 42. Dan istrazivanja uzorkovali su 8
zivotinja po tretmanu te ustanovili da je dodatak dumbira znacajno (p<0,05) povecao duzinu
crijevnih resica u svim segmentima tankog crijeva, a porast je bio veci kod pilica koji su
dobivali ve¢u dozu dumbira. Sirina crijevnih resica duodenuma bila je zna¢ajno (p<0,05) veéa
u tretiranim skupinama dok je u jejunumu i ileumu §irina resica bila znac¢ajno (p<0,05) manja
u odnosu na kontrolnu skupinu. Vrijednosti dubine kripti bile su znacajno (p<0,05) vece kod
tretiranih skupina u vec¢ini segmenata tankog crijeva s izuzetkom ileuma kod doze od 2.5 g/kg
gdje nije bilo znacajne razlike. Utjecaj dodavanja razli¢itih doza (20, 40 1 60 g/kg) praha
dumbira u hranu biserki znacajno (p<0,05) je povecao duzinu resica u duodenumu i ileumu dok
je u jejunumu ucinak izostao. Takoder, dubina kripti je bila znacajno (p<0,05) manja u svim

skupinama u duodenumu i ileumu dok je u jejunumu nije bilo znac¢ajnih razlika (Oso i sur.,
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2013.). U istrazivanju Khonyoung i sur. (2012.) testirana je u¢inkovitost razli¢itih doza (2.5, 5
i 10 g/kg hrane) fermentiranog praha dumbira na histologiju crijeva brojlera izlozenih
toplinskom stresu. Autori su objavili da nije bilo znac¢ajnih razlika u duzini i povrsini crijevnih
resica segmenata tankog crijeva kod svih skupina pili¢a u istrazivanju. Slian rezultat je
prikazan i kod drugog autora (Salmanzadeh, 2015.) koji je hranio japanske prepelice razli¢itim
dozama (0.5 do 0.9 g/kg hrane) suhog praha dumbira te ustanovio da nema znacajnih razlika u
duzini resica jejunuma tretiranih i kontrolnih ptica. Utjecaj razlicitih koncentracija (3, 619 g/kg
hrane) dumbira na morfometriju duodenuma tovnih pili¢a na 35. dan istrazivanja opisano je u
istrazivanju Asghara i sur. (2021.). Oni su zabiljezili znac¢ajno (p<0,05) vise crijevne resice kod
svih tretiranih skupina u odnosu na pozitivnu (antibiotik) i negativnu kontrolu. Znacajno
(p<0,05) povecanje Sirine resica i dubine kripti primijeceno je kod skupina koje su dobivale 3 i

6 g/kg u odnosu na pozitivnu kontrolu.

2.3.2.7. Histologija jetre

Jetra je izrazito vaZan organ koja obavlja mnoStvo metaboli¢kih funkcija vaznih za
detoksikaciju, promet hranjivih tvari i normalnu imunosnu funkciju (EI-Mahalaway i sur.,
2015.). Selekcijom hibrida unaprijedili smo proizvodne rezultate i ué¢inkovitost proizvodnje ali
smo izlozili Zivotinje viSoj razini metabolickog stresa povezanog s intenzivnim rastom i
konzumacijom hrane koji u kombinaciji s vanjskim stresorima moZe znacajno narusiti
zdravstveno stanje tovnih pili¢a (Oke 1 sur., 2020.). Subklini¢ke infekcije veliki su problem u
intenzivnom uzgoju brojlera te ¢esto rezultiraju patoloskim promjenama tkiva jetre (Gesek i
sur. 2014.). Nekoliko istrazivanja pokazalo je da subklinicke infekcije s bakterijom Clostridium
perfringens predstavljaju jedan od glavnih uzroka ostecenja jetre u tovnih pili¢a (Sasaki i sur,.
2000., Sasaki i sur., 2003.). Histopatoloskim nalazom utvrdena je masivna proliferacija zu¢nih
kanalica, proliferacija vezivnog tkiva oko duktula, nekroza hepatocita i znatna infiltracija
limfocita i heterofila u tkivu jetre kao rezultat njegovog ostecenja (Gesek i sur., 2014., Sasaki i
sur., 2000.).

U nama dostupnoj literaturi nismo mogli pronaci radove koji opisuju utjecaj dumbira na
patoloske promjene pojedinih organa i tkiva tovnih pilica ali postoje navodi koji opisuju
hepatoprotektivan ué¢inak na modelu $takora. U istrazivanju Hasan i sur. (2016.) promatran je
ucinak ekstrakta dumbira u dvije doze (300 i 600 mg/kg/dan) na regresiju fibroze jetre

uzrokovane ugljik tetrakloridom (CCls) i njegov mehanizam djelovanja. Otkrili su da ekstrakt
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dumbira znacajno sprjecCava oStecenje jetre jer su izmjerene nize koncentracije jetrenih enzima
I razine proupalnih citokina. U jo$ jednom istrazivanju promatran je utjecaj eteri¢nog ulja
dumbira u dozi od 200 mg/kg tjelesne mase Stakora na akutnu toksi¢nost masne jetre
uzrokovanu etanolom (Nwozo i sur. 2014.). Autori su opisali da je dumbir smanjio razine
jetrenih enzima u serumu kao i razine jetrenog MDA, a povisio razine antioksidativnih enzima
(GSH, GST i SOD). Sukladno tome smatramo da kod proizvoda dobivenih od biljke dumbira
postoji potencijal koji bi poboljsao funkciju jetre ali je potrebno utvrditi optimalnu dozu i nacin

primjene.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Suvremeni trendovi u proizvodnji zivotinja nastoje minimizirati ili zabraniti uporabu
antibiotika zbog njihovih nuspojava na zivotinjama i ljudima pa je potrebno razvijati dugoro¢no
odrzive promotore rasta i zdravlja. Pumbir (Zingiber officinale Roscoe) je dobro poznata biljka
koja se koristi kao dodatak prehrani za ublazavanje odredenih bolesti u tradicionalnoj medicini.
Dosadasnja istrazivanja o ucinkovitosti dumbira kao nutritivnog dodatka za perad variraju ali
postoje indikacije da moze potaknuti intenzivniji rast, poboljsati funkciju crijeva i oksidativni
status peradi. Medutim, doziranje, primjenu (putem hrane ili vode) te ekstrakcijske procese
treba standardizirati kako bi mogli biti sigurni u njegovu uc¢inkovitost. Trenutne spoznaje o
ucinkovitosti dumbira kao nutritivnog dodatka za perad su neujednacena zbog velike
varijabilnosti medu koriStenim pripravcima. Velik broj i razli¢ite koncentracije aktivnih spojeva
u dumbiru (gingeroli, shogaoli, gingerdioli i gingerdioni) otezavaju objektivnu usporedbu
testiranih dodataka i njihovu djelotvornost. U naSem istrazivanju se po prvi puta primijenio
standardizirani oblik ekstrakta dumbira s kemijski definiranim sastavom koji je omogucio
objektivnije testiranje.

U ovom istrazivanju koristio se standardizirani ekstrakt dumbira u tri razli¢ite doze, a
pratio se njegov utjecaj na proizvodnost, morfologiju i mikropopulaciju crijeva te
antioksidacijski status tovnih pili¢éa. Prema nasim saznanjima u ovom trenutku u svijetu ne
postoji istrazivanje koje je koristilo pripravak dumbira farmakoloske kvalitete u hranidbi peradi
pa su rezultati pokusa od iznimne vaZnosti na medunarodnoj znanstvenoj razini. Sukladno tome

ciljevi disertacije su:

1. Odrediti naju¢inkovitiju dozu standardiziranog ekstrakta dumbira koja bi stimulirala
intenzitet rasta te unos i konverziju hrane u intenzivnom tovu pili¢a.

2. Procijeniti utjecaj standardiziranog ekstrakta dumbira na bakterijske populacije
tankoga crijeva.

3. Ustanoviti u¢inak dumbira na morfologiju crijeva te njen resorptivni kapacitet

4. Istraziti utjecaj dumbira na oksidativni stres te njegov negativan ucinak na
proizvodnost.

5. Potvrditi neskodljivost testiranog pripravka na zdravstveno stanje
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal

4.1.1. Uvijeti drzanja Zivotinja na OPG-u

Istrazivanje na tovnim pili¢éima provedeno je na OPG-Mihokovi¢ koje se nalazi u
Novigradu Podravskom na sjeverozapadu Hrvatske. Ptice su bile smjeStene u prostoriji S
kontroliranim mikroklimatskim uvjetima na dubokoj stelji od hoblovine jelovog drveta.
Temperatura u pokusnom prostoru je odrzavana putem infracrvenih zarulja i plinskog topa s
automatskim podeSavanjem. Prostor je bio grijan na 32 ° C od 1. do 7. dana, te je zatim
temperatura postepeno snizavana brzinom od 3 °C tjedno i odrzavana na sobnoj temperaturi do
kraja istrazivanja. Svjetlo je bilo upaljeno 0-24 tijekom cijelog razdoblja istrazivanja. Ptice su
bile hranjene ad libitum te su imale slobodan pristup vodi tijekom cijelog pokusa (Slika 7.).
Ventilacija se sastojala od ventilatora koji usisava svjez zrak te nekoliko otvora na krovu

prostorije kroz koje je izlazio zagrijani i onecisceni zrak iz $tale.

Slika 7. Hranjenje tovnih pili¢a u pokusnoj nastambi OPG-a Mihokovi¢
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4.1.2. Pokusne Zivotinje

U istrazivanju se koristio teski hibrid pasmine Ross 308 (Aviagen, Inc.) koji zbog svoje
superiorne genetike predstavlja najzastupljeniju tovnu liniju u svjetskim okvirima. Ross 308 je
robustan, brzorastuci brojler koji u¢inkovito iskoristava hranu i ima odlican prinos mesa.
Dizajniran je da zadovolji zahtjeve kupaca Kkoji zahtijevaju dosljednost performansi i

svestranost kako bi zadovoljio siroki raspon zahtjeva potroSaca

4.1.3. Krmne smjese za tov pili¢a

Hrana je formulirana da zadovolji potrebe za hranjivim tvarima tovnih pili¢a prema
specifikaciji za hibrid Ross 308. Sve smjese su pripremljene u jednoj seriji. Standardizirani
ekstrakt dumbira najprije se pomije$a0 S premiksom Koji je zatim bio pomije$an s drugim
sastojcima i pohranjen u pokrivene spremnike prije hranjenja. Krmne smjese su pripremljene
pod nadzorom u mjesaonici stoéne hrane Kusi¢ promet d.o.o. (Psarjevo donje 61, Sveti lvan

Zelina). Analiticki i sirovinski sastav smjesa kori$tenih u istrazivanju prikazan je u Tablici 5.
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Tablica 5. Analiti¢ki i sirovinski sastav krmnih smjesa (izraZzen u suhoj tvari) za tovne pilic¢e
koriStene u pokusu

Stavka Starter Finisher
Sastav %
Kukuruz 49.3 51.8
Sojina sa¢ma (46% SB) 31.0 21.2
Lucerna 3.0 4.0
Kukuruzni gluten 5.0 3.0
Stocni kvasac 2.0 4.0
Premiks* 5.0 5.0
Suncokretovo ulje 4.7 5.0
Soja tostirana - 6.0
Ukupno 100 100
Izracun sastava
SB (%) 22.03 20.07
Lizin (%) 1.25 1.04
ME (MJ/kg) 12.67 13.04
SM (%) 7.27 8.72
SV (%) 35 4.23
Pepeo (%) 6.68 6.33
Ca (%) 1.05 1.0
P iskoristivi (%) 0.40 0.38

*Sastav vitaminsko-mineralnog dodatka (na kg smjese): vitamin A 2.600.000 1J; vitamin D3
1.000.000 1J; vitamin E (DL-a tokoferol acetat) 16.000 mg; vitamin K3 800 mg; vitamin B1
800 mg; vitamin B2 1.600 mg; vitamin B6 800 mg; vitamin B12 4.000 mcg; vitamin C 3.000
mg; Niacin 12.000 mg; Pantotenska kiselina 3.000 mg; Folna kiselina 400 mg; Biotin 30 mg;
Kolin klorid 79.800 mg; Zeljezo (FeSO4) 7.800 mg; Jod (KJ) 210 mg; Bakar (CuSQO4) 3.000
mg; Mangan (MnO) 19.800 mg; Cink (ZnO) 20.250 mg; Selen (Na2SeOs) 60 mg.

36



4.1.4. Pokusni pripravak

Antimetil® (Tilman S. A., Belgija) je standardizirani dodatak prehrani koji u svom
sastavu ima 10.8 % fenolnih spojeva koji su bioloski aktivni. Antimetil® sadrzi 10 puta vise
koncentriranog ekstrakta dumbira od tradicionalnog dumbira u prahu. Njegova prirodna

formula razvijena je kako bi pomogla u odrzavanju optimalne probavne ravnoteze kod ljudi.

4.1.5. Pokusne skupine i plan pokusa

Dvije stotine jednodnevnih Ross 308 pilica (mjeSovita spola) nasumiéno je rasporedeno
u 20 kaveza (10 ptica po kavezu) koji su zatim nasumce podijeljeni u 4 skupine (tretmani, 5
replikacija po tretmanu). Jedna skupina je dobivala samo osnovnu hranu (kontrolna), a druge
Su hranjene osnovnom hranom u koju je u razli¢itim koncentracijama dodan standardizirani
ekstrakt dumbira na razini 2.5, 51 10 g/kg. Eksperiment je postavljen kao potpuni nasumicni
blok dizajn, a kavezi su koristeni kao replikacijske jedinice. Brojleri su hranjeni starter smjesom
od dana 1. do 21. i finisher smjesom od dana 22. do 42. Detaljni opis tretmana tovnih pili¢a

ekstraktom dumbira u razli¢itim koncentracijama prikazan je u Tablici 6.

Tablica 6. Detaljni opis tretmana tovnih pilica ekstraktom dumbira u razli¢itim
koncentracijama

Skupina  Kratica Tretman Koncentracija Dodatak Broj Broj
P (%) VT g/kg hrane zivotinja  replikacija

Kontrola K - - - 10 5

Pokus1  p1  CKstrakt 0.0025 25 10 5
dumbira

Pokus2  p2  Ckstrakt 0.005 5 10 5
dumbira

Pokus 3 pg  Ekstrakt 0.01 10 10 5
dumbira
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4.2. Metode

4.2.1. Uzimanje uzoraka i mjerenja

Pracenje tjelesne mase i unosa hrane provedeno je na tjednoj bazi na razini kaveza s
ciljem odredivanja prosje¢nog dnevnog prirasta, prosjecnog dnevnog unosa hrane i konverzije
hrane (Slika 8.). Mortalitet i zdravstveno stanje biljezeno je svakodnevno tijekom cijelog
eksperimentalnog razdoblja. Dana 21. i 42. istrazivanja, 40 ptica (2 ptice po kavezu, odnosno
10 po tretmanu) nasumicno je odabrano nakon 12 sati posta za prikupljanje periferne krvi
potrebne za odredivanje hematoloskih i biokemijskih parametara. Na 42. dan istrazivanja, dvije
ptice po kavezu (ukupno 40 zivotinja) nasumce je odabrano za zrtvovanje kako bi prikupili

uzorke tkiva jetre i tankog crijeva za histolosku i morfometrijsku pretragu.

Dozvola za provodenje istraZzivanja odobrena je od strane Odbora za etiku

Veterinarskog fakulteta u Zagrebu.

Slika 8. Vaganje zivotinja tijekom istrazivanja
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4.2.1.1. Periferna krv

Uzorci periferne krvi prikupljeni su venepunkcijom (Slika 9.) iz desne jugularne vene
(v. jugularis dextra) u staklene epruvete s podtlakom (Beckton Dickinson, Plymouth, UK). Za
hematologiju je uzeto 2 mL krvi koja je pohranjena u epruvete s etilendiamintetraoctenom
kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom. Za biokemiju i analizu malondialdehida je uzeto 3
mL krvi u epruvete bez antikoagulansa za odvajanje seruma. Uzorci krvi su inkubirani na 37
°C kroz 2 sata, zatim centrifugirani na 1.500 g tijekom 10 minuta, a serum je pohranjen u

Eppendorf epruvetama od 1.5 mL na -20 °C za daljnje ispitivanje.

Slika 9. Uzimanje uzoraka periferne krvi iz vene jugularis
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4.2.1.2. Tkivo duodenuma, jejunuma, ileuma i jetre

Uzorak crijeva (0.5 cm duZine) je uzet na srednjem dijelu svakog od crijevnih segmenata
za histoloska i morfometrijska mjerenja (Slika 10.). Crijevni segment od Zeluca do gusteracinih
i zu¢nih kanala smatran je duodenumom, od kanala do Meckelovog divertikuluma jejunumom,
a od divertikuluma do ileo-cekalnog spoja jejunumom (Incharoen i sur. 2010.). Segmenti
tankog crijeva isprani su u fizioloskoj otopini i pohranjeni u 10% neutralnom formalinu. Uzorak

jetre je uzet neposredno nakon usmréivanja Zivotinje te je pohranjen u 10% neutralnom

formalinu.

o A

Ay A

Slika 10. Uzimanje uzoraka tkiva duodenuma, jejunuma, ileuma i jetre

Segment ileuma od 3 c¢cm duzine za odredivanje mikrobioma uzet je u sredini izmedu
Meckelovog divertikuluma i ileo-cekalnog spoja. Uzorci crijeva sa sadrzajem pohranjeni su u
hladenom spremniku sa suhim ledom te transportirani u laboratorij gdje su pohranjeni na

temperaturi od — 80° C do ekstrakcije DNK.
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4.2.2. Pracenje proizvodnih pokazatelja

Tjelesna masa

Tjelesna masa svih zivotinja mjerena je 1., 21., i 42. dana pokusa na digitalnoj vagi za
vaganje zivotinja (Soehnle professional 9202, Backnang, Germany). Prvog dana pokusa pili¢i
su vagani 1 rasporedeni u skupine i replikacije sukladno izmjerenoj masi kako bi se smanjila

varijabilnost.

Prirast tjelesne mase

Prirast tjelesne mase predstavlja razliku izmedu inicijalne mase zivotinje i finalne mase
u odredenom vremenskom periodu. Tijekom istrazivanja izracunali Smo prirast tjelesne mase
za period od 1. - 21. dana, 22. - 42. dana i 1. - 42. dana. Prirast tjelesne mase indikator je

intenziteta rasta te je mjeren za svaku replikaciju unutar pojedinog tretmana.

Unos hrane

Unos hrane predstavlja koli¢inu pojedene hrane u odredenom vremenskom periodu te
je Cesto u pozitivnoj korelaciji s prirastom tjelesne mase. Tijekom istrazivanja izracunali Smo
unos hrane po pojedinoj replikaciji za period od 1.-21. dana, 22.-42. dana i 1.-42. dana. Unos

hrane je bio korigiran u slu¢ajevima kada je doslo do uginu¢a ili izlu¢ivanja pojedinih Zivotinja.

Konverzija hrane

Konverzija hrane predstavlja koli¢inu hrane (kg) koja je utroSena za jedinicu prirasta
(kg) u odredenom vremenskom periodu, a indikator je u€inkovitosti proizvodnje. Izracunava se

prema formuli:
KH = utroSak hrane/prirast tjelesne mase

Tijekom istrazivanja izracunali smo konverziju hrane u periodu od 1. - 21. dana, 22. -
42. dana i 1. - 42. dana. Konverzija hrane mjerena je za svaku replikaciju unutar pojedinog

tretmana te je po potrebi bila korigirana zbog pojave uginuca.
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4.2.3. Praéenje zdravstvenih pokazatelja

4.2.3.1. Mortalitet

Mortalitet predstavlja broj uginulih ili izluenih Zivotinja u odredenom vremenskom
periodu i indikator je zdravstvenog stanja u jatu. Tijekom istrazivanja biljeZzena su sva uginuca
te je po zavrSetku izracunat kumulativni mortalitet po pojedinom tretmanu i izrazen u obliku

postotka.

4.2.3.2. Odredivanje hematoloskih pokazatelja

Za provodenje hematoloske analize uzoraka pti¢je krvi, standardno automatizirano
brojanje stanica je nepouzdano, jer krvne stanice ptica sadrze jezgru. Stoga se kvantitativno
brojanje bijelih krvnih stanica kod ptica i dalje provodi ru¢no, pri ¢emu se Natt-Herrick metoda
(Natt i Herrick, 1952.) najéesce koristi u veterinarskim laboratorijima. Ru¢no brojanje eritrocita

i leukocita napravljeno je prema postupku opisanom od Campbell (1995.).

Diferencijalna slika bijelih krvnih stanica provedena je po sljede¢em postupku. 1z
svakog uzorka krvi pripremljena su i obojena dva krvna razmaza koriste¢i automatizirani ureda;
za bojenje HEMA-TEK 2000 (Bayer HealthCare AG, Berlin, Njemacka), koriste¢i
modificiranu otopinu Wright-Giemsa (Hematek® Stain Pak, Siemens Healthcare Inc., New
York, SAD). Nakon pripreme pristupilo se brojanju i klasifikaciji stotinu bijelih krvnih stanica.
Postupak je proveden dva puta te se od dva razli¢ita broja izracunala srednja vrijednost kako bi

se dobio postotak za svaku vrstu leukocita (Carisch i sur., 2019.).

4.2.3.3. Odredivanje biokemijskih pokazatelja

Razine metabolita, enzima i elektrolita u serumu tovnih pili¢a odredili smo koristenjem
standardnih metoda na automatskom biokemijskom analizatoru Abbott Architect C4000
(Abbott, SAD). Svi parametri su odredeni koriStenjem Abbott reagensa (Abbott, SAD) osim
globulina 1 GPx. SadrzZaj globulina je odreden racunski kao razlika ukupnih proteina i albumina,

a GPx je odreden Randox reagensima (Randox Laboratories, Crumlin, UK).
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4.2.3.4. Odredivanje malondialdehida

Sadrzaj malondialdehida (MDA) se mjerio pomo¢u HPLC metode opisane od strane
Agarwalla i Chase (2002.). Alikvot od 20 pL injektiran je na Shimadzu LC-2010HT s inert-
Sustain C18 kolonom (4,6 mm 150 mm, veli¢ina Cestica 5 um; GL Sciences, Tokio, Japan).
Koristila se standardna krivulja pripremljena sa 1,1,3,3-tetraetoksipropanom. Tvari koje

reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (TBARS) su izrazene u imol po mL seruma.

4.2.3.5.0dredivanje mikrobioma crijeva

Za ekstrakciju DNK iz uzoraka sadrzaja tankog crijeva tovnih pili¢a, u ovom radu
koristen je GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, SAD).
Sadrzaj tankog crijeva se zbog svog kompleksnog sastava klasificira kao tkivo sisavaca.

Postupak ekstrakcije je izveden na slijede¢i nacin:
1. Priprema tkiva

Komad svjezeg ili smrznutog tkiva brzo je usitnjen i izvagan. Smrznuto tkivo ostavljeno
je da se malo otopi prije rezanja, ali je drzano na ledu kako bi ga zastitili od propadanja.
Rezanjem tkiva na male komadi¢e omogucili Smo u¢inkovitiju lizu. Po pripravku smo koristili

do 25 mg tkiva koje smo prebacili u epruvetu mikrocentrifuge od 1,5 mL.
2. Probava tkiva

U tkivo smo dodali smo 180 ul Lysis Solution T (B6678), a zatim 20 pL otopine
Proteinase K te mijesali vorteksiranjem. Inkubirali smo uzorak na 55 °C dok se tkivo potpuno
nije probavilo. Povremeno smo promijesali i upotrijebili tresu¢u vodenu kupelj. Probava je

obi¢no bila gotova za 4 sata. Nakon zavrSetka probave, kratko Smo promijesali.
3. Liziranje stanica

Dodali smo 200 uL otopine za Lizu C (B8803) u uzorak; te temeljito promijesali
vorteksiranjem (15 sekundi). Za uéinkovitu lizu bitna je homogena smjesa. Inkubirali Smo na

70 °C 10 minuta.
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4. Priprema kolona

Dodali smo 500 pL otopine za pripremu kolone u svaku prethodno sastavljenu
GenElute™ Miniprep vezujuc¢u kolonu (s crvenim o-prstenom) i centrifugirali na 12 000 x g 1
minutu. Tekuc¢inu koja prolazi smo odbacili. Otopina za pripremu kolone maksimalno povecava

vezanje DNK na membranu §to polucuje bolje rezultate.
5. Priprema za povezivanje

Dodali smo 200 pL etanola (95-100%) u lizat i temeljito promijesali vorteks

mijesalicom 5-10 sekundi. Vazno je posti¢i homogenu otopinu.
6. Punjenje lizata

Prenijeli smo cijeli sadrzaj epruvete u tretiranu veznu kolonu iz koraka 4. Upotrijebili
smo vrh pipete sa Sirokim provrtom kako bi smanjili fragmentiranje DNK prilikom prijenosa
sadrZaja u kolonu za vezanje. Centrifugirali Smo na > 6500 % g 1 minutu. Odbacili smo epruvetu
za prikupljanje koja sadrzi tekucinu i stavili kolonu za vezanje u novu epruvetu za prikupljanje
od 2 mL.

7. Prvo ispiranje

Razrijedili smo koncentrat otopine za ispiranje etanolom kako je opisano u uputama za
pripremu. Dodali smo 500 pL otopine za ispiranje u kolonu za vezanje i centrifugirali 1 minutu
na > 6500 x g. Odbacili smo epruvetu za prikupljanje koja sadrzi tekucinu i stavili kolonu za

vezanje u novu epruvetu za prikupljanje od 2 mL.
8. Drugo ispiranje

Dodali smo jos 500 uL otopine za ispiranje u kolonu za vezanje i centrifugirali 3 minute
pri najvecoj brzini (12 000 - 16 000 % g) kako bi osusili kolonu za vezanje. Kolona za vezanje
mora biti bez etanola prije eluiranja DNK. Centrifugirali smo kolonu jo§ jednu minutu pri
najvec¢oj brzini ako smo primijetili zaostali etanol. Na kraju smo odbacili epruvetu za
prikupljanje koja je sadrzavala tekucinu i stavili Smo kolonu za vezanje u novu epruvetu za

prikupljanje od 2 mL.
9. Eluiranje DNK
Otpipetirali smo 200 pL otopine za eluiranje izravno u srediSte kolone za vezanje i

centrifugirali 1 minutu na > 6500 x g kako bi eluirali DNK. Da bi povecali u¢inkovitost
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eluiranja, nakon dodavanja elucijske otopine, inkubirali smo 5 minuta na sobnoj temperaturi, a

zatim centrifugirali.

Opcija: drugi eluat se mogao prikupiti ponavljanjem koraka 9 s dodatnih 200 pL otopine
za eluiranje i eluiranjem u novu epruvetu za sakupljanje od 2 mL ili u istu epruvetu za

sakupljanje od 2 mL koja je koriStena za prvi eluat.

Eluat sadrzi ¢istu genomsku DNK. Za kratkotrajno skladistenje DNK preporucuje se 2
— 8 °C. Za dugotrajnu pohranu DNK preporucuje se -20 °C. Potrebno je izbjegavati
zamrzavanje i odmrzavanje, Sto uzrokuje prekide u DNK lancu. Elution Solution pomaze u

stabiliziraciji DNK na ovim temperaturama.

Koncentracija i kvaliteta genomske DNK pripremljene GenElute™ kitom moze se

odrediti spektrofotometrijskom analizom (Slika 11.) i elektroforezom u agaroznom gelu.

Slika 11. Odredivanje koncentracije bakterijske DNK na BioDrop mikrovolumnom

spektrofotometru
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Izolirana DNK iz uzorka sadrZaja tankog crijeva poslana je na sekvencioniranje u laboratorij
tvrtke Novogene (Novogene Co, Cambridge Science Park, UK). DNK ampliconi bili su
pojacani pocetnicama za V4 domenu bakterijskog gena 16S rRNA lan¢anom reakcijom
polimeraze. Pojacani proizvodi ekstrahirani su elektroforezom s 2% agaroznim gelom, a
proizvodi za lanc¢anu reakciju polimeraze jednako su bili pomijesani i pro¢iséeni s GeneJET gel
ekstrakcijskim kompletom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Knjiznica je izgradena
pomo¢u lon Plus Fragment kompleta (Thermo Fisher Scientific). Nakon kvantifikacije
Qubitom (Qubit 2.0 fluorometar, Life Technology, Carlsbad) i testiranja knjiznice, izgradena
knjiznica sekvencirana je pomoc¢u platforme za sekvenciranje Illumina PE250 u Tvrtki

Novogene Bioinformatics Technology Co., Ltd. (Peking, Kina).

Na temelju platforme za sekvenciranje Illumina PE250 izgradena je mala knjiznica
fragmenata metodom jednosmjernog sekvenciranja (Single-End). Cisti podaci dobiveni su
rezanjem i filtriranjem ocitanja. Na temelju Cistih podataka sekvence su bile grupirane u
operativne taksonomske jedinice (OTU) s 97% identiteta, a zatim su OTU sekvence i baza
podataka Silval32 koristene za analizu vrsta (Edgar, 2013). Raznolikost bakterijskih vrsta u
razli¢itim skupinama procijenjena je taksonomskom analizom OTU-a, §tovise, analiziran je
sastav za razinu koljena i roda kako bi se objasnile razlike u strukturi medu razli¢itim
skupinama. Za analizu raznolikosti u ovoj studiji koristeni su indeks bogatstva vrsta
mikroorganizama a-zajednice (Chaol) i indeks raznolikosti mikrobne zajednice (Shannon). Sto
je ve¢i Chaol indeks, to je veée bogatstvo vrsta u uzorku dok veéi Shannon indeks ukazuje na
vecu raznolikost mikrobnih zajednica. Za komparaciju mikrobne zajednice, temeljenu na
njezinom sastavu, izmedu svih uzoraka, odnosno beta raznolikost, koriStena je Principal

Coordinates Analysis (PCoA).
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4.2.4. HistoloSka 1 morfometrijska mjerenja

4.2.4.1. Morfometrija tankih crijeva

Neposredno nakon klanja tanko crijevo je odvojeno od mezenterija. Uzorak crijeva (0.5
cm duzine) je uzet na srednjem dijelu svakog od crijevnih segmenata (duodenum, jejunum,
ileum). Uzorci su odmah bili fiksirani u neutralnom puferiranom formalinu (10%) tijekom 24
sata. Fiksirani uzorci obradeni su standardnom tehnikom ugradnje parafina. Presjeci debljine 5
um su pripremljeni i obojeni hematoksilinom i eozinom (HE), prema Bancroft i sur. (1996.), za

histopatoloski pregled i morfometriju.

Histoloski preparati segmenata crijeva su pregledani svjetlosnim mikroskopom Nikon-
Microphot-FXA (Nikon, Tokyo, Japan), koji je opremljen digitalnom kamerom za mikroskop
GXCAM-U3-18 (GT Vision, Wickhambrook, UK) s kojom su slikana reprezentativna polja.
Za slikanje je koristen racunalni program GXCapture-T (GT Vision, Wickhambrook, UK). Na
slikama pripremljenih presjeka izvedena je kvantitativna racunalna morfometrijska analiza.
Slike su analizirane pomocu softvera ImagelJ (Bethesda, MD, SAD) za mjerenje visine resica,
dubine kripte i Sirine resica na spoju kripta/resica, kao i1 vrh. Mjerenje se temeljilo na srednjoj

vrijednosti 15 resica po uzorku (x10).

Visina resica, Sirina baze i vrha resica, povrsina resica, Sirina epitela te dubina i Sirina
kripti, izmjereni su pri povecanju objektiva od 10 puta. Visina resica mjerena je kao udaljenost
od vrha resice do spoja resice i kripte. Sirina vrha i baze resica mjerena je na gornjoj, odnosno
donjoj tre¢ini duljine resica (Incharoen i sur. 2010.). Povrsina resice izmjerena je oznacavanjem
mjerne povrsine resice u ratunalnom programu. Sirina epitela mjerena je na sredini pojedine
resice. Dubina kripte mjerena je od baze resice do mukoze (Khonyoung i sur. 2012.). Sva
mjerenja prikupljena su s 8 resica i kripti po jednom uzorku pojedinog segmenta crijeva za
svaku pticu, a izrazena su kao prosjec¢na vrijednost za svaku pticu. Na koncu je 8 prosje¢nih
visina crijevnih resica, kao i 8 prosje¢nih Sirina baze crijevnih resica od 10 ptica izrazeno kao
prosjek mjerenog parametra za skupinu. Omjer visine resica i dubine kripti izracunat je na kraju

dijeljenjem visine resica s dubinom kripte.
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4.2.4.2. HistopatoloSka pretraga tkiva jetre

Uzorci tkiva jetre prikupljeni su neposredno nakon usmrcivanja zivotinje te su bili
pohranjeni u 10% neutralnom formalinu. Uzorci su zatim prevezeni na Zavod za veterinarsku
patologiju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, gdje su podvrgnuti daljnjoj obradi. Presjeci
mikrotoma debljine 5 m obojeni su hematoksilinom i eozinom i procijenjeni pod svjetlosnim
mikroskopom Nikon Microphot-FXA (Nikon, Tokyo, Japan). U svakom ispitivanom uzorku
tkiva jetre uoceni su sljedeci patoloski obrasci te je zabiljezeno: postojanje nakupina limfocita
medu hepatocitima; postojanje razli¢itih oblika regresivnih lezija hepatocita (poput
degeneracije, vakuolarne degeneracije, steatoza i nekroza parenhima jetre) i njihov opseg;
postojanje hiperplazije zu¢nog kanala; postojanje patoloskih promjena u arterijama jetre (poput
arterijske hiperplazije, fiboromuskularna arterijska displazija i induracija arterijske stijenke) i
njihov opseg; 1 postojanje patoloSkih promjena u venama jetre (poput zadebljanja stijenki vena
I hiperplazija vlaknastog tkiva unutar stijenki vena) i njihov opseg. Opseg histopatoloskih lezija
u jetri pili¢a opisan je oznakama "ne postoji", ,,izrazito slabo izrazeno®, ,;slabo izraZzeno®,

,umjereno izrazeno®, ,,snazno izrazeno®, ili "izrazito snazno izrazeno" (Klari¢ i sur., 2018.)
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4.2.5. Statisticka analiza

Podaci su analizirani koristenjem programa Statistica 2010 (Statistica, Tulsa, OK,
SAD). Svi rezultati su bili objedinjeni na nivou kaveza i prikazani su kao srednje vrijednosti i
objedinjena standardna devijacija. Zavisne varijable Ispitane su ANOVA-om, a Tukey-ev test
je primijenjen kako bi se odredile statisticke razlike izmedu skupina. Razlike su se smatrale

znacajnima kod p < 0,05.

Za statisticku obradu histopatoloskih nalaza na uzorcima tkiva jetre koristene su druge
metode. Nakon potvrde normalnosti distribucije podataka pomoc¢u Shapiro-Wilkinson testa, svi
podaci su bili obradeni metodama deskriptivne statistike. Opisane su kategorijalne varijable u
apsolutnim i relativnim frekvencijama. Za usporedbu kategorijalnih varijabli medu skupinama

koristen je Fisherov test i Hi kvadrat test Monte carlo.
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5. REZULTATI

5.1. Proizvodni pokazatelji i zdravstveni status

Utjecaj standardiziranog ekstrakta dumbira u dozama od 0 g/kg, 2.5 g/kg, 5 g/kg i 10 g/kg
na tjelesnu masu i prirast tjelesne mase tovnih pili¢a prikazan je u Tablici 7. Statisti¢ki znacajne
razlike tjelesne mase izmedu pojedinih tretmana zabiljezene su 21. dan istrazivanja. Skupina
pilica P2 (5 g/kg) ostvarila je najviSu prosjecnu tjelesnu masu u odnosu na ostale skupine.
Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,02) u tjelesnoj masi zabiljeZzena je izmedu svih skupina u
odnosu na skupinu P3 (10 g/kg) koja je ostvarila najnizu vrijednost u prva tri tjedna istrazivanja.
Na 42. dan istrazivanja najviSu vrijednost tjelesne mase (p<0,003) ostvarile su skupine K (0
g/kg) i P2 (5 g/kg) u odnosu na skupine P1 (2.5 g/kg) i P3 (10 g/kg).

Najvedi prirast tjelesne mase u periodu od 1. — 21. dana istrazivanja ostvarila je skupina
pilica P2 (5 g/kg). Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u prirastu mase ostvarena je jedino
izmedu skupina P2 (5 g/kg) i P3 (10 g/kg). U periodu od 22. — 42. dana istrazivanja najveci
prirast tjelesne mase ostvarila je kontrolna skupina dok je statisticki znac¢ajno (p<0,04) veci
prirast zabiljeZzen kod skupina K (0 g/kg) i P2 (5 g/kg) u odnosu na skupinu P3 (10 g/kg).
Statisti¢ki znacajno vecu (p<0,03) vrijednost prirasta tjelesne mase u cijelom periodu
istrazivanja (dan 1. - 42.) ostvarile su skupine K (0 g/kg), P1 (2.5 g/kg) i P2 (5 g/kg) u odnosu
na skupinu P3 (10 g/kg).

Utjecaj ekstrakta dumbira u dozama od 0 g/kg, 2.5 g/kg, 5 g/lkg i 10 g/kg na unos hrane
i konverziju hrane u jedinicu prirasta tovnih pili¢a prikazan je u Tablici 8. Najveéi unos hrane
u periodu od 1. — 21- dana istrazivanja ostvarila je kontrolna skupina tovnih pilica (1423 g/pile).
Statisticki znacajno veci (p<0,02) unos hrane u istom periodu ostvaren je u skupini K (0 g/kg)
i P1 (2.5 g/kg) u odnosu na skupinu P3 (10 g/kg). U periodu istrazivanja od 22. — 42. dana
najve¢i unos hrane je ponovno ostvarila kontrolna skupina pilica (4471 g/pile). StatistiCki
znacajno veca (p<0,001) vrijednost unosa hrane zabiljezena je kod skupine K (0 g/kg) i P1 (2.5
g/kg) u odnosu na skupine P2 (5 g/kg) i P3 (10 g/kg). Tijekom cijelog istrazivanog perioda (dan
1. — 42.) najveéi unos hrane je ostvaren u kontrolnoj skupini pilica (5912 g/pile), dok je
statisticki znacajno veca (p<0,001) vrijednost unosa hrane zabiljezena je kod skupine K (0 g/kg)

i P1 (2.5 g/kg) u odnosu na skupine P2 (5 g/kg) i P3 (10 g/kg). Tijekom svih promatranih
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razdoblja znakovit je gotovo linearan trend pada unosa hrane s povecanjem doze

standardiziranog ekstrakta dumbira u hrani.

Tablica 7. Utjecaj eksperimentalne hrane na tjelesnu masu i prirast tjelesne mase tovnih pili¢a
tijekom 42. dana istrazivanja.

Nutritivni tretman

) _ Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-

Proizvodni §
(95% CI) vrijednost
parametar
K P1 P2 P3

Tjelesna masa (g/pile)
Dan 1 44 5 44 5 44 5 44 5 1.0
Dan 21. 8132 7922 8242 685° 0.02
Dan 42. 28262 2692° 28292 2616° 0.003
Prirast mase (g/pile)
Dan1-21 767 747 7792 640° 0.05
Dan 22 - 42 20132 1900 20052 1857P 0.04
Dan 1 -42 27812 26472 27842 2497° 0.03

&b, ¢ Vrijednosti s razli¢itim eksponentom znacajno se razlikuju. Skupina se sastojala od 10
zivotinja s 5 replikacija po tretmanu.

U periodu od 1. — 21. dana istrazivanja najbolju konverziju hrane (1.44) ostvarila je
skupina P2 (5 g/kg). Statisticki znacajno manja (p<0,002) konverzija hrane u ovom periodu
ostvarena je u skupinama P2 (5 g/kg) i P3 (10 g/kg) u odnosu na skupine K (0 g/kg) i P1 (2.5
g/kg). U periodu od 22. — 42. dana istrazivanja najbolju konverziju hrane (1.86) ostvarila je
skupina P2 (5 g/kg) dok su ostale skupine imale konverziju visu od 2. U navedenom periodu
statisticki znac¢ajno manju (p<0,03) konverziju hrane ostvarila je skupina P2 u odnosu na sve
ostale skupine tovnih pili¢a. Takoder, u istom periodu je skupina P3 (10 g/kg) ostvarila zna¢ajno
manju (p<0,05) konverziju hrane u odnosu na skupinu P1 (2.5 g/kg). Tijekom cijelog perioda
istrazivanja (dan 1. — 42.) statisticki znac¢ajno najnizu (p<0,01) vrijednost konverzije hrane

ostvarili su pili¢i iz skupine P2 (5 g/kg) u odnosu na sve ostale skupine pilica.
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Tablica 8. Utjecaj eksperimentalne hrane na unos i konverziju tovnih pili¢a tijekom 42. dana

istrazivanja.
Nutritivni tretman
) _ Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-
Proizvodni .
(95% CI) vrijednost
parametar
K P1 P2 P3
Unos hrane (g/pile)
Dan1-21 14232 13142 1119 942° 0.02
Dan 22 - 42 44717 43132 37350 3717° 0.001
Dan1-42 59122 57132 5135° 4826° 0.001
Konverzija hrane (g/g)
Dan1-21 1.862 1.762 1.44b 1.48° 0.002
Dan 22 - 42 2.222 2.28% 1.86% 2.06% 0.03
Danl-42 2.132 2.172 1.85P 2.08% 0.01

&b, ¢ \rijednosti s razli¢itim eksponentom znacajno se razlikuju. Skupina se sastojala od 10

zivotinja s 5 replikacija po tretmanu.

Postotak uginulih pili¢a ili pili¢a koji su izlu€eni zbog krzljavosti tijekom 42. dana

istrazivanja prikazan je na Slici 12. Najvec¢i broj uginulih/krzljavih pili¢a zabiljeZen je u skupini

P3 koja je dobila najvisu dozu (10 g/kg) testiranog pripravka. Slijedi kontrolna skupina s 4%

uginuéa te skupina P1 s 2% uginuca. Jedino u skupini P2 nije bilo uginucéa ili izlu¢ivanja pilica

tijekom trajanja pokusa.
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Slika 12. Utjecaj eksperimentalne hrane na postotak uginulih/izlu¢enih tovnih pili¢a tijekom
42. dana istrazivanja.
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5.2. Mikrobiom crijeva

OTU analiza i taksonomska podjela

Kako bi proucili sastav mikrobne zajednice u svakom uzorku, operativne taksonomske
jedinice (OTU) dobivene su grupiranjem s 97% identiteta na ucinkovitim oznakama svih

uzoraka, a zatim identificirane.

Relativna zastupljenost

Prema rezultatima taksonomske podjele, odabrali smo 10 taksona svakog uzorka ili
skupine u svakom taksonomskom rangu (Koljeno, Razred, Red, Porodica, Rod) kako bi
formirali distribucijski histogram relativne zastupljenosti te kako bi vizualno prikazali taksone
s vecom relativnom zastupljenosti i njihovim udjelom u razli¢itim razinama klasifikacije

svakog uzorka. Relativna zastupljenost taksona u koljenu prikazana je u nastavku.

Ostali
M Nitrospirota
Sva0485
M Cyancbacteria
Chloreflexi
Desulfobacterota
W Bacteroidota
Campilobacterota
B Actinobactsriota
B Protecbacteria
M Firmicutes

0754

Relativna zastupljenost
o
(41
L

0.254-

K P1 P2 P3

Slika 13. Analiza relativne zastupljenosti crijevnih mikroorganizma na razini koljena iz crijeva
tovnih pili¢a hranjenih razli¢itim koncentracijama ekstrakta dumbira.
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Analiza diferencijacije strukture mikrobiote crijeva prikazana je na Slici 13. Struktura
zajednice te crijevne mikrobiote zabiljeZzena je pomocu histograma na razini Koljena i roda.
Dominantne skupine bakterija (viSe od 75%) na razini koljena u svim skupinama bile su
Firmikuti i Proteobakterije. U skupinama P2 i P3 zabiljeZeno je znacajno smanjenje (p<0,05)
relativne zastupljenosti Proteobakterija te povecanje (p<0,05) udjela Firmikuta u odnosu na
kontrolnu skupinu. U navedenim skupinama zabiljezeno je i znacajno smanjenje relativne

zastupljenosti Campilobacterota i Bacteroidota (p<0,05).

Ostali
M Brevibacterium
Streptococcus
M Turicibacter
Lactobacillus

0.754

Escherichia-Shigella
M Thermoanaerobacter
Enterococcus
M Pseudomonas
M Candidatus_Arthromitus
M Romboutsia

0.5

Relativna zastupljenost

0.254

Slika 14. Analiza relativne zastupljenosti crijevnih mikroorganizma na razini roda iz crijeva
tovnih pilica hranjenih razli¢itim koncentracijama ekstrakta dumbira. Razli¢ite boje
predstavljaju pojedine rodove bakterija.

U svim uzorcima identificirano je viSe od 30 rodova no samo 10 najzastupljenijih
prikazano je na histogramu na Slici 14. Dominantne zajednice u kontrolnoj skupini bile su
bakterije iz roda Pseudomonas, Termoanaerobakteria, Candidatus Arthromitus i Lactobacillus.
U skupinama pili¢a koji su dobivali ekstrakt dumbira primijeéen je znacajan porast (p<0,05)
relativne zastupljenosti bakterija iz roda Candidatus Arthromitus i Romboutsia te znacajno
smanjenje (p<0,05) roda Pseudomonas i Termoanaerobakteria. U skupini P2 zabiljezen je

znacajno veca (p<0,05) zastupljenost bakterija iz roda Escherichia — Shigella u odnosu na ostale
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skupine. U skupini P3 primijec¢ena je veca (p<0,05) zastupljenost bakterija iz roda Enterococcus

I Lactobacillus u odnosu na sve ostale skupine u istrazivanju.

Analiza alfa raznolikosti

Alfa raznolikost primjenjuje se na analizu raznolikosti mikrobnih zajednica unutar
uzorka (Li i sur. 2013.). Analiza raznolikost jedinstvenog uzorka (Alfa raznolikost) moze
odrazavati raznolikost i bogatstvo mikrobnih zajednica u svakom uzorku, uklju¢ujuci boxplot

akumulacije vrsta, krivulje bioloSke raznolikosti i niz statisti¢kih analiza.

2356
EXEE] 612 2573

1156

3524 41 1304 33m 547 131

Slika 15. Vennovi dijagrami koji prikazuju specifi¢ne i zajednicke rodove bakterija iz ileuma
brojlera hranjenih s razli¢itim koncentracijama ekstrakta dumbira. Svaki krug predstavlja jednu
skupinu. Vrijednosti u preklapaju¢im dijelovima predstavljaju zajednicke OTU-ove. Ostali
dijelovi su specifiéni OTU-ovi u svakom uzorku.

56



Na Vennovom dijagramu je vidljivo da je 308 bakterijskih rodova bili zajedni¢ko kod
svih skupina u istrazivanju (Slika 15.). Kontrolna skupina je imala najvise jedinstvenih rodova,
s ukupno 3234, a prate ju P1 sa 2356, zatim P2 sa 1159 i naposljetku P3 sa 1023. Najveci broj
(325) zajednickih OTU-a je bio izmedu kontrolne i P2 skupine. Dobiveni rezultati jasno ukazuju

na trend smanjenja specifi¢nih rodova bakterija s pove¢anjem doze testiranog pripravka.

A (B)
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Slika 16. Procjena alfa raznolikosti kroz (A) Shannon indeks i (B) Chao 1 indeks mikrobne
zajednice iz crijeva brojlera hranjenih razli¢itim dozama ekstrakta dumbira.

Strukturna modulacija mikrobiote tankoga crijeva predstavljena je kroz alfa raznolikost
(Slika 16.). Shanon indeks je indikator raznolikosti bakterijskih populacija dok je Chao 1 indeks
prikazuje bogatstvo. Skupina PK1 ostvarila je najviSu vrijednost Shannon indeksa (Slika 16A)
i najvece bogatstvo bakterijskih OTU-a prema Chaol indeksu (Slika 16B) dok je PK2 skupina
ostvarila najnizu raznolikost. Medutim, razlike alfa raznolikosti mikrobioma u ileumu tovnih
pilica hranjenih ekstraktom dumbira prikazuju da nije bilo statisticki znacajnih (p>0,05)

promjena Shannon indeksa i Chaol indeksa u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Analiza beta raznolikosti

Uz alfa raznolikost i beta raznolikost se ¢esto koristi za opisivanje mikrobioma crijeva.
Ona predstavlja usporedbu mikrobne zajednice, koja se bazira na njezinom sastavu, izmedu
svih uzoraka u analizi. Temeljni rezultat odredivanja beta raznolikosti je kvadratni, Suplji
matriks u kojem je izracunata ,,udaljenost™ ili razliCitost izmedu svakog uzorka. Dobiveni

podaci se mogu vizualizirati s Principal Coordinates Analysis (PCoA) analizom (Lozupone i
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sur. 2007.). Principal Coordinates Analysis (PCoA) je metoda koriStena za istrazivanje i
slicnosti 1 razli¢itosti podataka beta raznolikosti. Bazira se na matrici sli¢nosti, 0dnosno
udaljenosti i za svaku vrijednost dodjeljuje lokaciju u trodimenzionalnom prostoru. Na Slici .
je prikazana Weighted UniFrac metrika koja kod izracunavanja udaljenosti izmedu uzoraka

uzima u obzir prisutnost i zastupljenost pojedinih taksonomskih jedinica.
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Slika 17. Analiza beta raznolikosti PCoA dijagramom populacija crijevnih mikroorganizma
tovnih pili¢a hranjenih ekstraktom dumbira. PCoA na temelju ponderirane udaljenosti Unifrac.
Svaka to€ka predstavlja uzorak, iscrtan glavnom komponentom na osi X 1 drugom glavnom
komponentom na osi Y, koji je obojen po skupini. Postotak na svakoj osi oznacava vrijednost
doprinosa nepodudarnosti medu uzorcima.

Analiza beta raznolikosti pokazala je male promjene u bogatstvu promatranih bakterijskih
populacija. Vec¢ina uzoraka imala je slicne populacije neovisno o tretmanu. sto je vidljivo po

udaljenosti na dijagramu (Slika 17.).
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5.3. Hematoloski pokazatelji

Utjecaj ekstrakta dumbira u razliitim koncentracijama na odabrane hematoloske
parametre tovnih pili¢a na kraju istrazivanja prikazan je u Tablici 9. Iz prilozenog je vidljivo da
je ekstrakt dumbira umjeSan u hranu znacajno povisio udio heterofila u skupini P3 u odnosu na
sve ostale skupine te smanjio udio limfocita takoder u skupini P3 u odnosu na kontrolnu skupinu
I skupinu P1. Za ostale promatrane parametre nije bilo statisticki znacajnog utjecaja na
fizioloske vrijednosti hemograma tovnih pili¢a na 42. dan istrazivanja. Najveci broj eritrocita
zabiljeZen je u kontrolnoj skupini pili¢a na 42. dan istrazivanja. Najve¢i broj leukocita, te
postotak neutrofila i heterofila ostvarili su pili¢i u skupini P2 (5 g/kg) u odnosu na ostale

skupine, dok je skupina P3 imala najveci postotak eozinofila.

Tablica 9. Utjecaj eksperimentalne hrane na razine odabranih hematoloskih parametara tovnih
pili¢a 42. dana pokusa.

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-

Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3

Eritrociti (104/L) 2.68 2.35 2.48 2.39 0.99
Leukociti (10%L) 25.71 26.73 28.43 26.99 0.98
Neutrofili (%) 5.14 5.35 5.69 5.40 0.98
Heterofili (%) 64.712 64.14° 65.57° 73.14° 0.02
Bazofili (%) 0 0.14 0 0 0.99
Eozinofili (%) 1.86 2.86 2.14 3.00 0.95
Limfociti (%) 31.29 30.71° 30.14 22.71 0.03
Monociti (%) 2.14 2.14 2.14 1.14 0.99

&b Vrijednosti s razli¢itim eksponentom znagajno se razlikuju
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5.4. Biokemijski pokazatelji

Odabrani biokemijski parametri iz krvi tovnih piliéa hranjenih razli¢itim
koncentracijama ekstrakta dumbira mjereni su na sredini (dan 21.) i na kraju (dan 42.)
istrazivanja, a izmjerene vrijednosti prikazane su u Tablici 10. Statisticki znacajno (p<0,01)
visa koncentracija glukoze zabiljeZena je kod skupine P3 u odnosu na kontrolnu skupinu pili¢a
na 21. dan istrazivanja. Ista opazanja primijec¢ena su i na kraju istrazivanja no to povecanje nije
bilo toliko izrazeno. Takoder, na 42. dan pokusa primijecena je i znacajno manja (p<0,05)
razina glukoze kod pili¢a iz skupine P1 u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu P3. Znacajno
manja (p<0,05) razina albumina zabiljezena je 21. dana u skupinama P2 i P3 u odnosu na
kontrolnu i P1 skupinu. Na 42. dan pokusa zabiljeZzena je znacajno veca (p<0,01) razina
albumina kod pili¢a iz skupine P1 u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod globulina primije¢ena
je znacajno (p<0,05) visa razina samo 42. dana i to u skupinama P1 i P2 u odnosu na kontrolnu
skupinu. Ukupni proteini bili su znacajno (p<0,05) visi u kontrolnoj i P1 u odnosu na skupinu
P3 na 21. dan istrazivanja dok je na 42. dan viSa razina primije¢ena u skupini P1 u odnosu na
kontrolnu skupinu. Koncentracija uree je na 21. dan pokusa bila znac¢ajno (p<0,05) vi$a u svim
pokusnim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu dok je 42. dana primijecen obrnuti trend
gdje je kontrolna skupina pili¢a imala najvisu razinu uree u usporedbi s pokusnim skupinama.
Razina kreatinina u serumu pili¢a 21. dana istrazivanja bila je statisti¢ki znac¢ajno (p<0,01) visa
u skupini P2 u odnosu na kontrolnu skupinu dok je 42. dana znacajna (p<0,05) razlika
primijec¢ena izmedu skupina P2 1 P3. U svim skupinama pili¢a nismo primijetili znacajne razlike
u razini bilirubina osim normalnog dobno ovisnog porasta izmedu 21. i 42. dana pokusa.
Koncentracija triglicerida u serumu pili¢ca na 21. dan istraZivanja bila je statisticki najviSa
(p<0,05) u skupinama P2 i P3 u odnosu na kontrolnu i P1 skupinu dok je 42. dana zabiljeZzen
obrnuti trend s najviSom koncentracijom u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu P1 i P2.
Razina kolesterola na 21. dan nije pokazala znacajna odstupanja izmedu skupina dok je 42.

dana primije¢ena znacajno (p<0,05) vi$a razina u skupini P1 u odnosu na P3.
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Tablica 10. Utjecaj eksperimentalne hrane na razine odabranih biokemijskih parametara u
serumu tovnih pilica 21. i 42. dana pokusa.

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P -
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3

Glukoza (mmol/L)

Dan 21. 9.8? 11.0 11.4 12.2b 0.01

Dan 42. 6.92 4.6P 5.5 7.78 0.05
Albumini (g/L)

Dan 21. 11.82 11.82 10.1° 10.4° 0.05

Dan 42. 13.92 15.8° 14.7 14.2 0.01
Globulini (g/L)

Dan 21. 13.6 13.6 12.9 11.4 0.07

Dan 42. 18.12 21.1° 20.7° 19.6 0.05
Ukupni proteini (g/L)

Dan 21. 25.42 25.42 23.0 21.8P 0.05

Dan 42. 32.0° 37.9 35.4 33.8 0.01
Urea (mmol/L)

Dan 21. 0.30? 0.43° 0.50P 0.45P 0.05

Dan 42. 0.682 0.54b¢ 0.54b¢ 0.39P 0.05
Kreatinin (umol/L)

Dan 21. 16.97 17.78 19.82° 18.40 0.01

Dan 42. 17.12 17.76 15.892 18.90° 0.05
Bilirubin (umol/L)

Dan 21. 0.92 0.91 0.91 0.91 0.88

Dan 42. 1.14 1.11 1.15 1.00 0.13
Trigliceridi (mmol/L)

Dan 21. 0.33? 0.51¢ 0.79P 0.79P 0.05

Dan 42. 0.742 0.56° 0.59P 0.61 0.05
Kolesterol (mmol/L)

Dan 21. 3.13 2.96 3.07 2.96 0.45

Dan 42. 2.99 3.232 2.92 2.66° 0.05

& b Vrijednosti s razli¢itim eksponentom zna¢ajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.
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Utjecaj standardiziranog ekstrakta dumbira umijesanog u hranu tovnih pili¢a na razine
jetrenih enzima i enzima gusterace u serumu tovnih pilica prikazan je u Tablici 11. Najvisa
razina alkalne fosfataze 21. dan pokusa zabiljezena je u skupinama P2 i P3 u usporedbi s
kontrolnom i P1 skupinom dok 42. dana nije bilo znacajnih odstupanja medu promatranim
skupinama. U svim skupinama pili¢a nismo primijetili znacajne razlike u koncentraciji enzima
aspartat-aminotransferaze osim normalnog dobno ovisnog porasta izmedu 21. i 42. dana
pokusa. Na 21. dan pokusa nije bila primije¢ena znac¢ajna(p>0,34) razlika u razini kreatin kinaze
dok je 42. dana najvisa razina zabiljeZena u skupini P3 u odnosu na ostale skupine tovnih pilica.
Koncentracija gama-glutamiltransferaze nije se znacajnije mijenjala na 21. dan pokusa dok je
42. dana zabiljeZena znacajno (p<0,05) visa razina tog enzima u skupini P2 u odnosu na skupinu
P3. Koncentracija enzima laktat-dehidrogenaze nije pokazala znacajna odstupanja izmedu
promatranih skupina osim normalnog dobno ovisnog porasta izmedu 21. i 42. dana istrazivanja.
Razina amilaze na 21. dan pokusa bila je statisti¢ki znacajno (p<0,05) visa u skupini P3 u
usporedbi s kontrolnom skupinom dok 42. dana nije bilo zna¢ajnih razlika. Koncentracija lipaze
na 21. dan istrazivanja pokazala je linearno povecanje u korelaciji s pove¢anjem doze testiranog
pripravka te je bila je znacajno (p<0,01) manja u kontrolnoj i P1 skupini u odnosu na skupine
P2 i P3. Na 42. dan pokusa nije primijecen isti trend porasta razine lipaze niti su zabiljezena

znacajnija odstupanja izmedu promatranih skupina.
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Tablica 11. Utjecaj eksperimentalne hrane na razine jetrenih enzima i enzima gusSterace U
serumu tovnih pilica 21. i 42. dana pokusa.

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinalE Roscoe P -
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3

AIKP (U/L)

Dan 21. 5130° 3858? 7662 8874° 0.01

Dan 42. 2222 3341 4585 3551 0.15
AST (U/L)

Dan 21. 346 200 236 200 0.13

Dan 42. 473 469 513 655 0.06
CK (U/L)

Dan 21. 19995 6017 12229 6453 0.34

Dan 42. 357592 311272 415142 67642 0.05
GGT (U/L)

Dan 21. 17.3 21.2 18.1 18.9 0.09

Dan 42. 26.4 26.7 30.42 24.3° 0.05
LDH (U/L)

Dan 21. 2343 1739 1520 2719 0.21

Dan 42. 4508 5254 4953 2917 0.06
Amilaza (U/L)

Dan 21. 6012 679 655 1138° 0.05

Dan 42. 720 596 600 670 0.58
Lipaza (U/L)

Dan 21. 17.42 21.3% 26.6° 31.7° 0.01

Dan 42. 22.8 20.3 21.3 27.6 0.08

& b Vrijednosti s razli¢itim eksponentom znacajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.

Utjecaj standardiziranog ekstrakta dumbira umijeSanog u hranu tovnih pilica na
koncentraciju elektrolita u serumu tovnih pilica prikazan je u Tablici 12. Statisticki znacajno
(p<0,01) visa razina kalcija bila je zabiljeZzena na 21. dan istrazivanja u skupini P1 u odnosu na
ostale skupine pili¢a a na 42. dan nije bilo znacajnih razlika. S druge strane, razina fosfora je
na 21. dan bila znacajno (p<0,05) niza u skupini P1 u odnosu na sve ostale promatrane skupine
dok na 42. dan ponovo nije bilo znac¢ajnih razlika. Koncentracija natrija i kalija tijekom svih
mjerenja nije znacajno odstupala medu promatranim skupinama pili¢a. Razina klora u serumu

pilica bila je znacajno (p<0,05) visa na 21. dan istrazivanja u kontrolnoj skupini u odnosu na
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skupinu P1. Na 21. dan pokusa bila je primije¢ena znacajno (p<0,05) niza razina Zeljeza u
kontrolnoj skupini u odnosu na sve ostale skupine dok je 42. dana najvisa (p<0,05) vrijednost
zabiljezena u skupini P1 u odnosu na sve ostale skupine pili¢a. Najvisa koncentracija (p<0,05)
magnezija u serumu zabiljeZena je 21. dana pokusa u skupini P1 u usporedbi s kontrolnom i P3

skupinom, a posljednjeg dana nije bilo znac¢ajnih razlika.

Tablica 12. Utjecaj eksperimentalne hrane na razine elektrolita u serumu tovnih pilica 21. i 42.
dana pokusa.

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-
Parametar (95% ClI) vrijednost
K P1 P2 P3

Kalcij (mmol/L)

Dan 21. 2.12% 2.61° 2.242 2.222 0.01

Dan 42. 2.36 2.16 2.23 2.17 0.21
Fosfor (mmol/L)

Dan 21. 1.532 1.12° 1.442 1.432 0.05

Dan 42. 2.95 2.88 2.85 2.76 0.29
Natrij (mmol/L)

Dan 21. 151 153 151 153 0.32

Dan 42. 155 155 157 154 0.09
Klor (mmol/L)

Dan 21. 1052 103 97° 103 0.05

Dan 42. 113 110 111 111 0.60
Kalij (mmol/L)

Dan 21. 3.7 3.6 3.3 3.2 0.26

Dan 42. 7.4 7.8 7.0 7.1 0.25
Zeljezo (umol/L)

Dan 21. 9.1° 11.9° 11.8° 13.0° 0.05

Dan 42. 16.1° 19.8° 16.4° 15.9° 0.05
Magnezij (mmol/L)

Dan 21. 0.90? 1.02° 0.95 0.922 0.05

Dan 42. 0.94 0.97 0.98 0.96 0.49

& b Vrijednosti s razli¢itim eksponentom zna¢ajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.
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5.5. Antioksidacijski enzim i proizvod lipidne peroksidacije

Istrazivani standardizirani ekstrakta dumbira u razli¢itim dozama znacajno je utjecao na
aktivnost antioksidativnog enzima i markera za razinu oksidativnog stresa u tovnih pilica §to je
prikazano u Tablici 13. Razina enzima glutation peroksidaze nije pokazala zna¢ajna odstupanja
izmedu promatranih skupina na 21. dan istraZivanja, medutim 42. dana primijecena je znacajno
(p<0,01) niza koncentracija kod kontrolne skupine u odnosu na skupine P1 i P2 koje su imale
znacajno vecu razinu. S druge strane, koncentracija malondialdehida je bila znac¢ajno (p<0,01)
niza u P1 i P2 skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom P3 na 21. dan pokusa.
Na 42. dan istrazivanja nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu skupina pili¢a iako su
izmjerene razine malondialdehida bile osjetno nize u svim skupinama u odnosu na vrijednosti

izmjerene na 21. dan pokusa.

Tablica 13. Utjecaj eksperimentalne hrane na razine odabranih antioksidacijskih parametara
tovnih pili¢a na 21. i 42. dana pokusa.

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3

GPx (U/L)

Dan 21. 8218 8482 8279 7562 0.32

Dan 42. 95082 12445° 11846° 10441 0.01
MDA (umol/mL)

Dan 21. 3.272 2.64° 2.11° 2.98? 0.01

Dan 42. 2.03 1.92 1.96 1.89 0.44

& b Vrijednosti s razli¢itim eksponentom zna¢ajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.
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5.6. Morfometrijska mjerenja segmenata tankog crijeva

Nutritivni tretman tovnih pili¢a standardiziranim ekstraktom dumbira u razli¢itim
koncentracijama utjecao je na morfometrijske parametre duodenalnih resica koji su prikazani u
Tablici 14. Na 42. dan istrazivanja znacajno (p<0,01) manju duzinu duodenalnih resica imala
je skupina P1 u usporedbi sa svim ostalim skupinama pili¢a. Znacajno vecu (p<0,01) Sirinu
baze duodenalnih resica i Sirinu vrha resica ostvarila je kontrolna skupina pili¢a u odnosu na
sve ostale skupine odnosno na skupinu P1 i P3. Sirina epitela duodenalnih crijevnih resica bila
je znacajno (p<0,01) veca u kontrolnoj skupini u odnosu na sve ostale skupine dok je skupina
P1 imala znac¢ajno tanji epitel i od skupina P2 i P3. Dubina kripti u duodenumu bila je najveca
(p<0,05) u kontrolnoj skupini u usporedbi sa skupinom P1 i P3 a najvecu $irinu kripti imala je
skupina P3 u odnosu na sve ostale skupine pili¢a. Znacajno vecu (p<0,05) povrsinu duodenalnih
resica imala je kontrolna skupina pili¢a u odnosu na skupine P1 i P3, a skupina P1 je imala
znacajno (p<0,05) manju povrsinu i od skupine P2. Skupine P2 i P3 ostvarile su znacajno
(p<0,03) visi omjer visine resica/dubine kripti u odnosu na kontrolnu i P1 skupinu pili¢a.

Tablica 14. Vrijednosti mjerenih parametara duodenalnih resica tovnih pilica 42. dana
istrazivanja

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-

Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3

Visina resica (um) 11342 1029° 11872 11972 0.01
Sirina baze (um) 1722 147° 152° 151° 0.01
Sirina vrha (um) 1622 140° 147 139° 0.01
Sirina epitela (um) 572 44° 52° 50° 0.01
Dubina kripte (um) 2052 192° 193 189P 0.05
Sirina kripte (um) 552 500 532 60P 0.05
Povrsina resice (um?) 1842 145° 1718bc 163° 0.05
VR : DK 5.53? 5.36° 6.15° 6.33° 0.03

& P Vrijednosti s razli¢itim eksponentom znadajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.
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Ucinak razli¢itih koncentracija ekstrakta dumbira na vrijednosti morfometrijskih
parametara jejunalnih resica prikazan je u Tablici 15. Posljednjeg dana istrazivanja znac¢ajno
(p<0,05) vecu duzinu jejunalnih resica imala je skupina P2 u usporedbi sa svim ostalim
skupinama pili¢a. Kod mjerenja Sirine baze jejunalnih resica nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih
razlika za razliku od Sirine vrha resica gdje je skupina P1 ostvarila zna¢ajno (p<0,05) manje
vrijednosti u odnosu na kontrolnu i P3 skupinu tovnih pili¢a. Znac¢ajno vecu (p<0,01) Sirinu
epitela jejunalnih resica imala je kontrolna skupina u odnosu na skupine P1 i P2. Vrijednosti
dubine i Sirine kripti te povrSine jejunalnih resica nisu pokazale statisticki znaCajne razlike
izmedu promatranih skupina. Skupina pili¢a P2 ostvarila je zna¢ajno (p<0,05) vis$i omjer visine

resica/dubine Kripti u odnosu na sve ostale promatrane skupine.

Tablica 15. Vrijednosti mjerenih parametara jejunalnih resica tovnih pilica 42. dana
istrazivanja

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3
Visina resica (um) 10092 9712 1116° 925% 0.05
Sirina baze (um) 136 134 128 140 0.06
Sirina vrha (um) 1352 119° 123 1352 0.05
Sirina epitela (um) 472 43° 43° 45 0.01
Dubina kripte (um) 176 182 178 175 0.20
Sirina kripte (um) 54 51 53 53 0.06
Povrsina resica (um?) 132 119 130 123 0.14
VR : DK 5.73° 5.34° 6.27° 5.29° 0.05

& P Vrijednosti s razli¢itim eksponentom znacdajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.
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Morfometrijski parametri ileuma tovnih pili¢a hranjenih razli¢itim dozama ekstrakta
dumbira prikazani su u Tablici 16. Evidentno je da je izostao ucinak testiranog pripravka na
duzinu ilealnih resica dok je kod ostalih parametara bilo znacajnih razlika izmedu skupina.
Znacajno vec¢u (p<0,01) Sirinu baze i vrha jejunalnih resica ostvarila je kontrolna skupina pili¢a
u usporedbi s P1 skupinom. Kontrolna skupina je imala i ve¢u (p<0,05) Sirinu epitela u odnosu
na vrijednosti zabiljezene u skupinama P1 i P2 dok je s druge strane skupina P3 imala vecu
Sirinu epitela jejunalnih resica od skupine P1. Znacajno vece (p<0,05) dubine kripti u jejunumu
zabiljezene su kod skupine P1 i P3 u usporedbi sa skupinom P2 dok su najvecu Sirinu kripti
ostvarile kontrolna i P3 skupina u odnosu na skupinu P1 i P2. Kontrolna skupina pili¢a imala
je iznacajno (p<0,05) vecu povrsinu jejunalnih resica u odnosu na povrsinu izmjerenu u skupini
P1 i P2. U ovom segmentu tankog crijeva nije primijeena znacajna razlika u omjeru visine

resica i dubine Kkripti.

Tablica 16. Vrijednosti mjerenih parametara ilealnih resica tovnih pili¢a 42. dana istrazivanja

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe P-
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3
Visina resica (um) 705 669 632 700 0.09
Sirina baze (um) 1442 128° 132 138 0.01
Sirina vrha (um) 1452 129° 132 138 0.01
Sirina epitela (um) 462 41° 42° 443 0.05
Dubina kripte (um) 155 1632 152° 165° 0.05
Sirina kripte (um) 50° 472 472 50° 0.05
Povrsina resica (um?) 982 80° 79P 95 0.05
VR : DK 4,55 4.10 4.16 4.24 0.36

& b Vrijednosti s razli¢itim eksponentom zna¢ajno se razlikuju. Podaci prikazuju srednju
vrijednost dobivenu od 10 uzoraka po tretmanu.
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5.7. Histopatoloski nalaz sluznice crijeva i tkiva jetre

Histopatoloske promjene u sluznici duodenuma, jejunuma i ileuma tovnih pilica
hranjenih razli¢itim koncentracijama ekstrakta dumbira na 42. dan istraZivanja prikazane su na

Slikama 18 - 20.

Slika 18b

Slika 18. Mukoza i submukoza duodenuma tovnih pili¢a hranjenih: a) bez dodatka ekstrakta
dumbira; b) sa 2.5 g/kg dumbira; c¢) sa 5 g/kg dumbira; d) sa 10 g/kg dumbira na 42. dan
istrazivanja
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Slika 19b Slika 19d

Slika 19. Mukoza i submukoza jejunuma tovnih pilica hranjenih: a) bez dodatka ekstrakta
dumbira; b) sa 2.5 g/kg dumbira; c¢) sa 5 g/kg dumbira; d) sa 10 g/kg dumbira na 42. dan
istrazivanja
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e

Slika 20a

Slika 20b Slika 20d

Slika 20. Mukoza i submukoza ileuma tovnih pili¢a hranjenih: a) bez dodatka ekstrakta

dumbira; b) sa 2.5 g/kg dumbira; ¢) sa 5 g/kg dumbira; d) sa 10 g/kg dumbira na 42. dan
istrazivanja
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Dodatak razli¢itih koncentracija ekstrakta dumbira u hranu tovnih pili¢a imao je u¢inak
na pojavnost patoloskih promjena na tkivu jetre na 42. dan istrazivanja koje su prikazane na
Tablici 16. Degeneracija parenhima jetre bila je prisutna (p<0,04) kod svih promatranih skupina
ali je kod kontrolne skupine stupanj degeneracije bio nesto veci (Slika 21.). Prisutnost vakuolne
degeneracije tkiva jetre je zabiljeZena kod svih promatranih skupina dok je znacajno (p<0,0001)
veci stupanj primije¢en kod skupine P1, a najmanji u skupini P3. Steatoza i nekroza parenhima
jetre je zabiljeZena samo u dva uzorka tkiva u pokusnim skupinama pilica ali bez statisticke

znacajnosti.

Tablica 16. Prisutnost razli¢itih oblika regresivnih lezija hepatocita tovnih pili¢a na 42. dan
istrazivanja

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe *P -
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3
Degeneracija Da % 100 100 100 100 0.039
.0394
parenhima jetre Ne % 0 0 0 0
Vakuolna Da % 70 100 60 50 0001
degeneracija <
parenhima jetre Ne % 30 0 40 50
Da % 0 0 0 10
Steatoza 0.2564
parenhima jetre Ne % 100 100 100 90
Da % 0 0 10 0
Nekroza 0.2564
parenhima jetre Ne % 100 100 90 100

* Fisherov egzaktni test.
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Slika 21a

Slika 21d

ka 21b

Sli

5 g/kg

; b) s 2.

ra

a) bez dodatka ekstrakta dumbi

hranjen
d) s 10 g/kg dumb

ca

TKivo jetre tovnih pili¢

Slika 21

istrazivanja

.dani

42

1ra na

9

¢) s 5 g/lkg dumbira

2

dumbira

73



Ucinak ekstrakta dumbira u razli¢itim koncentracijama u hrani za tovne pilice tijekom
42. dana istrazivanja na pojavnost razlicitih patoloskih promjena na arterijama jetre prikazan je
u Tablici 17. Pojavnost arterijske hiperplazije i fibromuskularne arterijske displazije nije bila
statistiCki znacajno razlicita izmedu promatranih skupina tovnih pili¢a. Induracija stijenke
arterija bila je statisticki znacajno (p<0,0001) vi$a u skupini P2 u odnosu na ostale skupine

pilica.

Tablica 17. Prisutnost razli¢itih oblika patoloskih promjena u arterijama jetre tovnih pili¢a na
42. dan istrazivanja

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe *P -
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3
0
Arterijska Da % 0 0 0 0 -
hiperplazija Ne % 100 100 100 100
0
Fibromuskularna Da % 0 0 20 0 0.0607
arterijska displazija Ne % 100 100 80 100
. Da % 60 40 90 60
Induracija <.0001
arterijske stijenke Ne % 40 60 10 40

* Fisherov egzaktni test.
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Utjecaj hranjenja dumbirom na patoloske promjene na venama jetre tovnih pili¢a
prikazana je u Tablici 18. Najmanja (p<0,0001) pojavnost zadebljanja stijenki vena zabiljeZena
je u skupini P1 dok je najmanje (p<0,0001) sluc¢ajeva hiperplazije fibroznog tkiva unutar zidova

vena jetre primijeceno kod iste skupine pili¢a u usporedbi s ostalim skupinama u pokusu.

Tablica 18. Prisutnost razli¢itih oblika patoloskih promjena u venama jetre tovnih pili¢a na 42.
dan istrazivanja

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe *P -
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3
0

Zadebljanje stijenki Da % %0 30 100 100 <.0001
vena Ne % 10 70 0 0

. . Da % 90 30 80 100
Hiperplazija fibroznog <.0001
tkiva unutar zidovavena Ne % 10 70 20 0

* Fisherov egzaktni test
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Nutritivni dodatak standardiziranog ekstrakta dumbira u hrani za tovne pili¢e utjecao je
na prisutnost klastera limfocita izmedu hepatocita u tkivu jetre na 42. dan istrazivanja te je
prikazan u Tablici 19. Klasteri limfocita medu hepatocitima su primije¢eni kod svih
promatranih skupina ali je u skupini P1 broj klastera bio znacajno (p<0,0001) veéi nego u
ostalim skupinama (Slika 22.). S druge strane, prisustvo heterofilnih granulocita bilo je

najizrazenije kod kontrolne skupine u odnosu na ostale skupine u pokusu.

Tablica 19. Prisutnost klastera limfocita izmedu hepatocita u tkivu jetre tovnih pili¢a na 42.
dan istrazivanja.

Nutritivni tretman

Ekstrakt Z. officinale Roscoe *P -
Parametar (95% CI) vrijednost
K P1 P2 P3
Klasteri limfocita medu Da % 100 100 100 100 <.0001
hepatocitima Ne % 0 0 0 0
Da % 30 0 10 20
Heterofilni granulociti o 20 100 %0 80 0.0113

* Fisherov egzaktni test

Slika 22. Klasteri limfocita izmedu hepatocita bili su najzastupljeniji u skupini P1 koja je
dobivala standardizirani ekstrakt dumbira u dozi od 2.5 g/kg hrane. Slika a) povecanje x4; slika

b) povecanje x10.
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6. RASPRAVA

Proizvodni parametri

Proizvodni rezultati u tovu pilia predstavljaju jedan od najvaznijih parametara za
proizvodace pileCeg mesa jer definiraju ucinkovitost i ekonomsku isplativost proizvodnje a
sami su kumulativni u¢inak mnogobrojnih vanjskih i unutrasnjih faktora poput genetike, na¢ina

uzgoja, hranidbe, mikroklime, zdravstvene zastite i profilakse te dobrog upravljanja farmom.

U naSem istrazivanju pokusali smo preciznije definirati ucinke ekstrakta dumbira
davanog u razli¢itim koncentracijama na mjerene proizvodne parametre te tako razjasniti na §to
to¢no pripravak djeluje i u kojoj mjeri. U pokusu na tovnim pili¢ima zabiljezili smo zanimljive
rezultate dinamike promjene tjelesne mase koja je mjerena 1., 21. i 42. dana istrazivanja. lako
su pili¢i 1. dana pokusa bili ujednaceni po tjelesnoj masi i spolu ve¢ 21. dana primjetili smo
statisticki znacajno manju masu u skupinama koje su u hrani dobivale najviSu dozu testiranog
pripravka dok kod ostalih skupina nije bilo razlika. Takav trend se nastavio i u iduca tri tjedna
istrazivanja te je ta skupina ostvarila najnize zavr$ne mase od svih testnih skupina. Ti rezultati
su u suglasju s manjim brojem autora koji su takoder primijetili negativan u¢inak dumbira na
prirast i tjelesnu masu s iznimno velikim rasponom testiranih doza od 6 g/kg hrane (Shewita i
sur., 2018.), 20 g/kg (Ademola i sur., 2009.) do 60 g/kg hrane (Al - Homidan, 2005.). Kada
pogledamo zavr$ne mase u kombinaciji s unosom hrane vidimo da je ta skupina ve¢ na prvom
mjernom intervalu imala znacajno manji unos hrane u odnosu na ostale skupine a taj trend se
nastavio i u drugoj fazi pokusa te se stoga slabiji prirasti mogao objasniti negativnim utjecajem
pripravka na konzumaciju hrane. Ono §to nismo ocekivali je da je znacajno manju zavr$nu masu
pili¢a ostvarila i skupina P1 koja je dobivala najnizu dozu testiranog pripravka. Kod te skupine
na prvom mjernom intervalu 21. dan nije bilo znacajne razlike u masi ali u drugoj fazi tova je
izostao ocekivani prirast te je zavrSila s rezultatom slabijim od kontrolne skupine. Interesantno
je da se kod te skupine nizi intenzitet rasta ne moze objasniti smanjenim unosom hrane jer je
jedino ta skupina od svih pokusnih imala unos hrane na razini kontrolne skupine. Takoder je
zanimljiva opservacija u skupini P2 koja je unato¢ znac¢ajno manjoj konzumaciji hrane u prvoj
i u drugoj fazi tova ostvarila zavr$nu tjelesnu masu na razini kontrolne skupine. Takav rezultat
je u suglasju s rezultatima vecine autora u literaturi koji nisu zabiljezili poveznicu izmedu
dodatka dumbira u sli¢nim dozama i1 promjene tjelesne mase brojlera (Barazesh i sur., 2013.,
Qormabpour i sur., 2018., Herawati i sur. 2010., Khonyoung i sur., 2012., Zhang i sur., 2009.)

no ne smijemo izostaviti i istrazivanja gdje je dodatak dumbira pozitivno utjecao na tjelesnu
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masu brojlera (Zidan i sur., 2016., Rio i sur., 2019., Javid i sur., 2019., Al-Khalaifah i sur.,
2022., Incharoen i sur., 2010.). Prema nekim autorima aktivni spoj gingerol stimulira lu¢enje
probavnih enzima, §to pomaze u probavnom procesu i pospjesSuje iskoriStavanje unesenih
hranjivih tvari. Ti spojevi stimuliraju gusteracu da proizvodi vece koli¢ine probavnih enzima,
Sto dovodi do povecane probavljivosti hranjivih tvari i apsorpcije kako bi se podrzao intenzitet

rasta (Risdianto i sur., 2019.).

Kada gledamo samo na unos hrane tijekom istrazivanja odmah primjecujemo da je
testirani pripravak imao znacajan negativan uc¢inak na konzumaciju u negativnoj korelaciji s
doziranjem pripravka. Pokusne skupine ostvarile su manje vrijednosti unosa hrane od kontrolne
iako u skupini P1 nije bilo statisticke znacajnosti. Takvi rezultati su u skladu s istrazivanjima
Incharoen i sur. (2010.) koji su isti obrazac primijetili u svom istrazivanju sa suhim
fermentiranim dumbirom koji je s povecanjem doze negativno utjecao na konzumaciju hrane
ali kod njih nije bilo pada zavr$nih masa kao u naSem istrazivanju. Negativan utjecaj visokih
doza dumbira na unos hrane zabiljezen je i kod Herawati i sur. (2010.) koji su takoder objavili
da je doza dumbira od 20 g/kg hrane znacajno smanjila unos hrane iako i1 kod njih nije bilo
negativnog utjecaja na zavrSnu masu brojlera. Sli¢an trend primijecen je u novijem istraZivanju
Al-Khalaifah i sur. (2022.) koji su objavili da je s pove¢anjem doze dumbira (5, 10 i 15 g/kg)
bilo negativnih u¢inaka na unos hrane tovnih pili¢a iako na kraju pokusa nije bilo statisticki
znacajnih razlika u ukupnom unosu. Takoder je izostao i negativan uc¢inak smanjenog unosa
hrane na prirast tjelesne mase. Suprotno navodima ovih autora objavili su Zomrawi i sur.
(2012.) koji su zabiljezili znacajno manji unos hrane i zavrSne mase u skupini brojlera koja je
dobivala najmanju dozu dumbira (5 g/kg) dok kod visih doza (10 1 15 g/kg) nije bilo znacajnih
razlika u odnosu na kontrolu. Generalno, vecina istrazivanja dodatka dumbira kod tovnih pili¢a
je zakljucila da pripravak nema znacajan utjecaj na konzumaciju hrane (Zhang i sur., 2009.,
Incharoen i sur., 2010., Onu i sur., 2010., Habibi i sur., 2014., Barazesh i sur., 2013,
Qorbanpour i sur., 2018.) dok je manji broj autora objavio pozitivan efekt na konzumaciju hrane
(Zidan i sur., 2016., George i sur., 2015., Asghar i sur., 2021., Tekeli i sur., 2011.).

Pretvorba unesene hrane u jedinicu prirasta tjelesne mase, poznata kao konverzija hrane,
jedan je od parametara koji najbolje opisuje ucinkovitost proizvodnje zivotinjskih proizvoda.
Poboljsanje iskoristivosti hrane uvelike smanjuje troskove proizvodnje, a hrana predstavlja
najvedi pojedinaéni troSak za proizvodace posebice u kriznim godinama kada su fluktuacije u
cijenama sirovina znatne. U naSem istrazivanju primijetili smo znacajno bolje iskoriStavanje

hrane od strane brojlera iz skupine P2 u odnosu na sve ostale promatrane skupine. Ostale
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pokusne skupine nisu ostvarile znac¢ajno drugacije vrijednosti u odnosu na kontrolne pilice.
Nasi rezultati su u suglasju s rezultatima pojedinih autora (Incharoen i1 sur., 2010.,
Ebrahimnezhad i sur., 2014., George i sur., 2015., Rio i sur., 2019., Ashgar i sur., 2021.) koji
su takoder primijetili nize konverzije brojlera prilikom davanja sli¢nih doza (5 g/kg) pripravka
dumbira. Poboljsanje iskoristivosti hrane moglo bi biti posljedica stimulacije Zelu¢anih
sekrecija i aktivnosti Zzlijezda slinovnica, Sto je za posljedicu smanjilo broj patogenih
mikroorganizama te opcenito smanjilo mikrobnu fermentaciju u crijevu poboljsavajuci
probavni i resorptivni kapacitet crijeva ptica (Greathead, 2003., Incharoen i Yamauchi, 2009.,
Onu i sur., 2010.). S druge strane, negativan ucinak na konverziju primijeéen je samo u
istrazivanju Huthail i sur., (2019.) i to u najvisoj dozi od 30 g/kg hrane dok kod ostalih autora
uglavnom izostaje znacajan ucinak dumbira na konverziju hrane (Barazesh i sur., 2013.,
Qorbanpour i sur., 2018., Zhang i sur., 2009., Zhao i sur., 2011., Habibi i sur., 2011., Akbarian
i sur., 2011.).

Mikrobiom

Mikrobiom crijeva, sastavljen od milijardi bakterijskih, virusnih i gljivicnih
mikroorganizama, predstavlja slozen ekosustav koji moze posredovati u interakciji domacina i
njihovog okolisa (Blum, 2017.). Mikrobiom crijeva ima vaznu ulogu u odrzavanju
zdravstvenog statusa zivotinja (Datta i sur. 2003., Grond i sur., 2018.). Usko je povezan s
probavom, apsorpcijom i metabolizmom te imunitetom i osjetljivo$¢u na bolesti (Cox i sur.,
2018.). Takoder, mikrobiom utjece na fermentaciju ugljikohidrata, a posebno polisaharida, te
tako pospjesuje apsorpciju hranjivih tvari i opskrbu energijom u Zivotinjskom organizmu
(Junpertz i sur., 2011.).

Kolibaciloza peradi smatra se jednom od kljucnih bakterijskih bolesti peradi a odnosi se
na bilo koju lokaliziranu ili sistemsku infekciju uzrokovanu specifi¢nim serotipovima APEC ili
oportunisticki patogenom E. coli (La Ragione i sur., 2002.). Opc¢enito, APEC kolonizira i
napada epitelne stanice, uglavnom su povezane s ekstraintestinalnom boleS¢u, uglavnom
respiratornim ili sistemskim infekcijama i sepsom. Infekcija E. coli kod pili¢ca moze uzrokovati
teski proljev, smanjen unos hrane i smanjen intenzitet rasta (Mellata, 2013.). Terapijska
primjena antibiotika je jo$ uvijek uc¢inkovita u suzbijanju bakterijskih infekcija, ali dovodi i do
disbalansa crijevnog mikrobioma. To rezultira unistenjem velikog broja bakterija u crijevima i

pokrece upalni odgovor, Sto takoder objasnjava povecanu razinu protuupalnih citokina
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(Temmerman i sur., 2021.). Fitobiotici u pravilu ne stvaraju bakterijsku rezistenciju i ne
aktiviraju upalni odgovor pa je njihova primjena od velike znacajnosti za odrzavanje strukturne

stabilnosti i raznolikosti mikropopulacije crijeva.

Iz istrazivanja drugih autora mozemo zakljuciti da se visoka raznolikost bakterijskih
populacija smatra korisnom za zdravstveno stanje crijeva jer ¢e se bogate zajednice vjerojatno
natjecati s patogenim bakterijama za resurse i kolonizaciju, sprje¢avaju¢i invaziju patogena i
potencijalnu infekciju (Huyben i sur., 2019.). U naSem istrazivanju nije zabiljeZena statisti¢ki
znaCajna razlika u raznolikosti i bogatstvu bakterijskih rodova ileuma pilica hranjenih
dodatkom dumbira §to smatramo pozitivnim rezultatom. Neki autori smatraju da se dinamika
raznolikosti crijevne mikrobiote, koja predstavlja vrlo slozen ekosustav, mijenja s promjenom
prehrane i dobi (Isaacson i Kim, 2012.) dok drugi poput Balloua i sur. (2016.) tvrde da je

mikrobiom vise pod utjecajem dobi nego nutritivnog tretmana.

Analiza strukture crijevne mikropopulacije tovnih pili¢a na razini koljena pokazala je
gotovo linearne promjene kod svih tretmana. Naime, zabiljezen je porast udjela Firmikuta koji
je bio proporcionalan povecanju doze testiranog pripravka, dok u isto vrijeme dolazi do
smanjenja udjela Proteobakterija. Analizom prethodnih istrazivanja dosli smo do spoznaje da
firmikuti u crijevu mogu metabolizirati i proizvesti masla¢nu kiselinu, §to osigurava energiju
za rast i razvoj crijevnih stanica (Peng i sur., 2021.). Udjeli Firmicuta i Bacteroidota imaju
vaznu ulogu u apsorpciji hranjivih tvari 1 homeostazi crijeva kod pili¢a (Oh i sur., 2017.). Veci
udio Firmikuta mogao bi suprimirati razvoj patogenih sojeva, obnoviti homeostazu i povecati
apsorpciju hranjivih tvari, dok bi povecanje koljena Bacteroidota moglo dovesti do slabije
apsorpcije hranjivih tvari i disbioze (Adalsteinsdottir i sur., 2018.). 1z literature vidimo da se
udio Proteobakterija smatra markerom neravnoteze crijevne mikrobiote, a veliki broj
proteobakterija u crijevima reflektira usporen rast ili nestabilnu strukturu crijevne mikrobiote
(Pedroso i sur., 2005.). Takoder je vazno napomenuti da Proteobakterije uklju¢uju neke
zoonotske patogene, kao Sto su Escherichia, Salmonella, Campylobacter i drugi znacajni
patogeni rodovi (Salaheen i sur., 2017., Clavijo i Florez, 2018.). Dodatak ekstrakta dumbira
znacajno je smanjio relativan udio Stetnih Proteobakterija u skupinama P2 i P3 te tako

doprinijelo odrzavanju pozeljne ravnoteze crijevnih bakterija na razini koljena.

Struktura mikrofore na razini roda takoder je promijenjena dodatkom ekstrakta dumbira.

U skupinama pilica koji su dobivali ekstrakt dumbira primijeen je porast relativne

zastupljenosti bakterija iz roda Candidatus Arthromitus i Romboutsia te smanjenje roda

Pseudomonas i Termoanaerobakteria. U skupini P3 koja je dobivala najvecu dozu pripravka
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dumbira primijecena je veca zastupljenost bakterija iz roda Enterococcus i Lactobacillus u
odnosu na sve ostale skupine u istrazivanju. Porast zastupljenosti bakterija iz roda Candidatus
Arthromitus je zabiljezen u svim pokusnim skupinama, a pogotovo je bio izrazen u skupini P1.
Candidatus Arthromitus pripada skupini segmentiranih filamentoznih bakterija koje su
jedinstvena skupina komenzalnih bakterija unutar obitelji Lachnospiraceae (Thompson i sur.,
2012.). Ove bakterije karakterizira svojstvo da prianjaju za crijevni epitel ileuma i moduliranju
imunoloski sustav domacina (Thompson i sur., 2013.). Smanjenje bakterija iz ovog roda
primije¢eno je kod razliCitih patoloskih stanja brojlera poput nekroticnog enteritisa
uzrokovanog E. maxima i C. perfringens (Kim i sur., 2015.) ili kontaminacije hrane
mikotoksinima (Antonissen i sur., 2015a.). U skupinama P2 i P3 takoder je zabiljezen znacajan
porast bakterija iz roda Romboutsia. Rod Romboutsia je skupina komenzalnih bakterija
(Magruder i sur., 2020.), koje funkcioniraju u metabolickim reakcijama domacina u smislu
iskoriStavanja ugljikohidrata, fermentacije pojedina¢nih aminokiselina, anaerobne respiracije i
krajnjih produkata metabolickog procesa (Gerritsen 1 sur., 2019.). Te bakterije predstavljaju
vrijedan crijevni biomarker jer igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju zdravstvenog stanja domacina
(Mangifesta i sur., 2018.). Dobiveni rezultati su u suglasnosti s rezultatima Zhang i sur. (2021.)
koji su takoder dobili porast ovog roda bakterija kod brojlera hranjenih s dodatkom probiotika
Bacillus Subtilis. U svim skupinama brojlera koji su dobivali testirani pripravak primijec¢eno je
znacajno smanjenje bakterija iz roda Pseudomonas u odnosu na kontrolnu skupinu. U
prethodnim istrazivanjima, povecani udio bakterija iz roda Pseudomonas u crijevnoj mikrobioti
imunokompromitiranih Zivotinja bilo je povezano s bakterijskom infekcijom (Oh i sur., 2017.).
Povecan udio bakterija iz roda Escherichia — Shigella zabiljezen je u skupini P2 koja je dobivala
umjerenu razinu testiranog pripravka. To je iznenadujuci rezultat s obzirom na to da je ta
skupina ostvarila najbolje proizvodne rezultate i nije imala mortaliteta. Povec¢an udio bakterija
iz tog roda moze dovesti do kolibaciloze peradi te je primije¢en u mikrobiomu brojlera na
kojima je izazvana E. Coli infekcija (Wang i sur., 2022.). Sli¢ne rezultate u ilealnom sadrzaju
brojlera je dobio i Qorbanpour i sur., (2018.). U skupini P3 zabiljezen je znacajno veci udio
bakterija roda Lactobacillus u odnosu na ostale skupine. To je u suglasju s pojedinim autorima
koji su testirali pripravke dumbira na brojlerima (Saleem i sur., 2020.; Tekeli i sur., 2007.).
Porast udjela bakterija iz roda Lactobacillus smatra se pozitivnim zbog njihovog pozitivnog
djelovanja na imunosni sustav crijeva (Sengupta i sur., 2013.) te stimulaciju bakterija koje
koriste laktat i proizvode butirat (De Maesschalck i sur., 2015.). U istoj skupini zabiljezen je i

znacajno veci udio bakterija iz roda Enterococcus koje pripadaju probiotskim vrstama poput

81



Lactobacillus, Bacillus, Bifidobacterium, Streptococcus i Faecalibacterium, a koje imaju

pozitivan uc¢inak na performanse i zdravstveno stanje brojlera (Kabir, 2009.).

Antioksidacijski status

Moderni hibridi brojlera imaju veliki kapacitet za konzumaciju hrane i intenzivan rast
tjelesne mase Sto za posljedicu ima i vece opterecenje slobodnim radikalima i oksidativnim
stresom. Slobodni radikali nastaju tijekom normalnog metabolizma, ali zauzvrat mogu izazvati
na poremecaje poput ascitesa i sindroma iznenadne smrti (Roberts i Sindhu, 2009.).
Antioksidacijska obrana ukljucuje prirodne i sinteticke antioksidanse i antioksidativne enzime
prisutne u bioloskom sustavu (Sies, 1991). Opcenito je prepoznato da su SOD, GPx i katalaza
glavni antioksidativni enzimi u eliminaciji slobodnih radikala (McCord, 1979.) dok je
malondialdehid jedan od glavnih aldehida koji su krajnji produkt lipidne peroksidacije, stoga
se razina lipidne peroksidacije slobodnim radikalima u serumu ili tkivu moze pratiti kroz
koncentraciju MDA (Valko i sur., 2004.). Sukladno tome bi visa aktivnost antioksidacijskih
enzima te niza razina MDA povecale antioksidacijski kapacitet i opéenito otpornost brojlera na
oksidativni stres. Visestruki navodi iz literature su opisali biljne polifenolne flavonoide kao
jednu od glavnih skupina spojeva koji djeluju kao primarni antioksidacijski terminatori
slobodnih radikala (Huang i Frankel, 1997.). Bumbirov prah sadrzi mnoge spojeve koji imaju
biolosku aktivnost, ukljucujuci antioksidacijske (Nakatani, 2000.) i razne farmakoloske ucinke
(Ali i sur. 2008.). Aktivne tvari u dumbiru s potencijalnim antioksidacijskim uc¢inkom su
gingeroli, Sogaoli, gingerdioli, gingerdioni i neki srodni derivati fenolnog ketona (Kikuzaki i
Nakatani, 1996., Fuhrman i sur., 2000.). Prethodna istrazivanja pokazala su da prah rizoma
dumbira (Kuo i sur., 1999.) i pojedinacni sastojci kao $to su [6]-gingerol (Ippoushi i sur., 2003.),
kurkumin (Surh i sur., 1999.) i zingeron (Aeschbach i sur., 1994.) imaju sposobnost zastite od
peroksidacije lipida u razli¢itim modelima. Obogacivanje hrane dodacima poput dumbira, koji
su bogati antioksidansima, mogla bi povecati fiziolosku antioksidacijsku obranu, $to rezultira
smanjenjem oksidativnog stresa i boljeg zdravstvenog statusa jata. U naSem istrazivanju
primijecen je znacajan porast aktivnosti glutation peroksidaze u serumu tovnih pili¢a na 42. dan
istrazivanja dok 21. dana nije bilo znacajnih razlika. Porast je ostvaren u skupinama P1 i P2
dok kod P3 nije bilo razlika u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod MDA je primije¢en drugaciji
trend pa je tako niZa razina izmjerena 21. dana pokusa u skupinama P1 i P2 dok na kraju
istrazivanja nije bilo razlika izmedu skupina ali je razina MDA bila zna¢ajno manja nego 21.
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dana. Niza razina MDA 42. dana istrazivanja mogla bi biti posljedica pojacane aktivnosti GPx
koja je svojim antioksidacijskim djelovanjem utjecala na razinu MDA u serumu tovnih pilica.
Nasi rezultati se slazu s ve¢inom autora koji su istrazivali antioksidacijski kapacitet pripravaka
dumbira na peradi (Zhang i sur. 2009., An i sur. 2019., Al-Khalaifah i sur. 2022.). Zhang i sur.
(2009.) tvrde da je dumbirov prah u koncentraciji od 5 g/kg znafajno stimulirao aktivnost
antioksidacijskih enzima koji su znacajno smanjili razinu MDA u serumu tovnih pili¢a. Drugi
autori su objavili da prah dumbira u dozi od 5, 10 1 15 g/kg stimulira aktivnost katalaze, ali ne
i GPx, te znacajno smanjuje koncentraciju MDA u serumu tovnih pili¢a (Al-Khalaifah i sur.,
2022.). S druge strane, iako manje, bilo je i istrazivanja gdje nije primijecen utjecaj dumbira na
antioksidacijski status pili¢a. Tako Habibi i sur. (2014.) tvrde da nije bilo u¢inka dumbirovog
praha i esencijalnog ulja na aktivnost GPx u serumu ali je primijeCena znacajno niza razina
MDA. Razlike medu tim studijama vjerojatno su posljedica varijabilnosti u genetici, kemijskom
sastavu hrane te koli¢ini aktivnih tvari u testiranim pripravcima. Nasi rezultati iznova potvrduju
tvrdnje drugih autora koji smatraju da pozitivni u¢inci podrazumijevaju da fenolni spojevi koji
se koriste u malim dozama mogu djelovati kao promotori zdravstvenog stanja (Staréevic i sur.,
2015.).

Hematoloski parametri

Promatran je 1 utjecaj razli¢itth doza ekstrakta dumbira na odabrane hematoloske
parametre tovnih pilica 42. dana pokusa. U nasem istrazivanju nije primijecen utjecaj pripravka
na broj eritrocita i leukocita ali su zapaZzene razlike u udjelima heterofila i limfocita. Naime, u
skupini P3 koja je dobivala najve¢u dozu pripravka zabiljezen je znacajno visi udio heterofila
u odnosu na sve ostale skupine. Osim toga, u istoj skupini zapaZen je i znac¢ajno manji udio
limfocita u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu P1. Dobiveni rezultati su u djelomi¢no u
suglasju s rezultatima Al-Khalaifah i sur. (2022.) koji takoder nisu zapazili znacajne razlike u
koncentraciji eritrocita ali su dobili viSe vrijednosti ukupnih leukocita, te udjela heterofila u
svim skupinama koje su dobivale dumbir u dozi od 5, 10 i 15 g/kg u odnosu na kontrolu.
Slijedom toga zakljucuju da dodatak dumbira kod brojlera stimulira urodenu i stecenu stani¢nu
imunost. To potvrduju i rezultati Iyaode i sur. (2020.) koji biljeze porast eritrocita (10 g/kg) i
leukocita (51 10 g/kg) te udjela neutrofila i limfocita kod brojlera hranjenih dumbirom. S druge
strane, neki autori su primijetili i imunosupresivan uc¢inak dumbira u dozi od 10 g/kg koji je

znacajno smanjio ukupan broj leukocita, ali nije utjecao na razinu eritrocita (Ademola i sur.,
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2009.) dok Onu i sur. (2010.) nisu primijetili znacajna odstupanja hematoloskih parametara od

referentnih vrijednosti te su zakljucili da pripravak nije negativno utjecao na zivotinje.

Biokemijski parametri

Odabrani biokemijski parametri u serumu tovnih pilica hranjenih razli¢itim
koncentracijama ekstrakta dumbira mjereni su u sredini (21. dan) 1 na kraju (42. dan)
istrazivanja. Radi lakSe interpretacije rezultate smo podijelili u tri skupine (metaboliti, enzimi i
elektroliti). U nasem istrazivanju primijetili smo znac¢ajne razlike serumskih metabolita ovisno
0 vremenu uzorkovanja te o dozi testiranog pripravka. Pili¢i koji su dobivali najvisu dozu (10
g/kg hrane) imali su zna¢ajno viSu razinu glukoze u serumu 21. dana istraZivanja u odnosu na
kontrolnu skupinu. To je u suglasju s rezultatima Tekeli i sur. (2006.) koji su takoder dobili visu
razinu glukoze dodavanjem eteri¢nog ulja dumbira u dozi od 120 mg/kg u hranu brojlera. Taj
trend se nije nastavio na sljede¢em mjerenju na kojem je zabiljezena znacajno manja razina
glukoze u skupini P1 koja je dobivala najmanju koncentraciju pripravka. Sli¢ne rezultate su
dobili Barazesh i sur. (2013.) dok vecina autora nije primijetila utjecaj dumbira na razinu
glukoze u serumu brojlera (Habibi i sur., 2014., Qorbanpour i sur., 2018., Tekeli i sur., 2011.).
Znacajne razlike zabiljeZene su 1 u koncentracijama albumina, globulina 1 ukupnih proteina pa
su tako skupine P2 i P3 imale nizu razinu albumina na 21. dan pokusa dok je na 42. dan skupina
P1 imala viSu razinu albumina od kontrole. Kod globulina su primije¢ene viSe koncentracije na
kraju istraZivanja u skupinama P1 i P2 dok je kod ukupnih proteina visa razina zabiljeZena u
svim skupinama ali je statisticki znac¢ajno visa bila samo u skupini P1 u odnosu na kontrolu.
PoviSenu razinu ukupnih proteina kod biserki hranjenih prahom dumbira objavili su Oso 1 sur.
(2013.) koji tvrde da je to rezultat boljeg iskoristavanja bjelancevina hrane jer Su ukupni proteini
u serumu indikator nutritivnog statusa, hidratacije i zdravstvenog statusa zivotinje (Schalm i
sur. 1975.). Nasi rezultati su takoder u suglasju s rezultatima Zhang i sur. (2009.) koji tvrde da
bi to moglo biti posljedica visoke koncentracije biljnih proteoliti¢kih enzima u prahu dumbira
(Thompson i sur. 1973., Naveena i sur., 2004.) koji bi mogli pomoc¢i pticama da ucinkovitije
probave proteine hrane. Medutim, vecina autora nije primijetila znacajna odstupanja serumskih
proteina kod pili¢a i prepelica hranjenih dodatkom dumbira (Farinu i sur., 2004., Onu, 2010.,
Salmanzadeh, 2015.). Razlike u dobivenim rezultatima vjerojatno su posljedica varijabilnosti u
samom pripravku i doziranju, kao i u razlicitim eksperimentalnim uvjetima. Razina uree u

nasem istrazivanju je bila znacajno visa kod svih skupina 21. dana pokusa da bi se 42. dana taj
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trend preokrenuo te su sve pokusne skupine imale znacajno nizu razinu uree u odnosu na
kontrolne pili¢e. U dostupnoj literaturi nismo mogli pronaci sli¢an rezultat jer vec¢ina autora
nije odredivala ovaj biokemijski parametar osim Onu (2010.) kod koje nije bilo znacajnih
razlika izmedu skupina. Ono §to mozemo zakljuciti je da kod brojlera postoji povezanost
izmedu razine uree u serumu i stupnja iskoristivosti aminokiselina unesenih hranom
(Donsbourgh i sur. 2010.). O utjecaju dumbira na razine triglicerida i kolesterola se znacajno
vise pisalo pa tako u nasem istrazivanju je opazena visa razina triglicerida u svim pokusnim
skupinama 21. dan pokusa dok je na kraju zabiljeZena niZa razina u veéini pokusnih skupina
(P1i P2). Visa razina triglicerida je u suglasju s rezultatima Tekeli i sur. (2006.) dok je niza
razina zabiljezena 42. dana u suglasju s istrazivanjem Salmanzadeh i sur. (2015.) koji su testirali
dumbir na japanskim prepelicama i drugim autorima koji su hranili brojlere (Mohamed i sur.,
2012., Torki i sur. 2014., Al-Khalaifah i sur. 2022.). Vazno je napomenuti da neki autori nisu
primijetili utjecaj dumbira na serumske trigliceride (Barazesh i sur. 2013., Habibi i sur., 2014.,
Qourbanpour i sur., 2018.). Sto se ti¢e ukupnog kolesterola 42. dana istrazivanja zabiljeZena je
viSa razina u skupini P1, niZa razina u skupini P3 dok kod skupine P2 nije bilo razlika. Nasi
rezultati su djelomi¢no u suglasju s rezultatima vecine autora koji tvrde da dumbir posjeduje
sposobnost smanjenja kolesterola $to je u skladu s uo¢enim uc¢inkom dumbira na snizavanje
razine kolesterola u krvi (Zhang i sur., 2009., Saeid i sur., 2010., Habibi i sur., 2014.,
Salmanzadeh i sur., 2015.). Smatra se da sastojci dumbira inhibiraju biosintezu kolesterola sto
je dokazano na modelu stakora (Tanabe i sur., 1993.) dok Srinivasan i Sambaiah (1991.)
objasnjavaju da je hranjenje $takora dumbirom znacajno podiglo aktivnost jetrene kolesterol 7-
alfa-hidroksilaze koja ogranicava brzinu biosinteze Zucnih kiselina i potie pretvaranje

kolesterola u zu¢ne kiseline §to dovodi do izluc¢ivanja kolesterola iz tijela.

Promatrajuc¢i utjecaj eksperimentalnih pripravaka na razine serumskih elektrolita u
serumu tovnih pilica 21. 1 42. dana istrazivanja primijetili smo znacajne razlike kalcija, fosfora,
zeljeza 1 magnezija. Najizrazitiji trend bio je prisutan kod zeljeza gdje je 21. dana pokusa u
svim pokusnim skupinama izmjerena znacajno visa razina zeljeza u odnosu na kontrolnu
skupinu dok je 42. dana visa razina bila izmjerena samo u skupini P1. U nama dostupnoj
literaturi nije bilo moguce pronaci istrazivanja koja su mjerila razinu Zeljeza u serumu kako bi
usporedili rezultate kod tovnih pili¢a hranjenih dumbirom. Od ostalih elektrolita izmjerene su
znacajne razlike razine kalcija, fosfora i magnezija u skupini P1. Naime, u toj skupini izmjerena
je visa razina kalcija, niZa razina fosfora i viSa razina magnezija 21. dana istrazivanja u odnosu

na kontrolnu skupinu. Kako vec¢ina autora koji su istrazivali utjecaj dumbira kod tovnih pili¢a
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nisu objavili ove biokemijske parametre nije bilo moguce znacajnije raspravljati o ovim
podacima. Jedino se u istrazivanju Malekizadeh i sur. (2012.), koji su testirali dvije doze praha
dumbira (10 i 30 g/kg) kod kokosi nesilica, navode razine kalcija i fosfora u serumu ali bez

znacajnih razlika izmedu testiranih skupina.

Utjecaj razlicitih doza ekstrakta dumbira na koncentracije jetrenih enzima tovnih pili¢a
jasno pokazuje povisene razine alkalne fosfataze, kreatin kinaze, amilaze i lipaze u skupini P3
koja je dobivala najvisu dozu pripravka dok kod ostalih enzima nije bilo znac¢ajnih razlika.
Pojedini autori primijetili su smanjenje koncentracije AST kod brojlera hranjenih prahom
dumbira te zakljucili da posjeduje hepatoprotektivan uc¢inak (Malekizadeh i sur., 2012., Herve
i sur. 2019.). U nasem istrazivanju nismo primijetili taj uc¢inak iako su neki drugi enzimi bili
poviseni. PoviSena razina alkalne fosfataze zabiljezena 21. dana istrazivanja mogla bi biti
posljedica ostecenja jetre ili ubrzanog rasta kostiju. Misljenja smo da je uzrok porasta
intenzivan rast brojlera jer su na slijede¢em mjerenju 42. dana razine ovog enzima bile unutar
referentnih vrijednosti za brojlere. Povisena razina kreatin kinaze indikator je o$tecenja misica
te moze biti uzrokovana razli¢itim vanjskim faktorima poput toplinskog stresa, uznemiravanja
zivotinja 1 sl. (Kong 1 sur., 2021.). Pankreasni enzimi poput amilaze 1 lipaze bili su znacajno
poviSeni 21. dana istrazivanja u skupini koja je dobivala najvisu dozu testiranog pripravka.
PoviSene vrijednosti navedenih enzima mogu ukazivati na oStec¢enje tkiva guSterace toksinima
(Balachandran i Ramarkrishnan, 1988.) iako na drugom mjerenju (42. dan) nije bilo znacajnih

razlika u odnosu na kontrolne pili¢e pa je takav zakljucak doveden u pitanje.

Morfometrijski parametri

S ciljem da objasnimo utjecaj pripravka dumbira na histoloSke parametre segmenata
crijeva tovnih pilica, vazno je napomenuti da je kemijski sastav hrane zapravo glavni ¢imbenik
koji moze modificirati histoloski izgled ili morfologiju crijeva te, posljedicno, njegov
apsorpcijski kapacitet, koji u konacnici definira intenzitet rasta tovnih pilica (Hamedi i sur.,
2011.). Poznato je da se crijevne resice brzo i kontinuirano prilagodavaju kao odgovor na uvjete
u lumenu crijeva (na koje snazno utjece sastav hrane) odrazavajuci dinamicko okruzenje u
lumenu crijeva zivotinja. Sukladno tome, dulje crijevne resice povezane su s povecanjem
apsorpcijske povrsine crijeva, takoder i s povecanjem apsorpcijskog kapaciteta crijeva (lzadi i
sur., 2013.). Podrucje kripti proizvodi enterocite koji migriraju iz baze resice na vrh kako bi

zamijenili starije stanice, a starije stanice se ljuste u crijevni lumen (Uni i sur. 2001.). Crijevne
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epitelne stanice stalno se 1 brzo zamjenjuju novim stanicama, koje su klju¢ne za odrzavanje
normalne crijevne funkcije (Thomson i sur. 2001.). Visina resica (VR) i omjer visine resica :
dubine kripti (VR : DK) koriste se kao pozitivni pokazatelji za procjenu integriteta strukture
crijevne sluznice, dok se dubina kripti (DK) smatra negativnim pokazateljem (Heak i sur.,
2017., Montagne i sur., 2013.). Dulja visina resica povecava aktivnost probavnih enzima
sluznice (Murugesan i sur., 2015.) a veé¢i omjer VR : DK cesto je u korelaciji s boljom
apsorpcijom hranjivih tvari. Suprotno tome, veca dubina kripti je povezana sa slabijom
apsorpcijom bududi da su crijevne kripte izvor epitelnih stanica za resice, a dubina kripti je u
izravnoj korelaciji s obnovom epitelnih stanica. Osim toga, dublja kripta ukazuje na brzi proces
regeneracije crijevne sluznice ako postoji potreba (Murugesan i sur. 2015., Santin i sur. 2001.).
Dokazano je da su krace crijevne resice u odnosu na dubinu kripte povezane s manjim brojem
apsorpcijskih i ve¢im brojem sekretornih stanica. Sekretorne stanice odgovorne su za lucenje
mucina koji tvore mucinoznu ovojnicu crijevnog epitela, ¢ime se povecava broj sekretornih
stanica i dovodi do povecanog lucenja mucina. Promjene u koli¢ini ili sastavu mucina na
povrsini sluznice crijeva mogu smanjiti apsorpciju hranjivih tvari i/ili povecati koli¢inu energije

potrebne za odrzavanje funkcije crijeva (Hamedi i sur., 2011., Langhout i sur. 1999.) .

U naSem istrazivanju primije¢en je ucinak dodatka dumbira na pojedine histoloske
parametre u razli¢itim dijelovima tankoga crijeva. U duodenumu je opazeno znacajno
smanjenje visine resica u skupini P1 u odnosu na kontrolu koje je bilo popraceno i sa
smanjenjem dubine kripti. Takoder je primijeceno znac¢ajno smanjenje $irine resica te povrsine
resica u tretiranim skupinama u odnosu na kontrolu. Medutim, u skupinama P2 1 P3 evidentirana
je znacajno ve¢i omjer VR : DK u odnosu na kontrolnu skupinu. U jejunumu imamo nesto
drugaciju situaciju jer smo zabiljezili ve¢u duZzinu resica u skupini P2 bez znac¢ajnih promjena
u dubini kripti u odnosu na kontrolne pili¢e. Takoder vidimo nesto tanje resice u skupini P1 s
tanjim epitelom resice u skupinama P1 i P2. S druge strane opet smo dobili zna¢ajno ve¢i omjer
VR : DK u skupini P2 u odnosu na kontrolu. U ileumu nisu primije¢ene razlike u duZini resica
ali je primijeCeno smanjenje debljine resica u skupini P1 u odnosu na kontrolu. Nadalje,
opazamo manju Sirinu epitela resice 1 povrsine resice u skupinama P1 i P2 u usporedbi s

kontrolom dok u omjeru VR : DK nije bilo znacajnih razlika.

Nasi rezultati su djelomi¢no u suglasju s podacima Karangiya i sur. (2016.) koji su
izvijestili 0 poboljsanju razlike u visini resica i dubini kripte u odnosu na kontrolnu skupinu.
Shewita i Taha (2018.) takoder objavili ve¢u duljinu resica kod svih skupina brojlera hranjenih

dumbirom u dozi od 2 do 6 g/kg hrane dok im je omjer VR : DK bio znacajno veci kod tretiranih
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skupina $to je u suprotnosti s nasim podacima. lzrazito pozitivne rezultate ostvarili smo u
duodenumu i jejunumu kod skupine P2 koja je u duodenumu imala jednako duge resice ali
znacajno manje kripte dok je u jejunumu imala duze resice i bolji omjer VR : DK S§to se
reflektiralo i na proizvodne rezultate jer je ta skupina ostvarila istu zavr$nu masu ali je utrosila
manju koli¢inu hrane §to moZemo objasniti boljom funkcijom tankog crijeva. Medutim, neki
autori su dobili znacajno bolje proizvodne rezultate iako nije bilo znacajnih povecanja
vrijednosti visine i povrSine resica, ali su primijetili da je dumbir povecao povrsinu epitelnih
stanica duodenuma te mitozu stanica u kriptama (Incharoen i sur. 2010.). Takoder, u
istrazivanju Khonyoung i sur. (2012.) nije primije¢en pozitivan efekt fermentiranog dumbira
na morfometriju crijeva osim Sto je ublazio ucinak toplinskog stresa na ljustenje epitelnih

stanica.

Iako postoji konsenzus oko ¢injenice da duze crijevne resice povecavaju apsorpcijski
potencijal crijeva oko dubine kripti misljenja su podijeljena. Neki autori smatraju da su dublje
kripte bolje za funkciju crijeva dok drugi imaju suprotno misljenje. Mi smo skloniji vjerovati
da kombinacija visih resica 1 pli¢ih kripti je bolji indikator funkcionalnosti crijeva jer svako
pretjerano troSenje nutrijenata, pa Cak i1 od sluznice crijeva, negativno se odrazava na
proizvodne rezultate. Cinjenica je da proces regeneracije epitelnih stanica zahtijeva ogromnu
koli¢inu energije 1 osjetljiv je na stres, koji izaziva nekrozu stanica i ljuStenje, osobito na vrhu
crijevne resice (Lambert i sur. 2002.). Sukladno tome podupiremo tezu da pripravci koji poticu
hipertrofiju crijevnih resica 1 umanjuju u¢inak stresa bez kontinuirane poja¢ane mitoze epitelnih

stanica predstavljaju naju¢inkovitiji model funkcije tankog crijeva.

Histologija jetre

Genetske predispozicije brzo rastucih hibrida brojlera omoguéuju ucinkovit i efikasan
rast ali ne bez negativnih posljedica na zdravlje i dobrobit. Intenzivan metabolizam hranjivih
tvari stavlja velik pritisak na jetru te moze rezultirati patoloskim promjenama i smanjenjem
funkcije. Jedan od uzroka degenerativnih i regresivnih promjena tkiva jetre kod tovnih pili¢a je
prolongirano stanje hipoksemije koje neminovno dovodi do hipoksije (Gesek i sur., 2013,
Olkowski i sur., 2005.). Sukladno tome imamo situaciju gdje je prisutna jaka i kontinuirana
potraznja za kisikom i hranjivim tvarima na Sto tkivo jetre moze odgovoriti Stvaranjem
regresivnih lezija poput parenhimatozne, vakuolne i masne degeneracije, steatoze i nekroze

hepatocita (Gesek i sur., 2013.). U nasem istrazivanju su primije¢ene blage degenerativne
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promjene na parenhimu jetre kod svih promatranih skupina ali je kod kontrolne skupine stupanj
degeneracije bio nesto veci. Prisutnost vakuolne degeneracije tkiva jetre je zabiljeZena kod svih
promatranih skupina dok je znacajno veci stupanj primijecen kod skupine P1, a najmanji u
skupini P3. Steatoza i nekroza parenhima jetre je zabiljezena samo u dva uzorka tkiva u
pokusnim skupinama pili¢a ali bez statisticke znaCajnosti. Klasteri limfocita medu hepatocitima
su primijeceni kod svih promatranih skupina ali je u skupini P1 broj klastera bio ve¢i nego u
ostalim skupinama. S druge strane, prisustvo heterofilnih granulocita bilo je najizrazenije kod
kontrolne skupine u odnosu na ostale skupine u pokusu. 1z dobivenih rezultata vidljiv je blagi
hepatoprotektivan ucinak ekstrakta dumbira kod tovnih pili¢a. Ti rezultati su djelomi¢no u
suglasju sa Herawati (2010.) koji je testirao prah dumbira u dozama od 5, 10, 15 i 20 g/kg hrane.
On je primijetio porast degenerativnih i upalnih promjena na tkivu i krvnim zilama jetre s
porastom doze testiranog pripravka. Medutim, te promjene nisu utjecale na proizvodnost

brojlera koji su ostvarili viSe zavr$ne mase i bolju iskoristivost pojedene hrane.
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7. ZAKLJUCCI

Sukladno prikazanim rezultatima dodavanja razli¢itih doza standardiziranog ekstrakta

dumbira kao fitobiotika u hranu za intenzivan tov pili¢a mozemo zakljuciti sljedece:

10.

Dodatak ekstrakta dumbira U najnizoj i najviSoj dozi je djelovao negativno na
zavr$ne mase dok je u najviSoj dozi djelovao negativno i na intenzitet rasta pili¢a u
tovu.

Dodatak ekstrakta dumbira je s povecanjem doze negativno djelovao na unos hrane
tovnih pilica.

Dodatak ekstrakta dumbira je u dozi od 5 g/kg hrane pozitivno djelovao na
konverziju, odnosno na pretvorbu hrane u jedinicu prirasta.

Tovni pili¢i koji su dobivali najvisu doza ekstrakta dumbira imali su najvisi
mortalitet od svih promatranih skupina.

Testirani pripravak nije negativno utjecao na raznolikosti i bogatstvo bakterijskih
rodova u ileumu brojlera.

Sve pokusne skupine, a pogotovo doza od 5 g/kg hrane, znacajno su doprinijele
odrzavanju pozeljne ravnoteze crijevnih bakterija na razini koljena i roda.

Dodatak ekstrakta dumbira u dozi od 5 g/kg hrane pozitivno je utjecao na
morfometrijske parametre segmenata tankog crijeva.

Dodatak razlic¢itih koncentracija ekstrakta dumbira u hranu tovnih pili¢a nije imalo
uc¢inak na pojavnost patoloskih promjena na tkivu jetre.

Dodatak ekstrakta dumbira je znacajno poboljSao oksidativni status tovnih pilica.
Uzevsi u obzir sve promatrane parametre ovog istrazivanja skloni smo zakljuciti da
je doza ekstrakta dumbira od 5 g/kg hrane ostvarila najbolje rezultate te bi stoga
mogla biti od koristi peradarskoj industriji u poboljSanju u¢inkovitosti 1 odrzivosti

proizvodnje pile¢eg mesa.
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