ORIGINALAN NAUCNI RAD - ORIGINAL SCIENTIFIC PAPER

UDK 619:612.126:546.23:636.5

UTICAJ VISOKIH NIVOA ORGANSKI VEZANOG SELENA U
HRANI NA AKTIVNOST GLUTATION-PEROKSIDAZE
(GSH-Px) U KRVNOJ PLAZMI BROJLERA®
EFFECT OF HIGH LEVELS OF ORGANIC SELENIUM ON
GLUTATION-PEROXIDASE (GSH-Px) ACTIVITY IN BLOOD PLASMA
OF BROILERS

Mirjana Joksimovié-Todorovié, Z. Jokié, Z. Sinovec™

Ogled je izveden na 125 hibro brojlera podeljenih u pet grupa.
Ogled je trajao 42 dana. Sve smese za ishranu brojlera u ogledu
sadrzavale su 0,15 mg Se/kg, u formi natrijum selenita. Brojleri kon-
trolne grupe hranjeni su sme$ama bez dodatog organskog selena, a
brojleri oglednih grupa dobijale su smese u koje je selen, u obliku sele-
nizovanog kvasca, dodat u koli¢ini od 2, 5, 10 ili 15 mg/kg. Selenizo-
vani kvasac (ICN — Galenika) dobijen je od pivskog kvasca i sadrZao je
1,51, odnosno 1,45 mg/g ukupnog, odnosno organski vezanog se-
lena.

Na pocetku tova, aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera K-grupe kre-
tala se oko 16,55 pkat/L, dok je aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera
oglednih grupa bila statistiCki znaCajno visa, ali bez vecih razlika
izmedu pojedinih grupa (prosecno 25,53 pkat/L).

U krvnoj plazmi K-grupe aktivnost GSH-Px pada ve¢ u drugoj
nedelji Zivota i odrZava se relativno konstantnom (oko 10 ukat/L) do
kraja ogleda. U oglednim grupama zapaZa se isti fenomen, ali je trend
smanjivanja aktivnosti GSH-Px u krvnoj plazmi izrazitiji, pri c¢emu je, za
razliku od kontrolne grupe, izraZen i u kasnijim fazama ogleda. U tre¢oj
nedelji tova aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi brojlera kontrolne i ogled-
nih grupa je relativno jednaka, a zatim je aktivnost GSH-Px u plazmi
brojlera oglednih grupa bila niZa bez vecih razlika izmedu pojedinih

grupa.
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Uvod / Introduction

Selen je metaboliCki i nutritivno esencijalan mikroelement za sve vrste
zivotinja. Svoju bioloSku ulogu u organizmu obavlja preko enzima glutation-
peroksidaze (GSH-Px) u ¢ijem se aktivnom mestu nalazi ovaj element [17]. Selen
zavisna glutation-peroksidaza, zajedno sa katalazom, superoksid-dizmutazom i
vitaminom E, u€estvuje u mehanizmu odbrane ¢elijskih membrana od peroksida-
tivnih oStecenja prouzrokovanih delovanjem kiseonika. Aktivnost GSH-Px zavisi
od nivoa dodatog selena [14, 23], a razli€ita je u pojedinim organima, telesnim
te€nostima, ¢elijama i subcelijskim frakcijama [5].

BioloSka raspolozivost predstavlja kvantitativni izraz bioloSke iskoristi-
vosti, a zavisi od sadrzaja i oblika selena u hrani [24, 25]. Ispitivanjima bioloske ra-
spolozivosti selena iz razliitih izvora, ustanovljeno je da selenocistein ima nesto
vecu, a selenometionin tri do Cetiri puta veéu biolosku iskoristivost nego natrijum
selenit. Takode, organski selen je znatno manije toksi¢an [26], brze se deponuje i
duZe zadrzava u tkivima [12].

Najveci broj podataka iz literature odnose se na ispitivanje korelacije
izmedu aktivnosti GSH-Px i optimalnih i/ili suboptimalnih sadrzaja selena u hrani.
Dobijeni rezultati su potvrdili ¢injenicu da povecanja sadrzaja selena do granica
optimalnih koli¢ina uzrokuju linearno povecéanje aktivnosti GSH-Px [13, 16, 18].
Zbog toga je cilj izvedenih istrazivanja bio da se utvrdi efekat povecanih koli¢ina
nivoa organski vezanog selena dodatog u hranu na aktivnost GSH-Px u krvnoj
plazmi brojlera.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Za ispitivanja efekata dodavanja razli¢itih koliina organski vezanog
selena u ishrani brojlera organizovan je ogled po grupno-kontrolnom sistemu, a
za ogled su koriS¢ena jednodnevna pilad ,Hybro” provinijencije, oba pola, indi-
vidualno obelezena krilnim markicama. Prilikom formiranja ogleda obavljen je po-
jedinacan klini¢ki pregled, a sve odabrane jedinke bile su zdrave, vitalne i u dobroj
kondiciji.

Postupak sa brojlerima tokom ogleda u pogledu primene preventivnih
mera, smestaja, nege i nacina hranjenja i pojenja bio je prilagoden kaveznom
nacinu uzgoja. Hranjenje i napajanje je bilo po volji (ad libitum). U toku ogleda
zoohigijenski i mikroklimatski uslovi su u potpunosti odgovarali tehnoloSkim nor-
mativima za ovu provenijenciju.

Ogled je izveden na 125 brojlera podeljenih u pet jednakih grupa, po
25 jedinki u svakoj grupi. Ogled je trajao 42 dana, a podeljen je u dve faze po 22
dana. Tokom ogleda, uzimani su uzorci krvi iz krilne vene od po pet jedinki iz
svake grupe. Uzorci krvi su centrifugovani 15 minuta na 2500 rpm, radi izdvajanja
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krvne plazme u kojoj je odredivana aktivnost glutation-peroksidaze, standarnom
metodom [4].

Brojleri su hranjeni sa dve vrste potpunih smes$a za ishranu pilica u
tovu standardnog sirovinskog i hemijskog sastava koje su u potpunosti zadovolja-
vale potrebe brojlera u razliCitim fazama tova. Potpuna smes$a za pocCetni tov pilica
kori§¢ena je od 1 do 21. dana, a potpuna smes$a za zavrsni tov od 21 do 42. dana
ogleda. Sve smeSe za ishranu brojlera u ogledu sadrzavale su 0,15 mg Se/kg, u
formi natrijum selenita.

Osnovni cilj ispitivanja bio je da se utvrdi uticaj ishrane brojlera smesa-
ma sa razli¢itim koli¢inama dodatog oganski vezanog selena. Brojleri kontrolne
grupe hranjeni su smeSama bez dodatog organski vezanog selena, a ogledne
grupe smeSama u koje je selen, u obliku selenizovanog kvasca, dodat u koli¢ini
od 2, 5, 10 ili 15 mg/kg. Selenizovani kvasac (ICN - Galenika) dobijen je od
pivskog kvasca i sadrzao je 1,51, odnosno 1,45 mg/g ukupnog, odnosno organ-
ski vezanog selena.

Dobijeni rezultati ogleda grupisani su u odgovarajuce statisti¢ke serije
i obradeni uz primenu nekoliko matematicko-statistickih metoda kori§¢enjem pro-
grama SPSS 8.0 i MS Excel 97, kako bi bilo omoguéeno objektivnije i egzaktnije
zaklju€ivanje [21]. Ocena statistiCkih razlika izmedu pojedinih grupa dobijena je t-
testom na nivou rizika od 5%

Rezultati i diskusija / Results and discussion

Rezultati o uticaju koriS¢enja hrane sa visokim sadrzajem organski
vezanog selena (selenizovanog kvasca) na aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi bro-
jlera prikazani su u tabeli 1. Na pocetku ogleda (7. dana), aktivhost GSH-Px u
plazmi brojlera K-grupe bila je oko 16,55 mkat/L, dok je aktivnost GSH-Px u plazmi
brojlera oglednih grupa bila statisticki znacajno visa, ali bez znacajnih razlika
izmedu pojedinih grupa (prose¢no 25,53 ukat/L).

Posmatrajuci K-grupu (grafikon 1), uo€ava se da ve¢ u drugoj nedelji
zivota aktivnost GSH-Px u krvnoj plazmi pada (y = 27,04-3,71x; ry=0,714) idase
odrzava relativno konstantnom (oko 10 ukat/L) do kraja ogleda. U oglednim gru-
pama zapaza se isti fenomen, ali je trend opadanja aktivnosti GSH-Px u krvnoj
plazmi izrazitiji (y = 24,15+9,02Ln(x); r,,= 0,946), pri ¢emu je, za razliku od kon-
trolne grupe, izrazen i u kasnijim fazama ogleda. U trecoj nedelji ogleda aktivnost
GSH-Px u krvnoj plazmi brojlera kontrolne i oglednih grupa je relativno jednaka, a
zatim je aktivnost GSH-Px u plazmi brojlera oglednih grupa bila niza, bez vecih
razlika izmedu pojedinih grupa.

Aktivnost GSH-Px u organizmu nije konstantna ve¢ se menja zavisno
od vrste tkiva, ¢elija i subcelijskih frakcija [5]. Pored toga, aktivnost ovog enzima
znatno varira §to zavisi od vrste Zivotinja i statusa selena u organizmu [1]. Veoma
je teSko, a ponekada i nije moguce da se porede rezultati aktivhosti GSH-Px nave-
deni u literaturi, jer je aktivnost odredivana razli¢itim metodama i izrazavana u
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razliCitim jedinicama, a ponekada detaljni podaci o metodama potpuno nedo-
staju.

Smatra se da je odredivanje koncentracije selena i aktivnosti seleno-
enzima GSH-Px u krvi, ali i u tkivima, najpouzdanije merilo statusa selena kod Zi-
votinja. Pored toga, za navedena ispitivanja najceSc¢e se koriste uzorci krvi ili krvne
plazme koji su lako dostupni, pa je ova metoda Siroko prihvacena. Medutim,
ograniCavajuéi faktor je Cinjenica da se rezultati ispitivanja aktivnosti GSH-Px u
krvi mogu da prihvate kao odgovarajué¢i samo kod suboptimalnih i optimalnih
sadrzaja selena u hrani [2, 15, 17, 20]. Povecéana koli¢ina selena u hrani (2 mg/kg
hrane) ne dovodi do srazmernog povecéanja aktivnosti GSH-Px, ve¢ aktivnost
ovog enzima pri visokim nivoima pokazuje efekat platoa [13, 16, 18]. Drugim
re€ima, odnos povecanja aktivnosti enzima GSH-Px u krvi sa pove¢anjem koli¢ine
selena u hrani opisan je logaritamskom regresionom krivom [11].

25

20

15

10

Grafikon 1. Aktivnost GSH-Px (ukat/L) /
Graph 1. Activity of GSH-Px (wkat/L)

Rezultati, sli¢ni dobijenim u izvedenom ogledu, opisani su u literturi.
Aktivnost GSH-Px u krvi Zivotinja hranjenih hranom sa visokim sadrzajem selena u
duZem vremenskom periodu bila je niza u odnosu na zZivotinje kojima se selen nije
dodavao u hranu [7]. Takode, sadrzaj selena u hrani od 0,64 mg Se/kg uzrokuje
vecu aktivnost enzima GSH-Px nego 2,0 mg Se/kg [8]. Sa druge strane, doda-
vanje selena u koli¢ini od 1,4, odnosno 4,6 mg/kg hrane ne utiCe na aktivnost
GSH-Px, odnosno aktivnost je relativno jednaka. Medutim, povecanje koli¢ine se-
lena od 14 mg/kg hrane izaziva zna¢ajno (dvostruko) povecanje aktivnosti enzima
[22].

Dobijeni rezultati, posebno nakon prve nedelje, ukazuju da je svarlji-
vost, a time i bioloSka raspolozivost organski vezanog selena ve¢a, odnosno da je
kao izvor selena superiorniji u odnosu na neorganske oblike [10]. Sa druge
strane, pretpostavlja se da je pad aktivnosti enzima GSH-Px u krvi u daljem toku
ogleda vezan za jake i specificne homeostatske mehanizme. Naime, pri po-
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vecanju koncentracije hranljivih materija u krvi ve¢ih od fizioloSkih granica po-
vecano je i deponovanije hranljivih sastojaka u tkiva, sto je, kako su potvrdili rezul-
tati ogleda, izraZenije u sluCajevima visih koncentracija. Pored toga, selen vezan
za amino-kiseline, pre svega metionin, lako se ugraduje u tkivne proteine [19],
dok je iskori§¢avanje neorganskih formi, preko sinteze Se-cisteina, znatno slabije.
Zato je logiéno da se pretpostavi da se ispitivanje statusa selena, pored ispitivanja
aktivnosti GSH-Px u krvi zivotinja, mora da zasniva na istovremenom odredivanju
sadrzaja selena u tkivima [3]. U principu, sadrzaj selena u tkivima je mnogo
pouzdaniji podatak za procenu statusa selena u organizmu, a posebno kada se
razmatra bioloSka raspolozivost pojedinih izvora selena. Za razliku od ispitivanja
aktinosti enzima GSH-Px u krvi, kori§¢enjem povecanih koli¢ina organski veza-
nog selena uocava se izrazita prednost organskih nad neorganskim izvorima [9].
Pri koli¢ini od 0,30 mg Se/kg hrane u neorganskoj, odnosno organskoj formi
utvrden je sadrzaj selena u muskulaturi grudi brojlera od 0,37, odnosno
0,16 mg/kg [6].

Zaklju€ak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moze da se zakljuci da se
odredivanje aktivnosti enzima GSH-Px u krvi moZe da prihvati kao odgovarajuée
merilo statusa selena kod zivotinja samo kod niskog sadrzaja selena u hrani. Zato
se ispitivanje statusa selena, pored ispitivanja aktivnosti GSH-Px u krvi, mora da
zasniva na istovremenom odredivanju sadrzaja selena u tkivima zivotinja.
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ENGLISH

EFFECT OF HIGH LEVELS OF ORGANIC SELENIUM ON GLUTATION-PEROXIDASE
(GSH-Px) ACTIVITY IN BLOOD PLASMA OF BROILERS

Mirjana Joksimovi¢-Todorovi¢, Z. Jokié, Z. Sinovec

An experiment lasting 45 days was performed on 125 Hybro broilers divided
into five groups. All compounds for broiler feed mixes used in the experiment contained
0.15 mg Se/kg, in the form of sodium selenite. The control group (K-group) of broilers was
fed mixes without added organic selenium, and the experimental groups with mixes to
which selenium, in the form of selenized yeast, was added in quantities of 2, 5, 10, or 15
mg/kg. Selenized yeast (ICN — Galenika) was obtained from beer yeast and contained 1.5I,
or 1.45 mg/g total, or organically bound selenium.

At the beginning of the fattening period, GSH-Px plasma activity in broilers of
the K-group ranged around 16.55 ukat/L, while GSH-Px plasma activity in broilers of experi-
mental groups was statistically significantly higher, but without any major differences
among the individual groups (on the average 25.53ukat/L).

In the blood plasma of K-group, GSH-Px activity dropped already in the sec-
ond week of life and was maintained at a relatively constant level (about 10ikat/L) until the
end of the experiment. The same phenomenon was observed in the experimental groups,
but the trend of declining GSH-Px activity in blood plasma was more expressed, and, con-
trary to the control group, was expressed also in the later phases of the experiment. In the
3 week of the fattening period, GSH-Px plasma activity in broilers of the control and ex-
perimental groups was relatively equal, and then the plasma activity of GSH-Px in broilers
of the experimental groups decreased, but there were no major differences among the indi-
vidual groups.

Key words: broilers, organic selenium, glutation-peroxidase

PYCCKUW
BJINSAHUE BbICOKUX YPOBHEN OPFAHUYECKOIO CEJNIEHA B KOPME HA
AKTUBHOCTb INIOTATUOH-NMEPOKCUAA3bI B KPOBAHOU MJTIA3ME
BPOUJIEPOB
MupsiHa MokcumoBuy, XK. Mokuu, 3. CuHosely
CeneH mMeTabonnyeckn n NUTaTenbHO ACeHUManbHbIA MUKPOINEMEHT ANs

BCEX BUAOB XXUBOTHbIX. CBOIO OMONOrMYEcKytd posi B OpraHvM3me BbIMOJSIHAET 4Yepe3
3H3uUMa rnTaTnoH nepokenaasbl (FTCXIMx) B Yb€M aKkTUBHOM MECTE HAaXOAMUTCA 3TOT efe-
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MeHT (17). CeneH 3aBucumasn FCXIx, BMecTe ¢ KaTtanasoi, CynepoKncb-An3MyTason 1
BUTaMMHOM E, yyacTByeT B MexaHW3Me OXpaHbl KNEeTOYHbIX MembpaH OT MepoKCnn-
TernbHbIX NOBPEXAEHUN, NMPUHUHEHHBIX BO34encTBMeM kucnopoga. AKTnsHocTb TCXIx
3aBMCUT OT YPOBHS AOMSIOHUTENBHOrO ceneHa (14,23), a pasnnyHasa B HEKOTOPbLIX opra-
Hax, TeJTECHbIX XXNAKOCTSAX, KNEeTKaxX U NogKeTo4HbIX opakumsax (5).

Brnonoruyeckoe Hanuune npefcTaBnaeT co60M KONMMYECTBEHHOE BbipaXke-
HMe 6MONOrMYECKON NCMONb30BAHHOCTU, @ 3aBUCUT OT COoAEePXKaHusa u hopmMbl ceneHa B
Kopme (24,25). VicnbITaHnsimm 61M0NorM4eckoro Hanmums ceneHa u3 pasnnyHblX UCTOHHN-
KOB, YCTAHOBJIEHO, YTO CENEHOLMCTENH MMEeET HEMHOTO BOSbLUYIO, 8 CENTEHOMETUOHMH 3-
4 pa3a 60bLUYIO UCMOSb30BAHHOCTb, YEM CENEHUT HaTpus. Takxke, OpraHN4ecKuii ceneH
3HAUMTENIbHO MEHbLUEe TOKCMYEeCKun (26), ObiICTpee AenoHupyeTcs u 6onee [ONro
3a4epXXnBaeTcs B TKaHAX.

Haunbonblee 4icno nutepaTypHbIX AaHHBbIX OTHOCATCS K UCMbITAHUIO KOp-
pensauun mexxay aktuBHocTbio [CX-Tx n onTManbHbIX COAEpP>XXaHUI CeneHa B KOpMe.
Mony4eHHble pe3ynbTaTbl NOATBEPAUNN (haKT, YTO YBENNYEHUSA COAEPXKaHNS ceneHa fo
rpaHuy onTUMasbHbIX KOMMYECTB NPUMBOASAT A0 JIMHEAPHOrO YBEJIMYEHWUS akTUBHOCTM
FCX-TMx (13, 16, 18). Bcneactaue 3TOro Lenb BbIBEAEHHbBIX UCCIIef0BaHNA b6bina yTBep-
ANTb 9PEKT YBENTUHEHHBIX KONMHECTB YPOBHA OpraHn4ecKor ceneHa AonosHNebHOro
B KOPM Ha akTuBHOCTb [CX-Ix B KpoBSIHOW nnasme 6ponnepos.

KntoueBble cnoea: 6poninepbl, OpraHNYeCcKnii CeneH, rmoTaTUoOH-NepoKcmaas
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