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SAZETAK

USPOREDBA UCINKA KONDENZIRANIH (QUEBRACHO) I
HIDROLIZIRAJUCIH (SLATKI KESTEN) TANINA NA PROIZVODNE
REZULTATE I PROBAVNI SUSTAV TOVNIH PILICA

U uvjetima intenzivne peradarske proizvodnje, osobito nakon zabrane uporabe
antibiotskih promotora rasta u Europskoj uniji, javlja se potreba za razvojem ucinkovitih,
sigurnih 1 odrZivih prehrambenih strategija koje osiguravaju ocuvanje zdravlja i dobrobiti
zivotinja te kvalitete proizvoda. Tanini su biljni polifenolni spojevi s izrazenim bioaktivnim
svojstvima Cija se primjena u hranidbi peradi intenzivno istrazuje. Budu¢i da je njihovo
djelovanje izrazito heterogeno i uvjetovano kemijskom strukturom, nuzno je jasno razlikovati
hidroliziraju¢e (HT) i kondenzirane tanine (KT). Cilj ovog doktorskog rada bio je usporediti
ucinke HT podrijetlom iz kestena i KT podrijetlom iz quebracha na proizvodne rezultate,
zdravlje probavnog sustava, antioksidativni 1 imunoloski status te kvalitetu jestivih tkiva pilica
u tovu.

Istrazivanje je provedeno na 150 pili¢a hibrida Ross 308, rasporedenih u kontrolnu
skupinu te dvije pokusne skupine hranjene obrocima s dodatkom 0,75 g/kg HT, odnosno KT
tijekom standardnog tova u trajanju od 42 dana.

Rezultati su pokazali da HT, za razliku od KT, znacajno poboljSavaju proizvodne
pokazatelje, dok su oba tipa tanina povoljno utjecala na smanjenje koncentracije amonijaka,
vlagu stelje 1 pojavnost kontaktnih dermatitisa. Tanini su pokazali izrazen antioksidativni
uc¢inak, oc¢itovan smanjenjem koncentracije malondialdehida u serumu i tkivima. Nadalje,
primjena tanina pozitivno je utjecala na crijevnu mikrobiotu, uklju¢ujuéi smanjenje broja E.
coli, te na morfometriju crijeva pove¢anjem duljine i povrSine crijevnih resica. Zabiljezen je i
snazan protuupalni i imunomodulatorni u¢inak tanina, koji se oc¢itovao smanjenjem ekspresije
proupalnih citokina i povecanjem koncentracije sekretornog IgA u crijevima. Dobiveni
rezultati potvrduju da tanini predstavljaju funkcionalne dodatke hrani s potencijalom za
poboljsanje zdravlja, dobrobiti i proizvodnosti tovnih pili¢a, pri ¢emu je potrebno uzeti u obzir
njihovu vrstu, izvor i dozu primjene.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da HT poboljSavaju proizvodne
rezultate kod tovnih pili¢a, dok obje vrste tanina povoljno djeluju na pojavnost kontatnih
dermatitisa, antioksidativni, protuupalni i imunomodulatorni status te morfometriju crijeva.

Razlike u uo¢enim u¢incima upucuju na postojanje razli¢itih mehanizama djelovanja i potrebu



za daljnjom optimizacijom njihove primjene ukljucujuéi iskoriStavanje potencijalnog

sinergistickog ucinka.

Kljuéne rije¢i: kondenzirani tanini, hidroliziraju¢i tanini, pili¢i u tovu, proizvodni rezultati,

probavni sustav



EXTENDED ABSTRACT

A COMPARISON OF THE EFFECT OF CONDENSED (QUEBRACHO) AND
HYDROLYSABLE (SWEET CHESTNUT) TANNINS ON PRODUCTION RESULTS
AND THE GASTROINTESTINAL TRACT OF BROILERS

INTRODUCTION

The intensification of poultry production, driven by global population growth,
urbanisation, and increasing demand for high-quality animal protein, has positioned poultry
production as one of the most dynamic sectors of modern animal agriculture. High growth
rates, favourable feed conversion efficiency, and relatively short production cycles make
poultry meat a key component of global food security. However, the intensification of
production systems is accompanied by substantial challenges related to animal health and
welfare, product quality, environmental sustainability, and public health concerns. One of the
most significant regulatory milestones affecting contemporary poultry production was the ban
on the use of antibiotic growth promoters (AGPs) in the European Union in 2006. While this
measure has delivered clear public health benefits, it has also created an urgent need for
effective, safe, and sustainable nutritional strategies capable of maintaining gut health,
production performance, and product quality in the absence of AGPs. In this context, increasing
scientific attention has been directed toward natural bioactive compounds, particularly
phytogenic feed additives, as potential alternatives to conventional antimicrobial agents.
Among these, tannins, plant-derived polyphenolic compounds, have emerged as one of the
most promising groups due to their antimicrobial, antioxidant, astringent, and
immunomodulatory properties. Nevertheless, the biological effects of tannins are highly
heterogeneous and strongly dependent on their chemical structure, molecular weight,
solubility, and degree of polymerisation. This structural diversity has contributed to
inconsistent findings in the literature and has complicated the standardisation and practical
application of tannin-based products in poultry nutrition. Consequently, a clear distinction
between hydrolysable tannins (HT) and condensed tannins (CT), as well as a critical evaluation
of their differential biological effects, is essential for their rational and safe use in broiler
production. The aim of this doctoral dissertation was to comparatively evaluate the effects of
HT derived from chestnut and CT derived from quebracho on production performance, contact
dermatitis, gastrointestinal health, antioxidant and immune status, and the quality of edible

tissues in broiler chickens. The study aimed to provide a comparative evaluation of the effects



of two chemically distinct groups of tannins in broiler chickens and to assess their applicability
as functional feed additives in antibiotic-free production systems.

MATERIAL AND METHODS

The study was approved by the Ethics Committee for Veterinary Medicine (Class: 640-01/25-
18; Reg. No. 251-61-01/139-25-18). The relevant institutional ethics committee approved all
experimental procedures. The experimental trial was conducted on 150 Ross 308 broiler
chickens, randomly allocated to three dietary treatments: a control group fed a standard
commercial diet, a group fed a diet supplemented with 0.75 g/kg CT, and a group fed a diet
supplemented with 0.75 g/kg HT. Birds were reared under standard commercial conditions on
deep litter and had ad libitum access to feed and water throughout a 42-day production cycle.
At the end of the experimental period, birds were slaughtered under commercial conditions,
and samples of breast and thigh muscles, liver, and sections of the gastrointestinal tract
(duodenum and caecum) were collected. Muscle and liver samples were immediately frozen
and stored at —80 °C, while intestinal samples were fixed for histological examination. Faecal
samples were collected for microbiological analysis.

Growth performance parameters, including body weight, weight gain, feed intake, feed
conversion ratio, and mortality, were monitored throughout the trial. Animal welfare indicators,
including litter moisture content, ammonia concentration in the broilers' biozone, and the
incidence of contact dermatitis of footpads and hock joints, as well as mortality, were recorded
during the experiment. In addition to in vivo assessments, the antioxidant and antimicrobial
properties of HT and CT were evaluated using established analytical methods. The antioxidant
capacity of tannins was determined using DPPH radical scavenging and ferric reducing
antioxidant power (FRAP) assays. To evaluate lipid metabolism and oxidative stability, fatty
acid composition of breast and thigh muscle tissue was determined by gas chromatography—
mass spectrometry, while lipid peroxidation was evaluated by measuring malondialdehyde
concentrations using high-performance liquid chromatography. Immune-related and pro-
inflammatory responses were investigated by analysing the hepatic expression of selected
genes (TLR4, IL6, TNF a) using real-time PCR, alongside the quantification of secretory
immunoglobulin A in the intestinal mucosa. Intestinal health was further evaluated through
histomorphometry analysis of duodenal and caecal sections and by quantification of faecal

Escherichia coli.



RESULTS

Body weight and weight gain were significantly higher in the HT group than in the
control group during both growth phases (P < 0.05), whereas no differences were observed
between the control and CT groups or between the HT and CT groups (P > 0.05). Feed
conversion ratio did not differ among groups (P > 0.05). Litter moisture and ammonia
concentration were significantly reduced in the HT and CT groups compared with the control
group (P < 0.05), with lower ammonia levels in the CT group than in the HT (P < 0.05). The
incidence of footpad dermatitis and hock burn dermatitis was significantly lower in the HT and
CT groups than in the control group (P < 0.05), with lower footpad dermatitis incidence in the
CT group through day 28 (P < 0.05). No mortality was recorded. In the DPPH test, the CT
group showed a significantly lower ICso value than BHT and HT (P < 0.001), whereas HT
exhibited a higher ICso value than BHT (P < 0.001). Both HT and CT showed lower reducing
capacity than BHT in the FRAP assay (P < 0.001). Fatty acid composition was largely
unaffected by treatment; however, linoleic acid (C18:2n6) was higher in the CT group, while
docosahexaenoic acid (C22:6n3) and the C22:5n3/C22:6n3 ratio were higher in the HT group
(P < 0.05). Malondialdehyde concentrations in tissues and serum were reduced in the HT and
CT groups compared with the control group, with generally lower values in the CT group.
Hepatic expression of TLR4, IL6, and TNFo was significantly downregulated in both HT and
CT groups (P < 0.05). Fecal Escherichia coli counts were significantly lower in the HT and
CT groups than in the control group (P < 0.001), with lower counts in HT than in CT. Jejunal
villus morphology and ileal secretory IgA concentration were improved in both HT and CT

groups compared with the control group (P < 0.05).

DISCUSSION

The results demonstrated that HT, in contrast to CT, significantly improved production
performance, whereas both tannin types exerted beneficial effects by reducing ammonia
concentration, litter moisture, and the incidence of contact dermatitis. Tannins also exhibited
pronounced antioxidant activity, reflected by a reduced malondialdehyde (MDA) concentration
in serum and tissues, with clear differences observed in the underlying mechanisms of action
between HT and CT. Furthermore, dietary tannin supplementation positively modulated the
intestinal microbiota, including a reduction in Escherichia coli counts, and improved intestinal
morphometry through increased villus height and surface area. A strong anti-inflammatory and
immunomodulatory effect was also observed, evidenced by decreased expression of pro-

inflammatory cytokines and increased levels of secretory IgA in the intestinal mucosa.



Collectively, these findings confirm that tannins represent functional feed additives with
considerable potential to enhance health status, welfare, and production efficiency in broiler
chickens, provided that their type, botanical source, and dietary inclusion level are carefully
selected.

CONCLUSION

Based on the results, it can be concluded that HT improved production performance,
whereas such an effect was not observed with CT. Both tannin types reduced the incidence of
contact dermatitis and ammonia levels in the animals’ microenvironment, thereby improving
animal welfare and respiratory health. Tannin supplementation also enhanced antioxidant
defense, exhibited anti-inflammatory and immunomodulatory effects, and reduced E. coli
counts in feces. In addition, both tannin types positively influenced intestinal morphometry,
indicating preservation of intestinal barrier integrity and increased absorptive surface area. The
observed differences in the magnitude and nature of effects between HT and CT confirm the
existence of distinct mechanisms of action, highlighting the need for further research aimed at

optimizing their use and exploring potential synergistic effects in broiler nutrition.

Key words: condensed tannins, hydrolysable tannins, broiler chickens, production

performance, gastrointestinal tract
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1. UVOD

Sve izrazenija industrijalizacija poljoprivrede, globalni demografski rast, urbanizacija te
porast kupovne moc¢i stanovnistva doveli su do znacajnog povecanja potraznje za visokovrijednim
proteinima zivotinjskog podrijetla u ljudskoj prehrani. U takvim okolnostima peradarska
proizvodnja biljezi osobito snazan razvoj, ponajprije zbog visokog proizvodnog prinosa, povoljne
ucinkovitosti konverzije hrane i relativno kratkog proizvodnog ciklusa, Sto je svrstava medu
najdinamicnije sektore stoCarske proizvodnje. Procjene upucuju na daljnji rast potraznje za pile¢im
mesom, uz predvidanje da bi peradarska proizvodnja do 2031. godine mogla dosegnuti oko 377
milijuna tona, ¢ime se naglaSava njegova vazna uloga u globalnom sustavu proizvodnje hrane
(NECHITALIQ isur., 2024.).

Medutim, intenziviranje peradarske proizvodnje povezano je s nizom izazova koji se
odnose na ocuvanje zdravlja i dobrobiti zivotinja, kao i na dugoro¢nu odrzivost proizvodnih sustava
(CHOI i KIM, 2020.). Suvremeno peradarstvo stoga je usmjereno na razvoj nutritivnih i
tehnoloskih pristupa koji omogucuju ocuvanje funkcionalnosti probavnog sustava, unaprjedenje
proizvodnih pokazatelja te smanjenje negativnog utjecaja proizvodnje na okolis.

Zabrana uporabe antibiotskih promotora rasta (APR) u Europskoj uniji 2006. godine
predstavlja jednu od klju¢nih prekretnica u suvremenoj stocarskoj proizvodnji. Ova je regulatorna
mjera donijela znaCajne javnozdravstvene koristi te je istodobno otvorila prostor za primjenu
ucinkovitih, sigurnih i1 odrzivih alternativa usmjerenih na ocuvanje zdravstvenog statusa peradi 1
proizvodne ucinkovitosti. Dodatno, sve izrazeniji zahtjevi potroSaca za zdravstveno ispravnom,
ekoloski prihvatljivom 1 na eti¢ki na¢in proizvedenom hranom zivotinjskog podrijetla usmjeravaju
trziSte prema proizvodnim sustavima koji smanjuju uporabu antimikrobnih lijekova, ogranicavaju
emisije Stetnih tvari te osiguravaju visu razinu dobrobiti Zivotinja (LI i SHAN, 2025.). Takvi trzisni
iregulatorni okviri dodatno poti¢u razvoj odrzivih, znanstveno utemeljenih i prakti¢no primjenjivih
nutritivnih strategija u suvremenoj peradarskoj proizvodniji.

Posljedicno tome, posljednjih je godina zabiljeZen porast znanstvenih istraZzivanja vezanih
uz prirodne bioaktivne spojeve, osobito fitogene aditive, kao potencijalne zamjene za
konvencionalne antimikrobne pripravke (antibiotike) (MEHDI i sur., 2018.). U tom istrazivackom
okviru osobito se isticu biljni polifenoli, medu kojima su tanini, prepoznati kao jedna od
najperspektivnijih skupina spojeva, ponajprije zbog svojeg antimikrobnog, antioksidativnog i
imunomodulatornog djelovanja (MASEK i sur., 2014.; HUANG i sur., 2018.; CHOI i KIM, 2020.).



Unato¢ rastu¢em znanstvenom interesu za primjenu tanina u hranidbi peradi, njihovi u¢inci
jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Djelovanje tanina izrazito je heterogeno te ovisi o njihovoj
kemijskoj strukturi, molekulskoj masi, topivosti i stupnju polimerizacije, §to znacajno otezava
standardizaciju pripravaka i usporedivost rezultata razli¢itih istrazivanja (MASEK i sur., 2014.).
Stoga, ako se tanini razmatraju kao potencijalno multifunkcionalni nutritivni aditivi, njihova
optimalna i sigurna primjena u tovu pili¢a zahtijeva jasno razlikovanje hidroliziraju¢ih (HT) 1
kondenziranih (KT) tanina te kriticku evaluaciju njihovih ucinaka na proizvodne pokazatelje i

funkcionalnost probavnog sustava.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Tanini — definicija, kemijska priroda i klasifikacija

Tanini su heterogena skupina biljnih polifenola. Oni predstavljaju sekundarne metabolite u

biljaka koji im prvenstveno sluze u svrhu kemijske obrane od biljojeda, mikroorganizama i

oksidativnog stresa (HASSANPOUR i sur., 2011.). Njihova najznacajnija odlika je sposobnost

talozenja proteina, koja proizlazi iz viSestrukih fenolnih skupina i moguénosti uspostave jakih

vodikovih i hidrofobnih interakcija s proteinima i metalnim ionima (HASLAM, 1996.; HASLAM,

1998.). Na temelju strukturnih obiljezja tanini se dijele na HT, KT i sloZene tanine

(KHANBABAEE i VAN REE, 2001.) (slika 1.).
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slika 1. Podjela tanina (pripremljeno prema KHANBABAEE i VAN REE, 2001.)



2.1.1. Hidroliziraju¢i tanini

Hidroliziraju¢i tanini strukturno su definirani kao esteri fenolnih kiselina — ponajprije galne
i elaginske Kiseline — s ugljikohidratnom jezgrom, naj¢es¢e D-glukozom (OKUDA i ITO, 2011.).
Pod djelovanjem kiselina, baza ili enzima tanin acil hidrolaza oni se hidroliziraju na galnu i
elaginsku Kiselinu te Secernu jezgru, a upravo su galna i elaginska kiselina prepoznate kao glavni
nositelji bioloskog uc¢inka HT-a u probavnom sustavu monogastri¢nih zivotinja.

Prema strukturi, HT se dijele na galotanine, u kojima su galoilne skupine direktno
esterificirane na glukozu, te elagitanine, kod kojih su dvije ili vise galoilnih jedinica medusobno
povezane u heksahidroksidifenil strukturu koja se spontano ili enzimatski pretvara u elaginsku
kiselinu (OKUDA i ITO, 2011). Molekulska masa HT-a obi¢no se kre¢e izmedu 500 i 3.000 Da
(KHANBABAEE i1 VAN REE, 2001.), §to im daje relativno visoku topljivost u vodi i mogu¢nost
brze interakcije s proteinima, enzimima i mikroorganizmima u lumenu probavnog sustava.

Galotanini se nalaze u mnogim biljkama, ukljucujuéi kineske zucice (Rhus semialata) i
turske zucice (Gallae turcicae), vrste roda Paeonia i Schinus terebinthifolius, lis¢e sicilijanskog
suma (Rhus coriaria L.) te obi¢nog ruja (Cotinus coggygria Scop.). Prisutni su i u mahunarkama,
osobito u crvenom mac¢jem grahu (Canavalia gladiata), kao i u ljusci sjemenki stabla kamelije
(Camellia oleifera C. Abel). Njihova je prisutnost utvrdena i u kori, kostici i liS¢u manga (HE,
2022.). Elagitanini su Siroko rasprostranjeni u biljkama te se nalaze u brojnim vrstama, ukljucujuci
Agrimonia pilosa, kameliju (Camellia japonica), dren (Cornus officinalis), iglicu (Geranium
thunbergii) geraniin, zdravac (Geum japonicum), likvidambar (Liquidambar formosana) te
Mallotus japonicus. Takoder, elagitanini su prisutni i u vocu iz porodice Rosaceae, ukljucujuci
maline, kupine, jagode, ribiz i grozde, kao i u plodovima poput nara i rambutana te u sjemenkama

pistacija, oraha, indijskih oras¢i¢a, pekan oraha i zirova (RAYA-MORQUECHO i sur., 2025.).

2.1.2. Taninska kiselina

Taninska kiselina predstavlja specific¢an oblik biljnog polifenola visoke molekulske mase,
a kemijski je definirana kao mjeSavina estera glukoze s galnom kiselinom, odnosno galotanina.
Gradena je od poligaloil-glukoze te poligaloil-estera kininske kiseline, pri ¢emu pojedina molekula
mozZe sadrzavati izmedu 2 i 12 galoilnih skupina, ovisno o biljnom izvoru i stupnju esterifikacije
(HASLAM, 1996.; KHANBABAEE i VAN REE, 2001.). Varijabilnost u broju i rasporedu

galoilnih skupina rezultira znaCajnim razlikama u fizikalno-kemijskim svojstvima taninske



kiseline, ukljucujuéi njezinu topljivost, reaktivnost i biolosku aktivnost. Strukturna formula
taninske kiseline prikazana je na slici 2. Ova svojstva uvjetuju njezine bioloSke ucinke u
probavnom sustavu zivotinja u kojem moze djelovati i nutritivno i antinutritivno, $to ovisi o
primijenjenoj koncentraciji i fizioloskom stanju zivotinje.

Vazno je naglasiti da taninska kiselina nije sinonim za HT niti za KT, iako se ¢esto pogresno
poistovjeCuje s cjelokupnom skupinom tanina. Hidrolizirajuéi tanini obuhvacaju S§iri spektar
spojeva, ukljucujuci galotanine i elagitanine, dok su KT (proantocijanidini) strukturno razli¢iti i
gradeni od flavan-3-ol jedinica (KHANBABAEE i VAN REE, 2001.; MUELLER-HARVEY,
2006.). Navedene strukturne razlike rezultiraju bitno razli¢itim svojstvima stabilnosti, metabolizma
1 bioloskog djelovanja pojedinih skupina tanina.

Unato¢€ jasno definiranim kemijskim 1 funkcionalnim razlikama, u znanstvenoj literaturi
pojam taninske Kiseline nerijetko se koristi kao op¢i naziv za tanine, bez preciznog razgranicenja
izmedu pojedinih kemijskih oblika. Takav pristup moze dovesti do pogresnih interpretacija
eksperimentalnih rezultata 1 neto¢nih zakljuaka. Stoga je u znanstvenim istrazivanjima nuzno

jasno specificirati kemijski oblik tanina, njegov biljni izvor, ¢isto¢u te primijenjenu dozu.
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slika 2. Strukturna formula taninske kiseline



2.1.3. Kondenzirani tanini

Kondenzirani tanini spadaju u najzastupljenije skupine prirodnih fenolnih polimera te su
Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu. Nazivaju se i proantocijanidini, a prema strukturi
govorimo o oligomerima i polimerima koji su gradeni od jedinica flavan-3-ola, kao §to su katehin
i epikatehin, medusobno povezanih C—C vezama. Za razliku od HT-a, KT ne podlijezu
jednostavnoj kiselinskoj ili enzimskoj hidrolizi na fenolne kiseline, a njihova molekulska masa
moze dosegnuti vise od 20.000 Da, Sto ih Cini slabije topljivima i kemijski stabilnijima
(KHANBABAEE i VAN REE, 2001.).

Najvise koncentracije nalaze se u kori 1 srzi brojnih vrsta drveca, osobito mimoze (Acacia
mearnsii), quebracha (Schinopsis spp.) 1 hrasta (Quercus spp.), a osim u drvecu, obilno su prisutni
1 u oraSastim plodovima, vocu, sjemenkama, listovima, granicama 1 stabljikama odredenih
leguminoznih biljaka (PANZELLA i NAPOLITANO, 2017.; BODOIRA i sur., 2020.; FRAGA-
CORRAL i sur., 2020.; MOCCIA i sur., 2020.). Novija istrazivanja KT-a u peradarskoj proizvodnji

sve su ¢e$ce usmjerena na ekstrakte iz mimoze i quebracha.

2.1.4. SloZeni tanini

SloZeni tanini predstavljaju posebnu skupinu polifenolnih spojeva koji se strukturno
ubrajaju medu najkompleksnije oblike tanina, a nastaju kovalentnim povezivanjem kondenziranih
i hidroliziraju¢ih tanina. Toc¢nije, rije¢ je o spojevima u kojima je flavan-3-olna (katehinska)
jedinica povezana s galotaninskom ili elagitaninskom komponentom, pri cemu molekula istodobno
sadrZi obiljeZja obje skupine. Takva hibridna struktura ukljucuje prisutnost C-C ili C-O veza
karakteristicnih za kondenzirane tanine, kao i esterskih veza tipicnih za hidrolizirajuée tanine, $to
rezultira visokom strukturnom raznoliko$¢u i kemijskom kompleksnos¢u (KHANBABAEE i VAN
REE, 2001.).

Zbog svoje slozene grade, ovi spojevi pokazuju specifi¢na fizikalno-kemijska svojstva koja
se razlikuju od svojstava pojedinacnih skupina tanina, uklju¢uju¢i umjerenu topljivost, povecanu
stabilnost te izrazenu sposobnost interakcije s proteinima i drugim biomolekulama (MUELLER-
HARVEY, 2006.; KHANBABAEE i VAN REE, 2001.). Bioloska aktivnost slozenih tanina
obuhvaca antioksidativna, protuupalna i antimikrobna svojstva, pri ¢emu se njihovi ucinci ¢esto
pripisuju sinergijskom djelovanju kondenziranih i hidroliziraju¢ih komponenti (PANZELLA i
NAPOLITANO, 2017.; FRAGA-CORRAL i sur., 2020.).



Slozeni tanini manje su zastupljeni u usporedbi s hidroliziraju¢im i kondenziranim
taninima, ali su identificirani u razli¢itim biljnim vrstama. Njihova prisutnost povezana je s
obrambenim mehanizmima biljaka, dok u prehrambenom i farmakoloSkom kontekstu mogu

znacajno doprinijeti funkcionalnim svojstvima biljnih ekstrakata i sirovina (HASLAM, 1996.).

2.2. Tanini kao bioaktivni spojevi u hranidbi farmskih Zivotinja

U ranijim istrazivanjima tanini su uglavnom klasificirani kao antinutritivni ¢imbenici,
ponajprije zbog njihova negativnog utjecaja na iskoristivost proteina i energije u obroku, sto je
uvelike ograniavalo njihovu primjenu u hranidbi Zivotinja (MUELLER-HARVEY, 2006.).
Medutim, daljnja istrazivanja jasno su pokazala da je djelovanje tanina ovisno o dozi, pri ¢emu se
priniskim 1 umjerenim koncentracijama mogu ostvariti povoljni fizioloski uc¢inci, dok se negativni
uginci javljaju uglavnom pri vi§im dozama (MASEK i sur., 2014.; EBRAHIM i sur., 2015.).

Sukladno tome, u sadasnjim istrazivanjima tanini se sve ¢eS¢e razmatraju kao funkcionalni
dodaci hranidbi zivotinja te kao potencijalna prirodna alternativa APR-ovima. Ovaj pomak temelji
se na prepoznavanju njithovih viSestrukih bioloskih svojstava, uklju¢uju¢i antimikrobno,
antioksidativno, adstrigentno i imunomodulacijsko djelovanje, kao i na sposobnost modulacije
crijevne mikrobiote (MAgEK isur., 2014.; HUANG i sur., 2018.; CHOI i KIM, 2020.).

U probavnom sustavu zivotinja tanini djeluju putem viSe medusobno povezanih i
komplementarnih mehanizama, €iji intenzitet i smjer ovise o njihovoj kemijskoj strukturi, dozi 1
mjestu djelovanja. Jedan od temeljnih mehanizama njihova djelovanja jest interakcija s proteinima,
uklju¢uju¢i prehrambene proteine, probavne enzime 1 proteine stani¢nih membrana. Ova
interakcija moze dovesti do smanjene probavljivosti odredenih hranjivih tvari, ali istodobno moze
imati i zaStitnu ulogu, primjerice sprjeCavanjem prerane razgradnje proteina u probavnom traktu
(MAKKAR isur., 2003.).

Antimikrobno djelovanje tanina temelji se na inhibiciji izvanstani¢nih mikrobnih enzima,
uskraéivanju supstrata nuznih za mikrobni rast te izravnim djelovanjem na mikrobni metabolizam
putem inhibicije oksidativne fosforilacije, uz dodatni mehanizam vezanja Zeljeza (SCALBERT,
1991.). Ipak, unato¢ navedenim mehanizmima, brojna istrazivanja istiCu potrebu daljnjeg
razjasnjavanja to¢nih procesa koji dovode do smanjene proliferacije patogenih mikroorganizama
(TOSI 1 sur., 2013.). Slozenost djelovanja tanina dodatno je naglaSena Cinjenicom da pojedini

mikroorganizmi mogu razviti mehanizme otpornosti, ukljuujuci detoksifikaciju tanina sintezom



polimera, oksidacijom, bioloskom razgradnjom ili sintezom siderofora (SCALBERT, 1991,
SMITH isur., 2004.).

Osim izravnog antimikrobnog ucinka, tanini mogu modulirati sastav i metabolicku
aktivnost crijevne mikrobiote, pri c¢emu se biljezi selektivna stimulacija bakterija povezanih s
fermentacijom i proizvodnjom nizih masnih kiselina (SCFA), §to upucuje na njihov potencijalni
prebioticki uc¢inak (MOLINO i sur., 2022.). Nadalje, tanini mogu pridonijeti o¢uvanju integriteta
crijevne barijere, smanjujuéi intestinalnu permeabilnost i podupiru¢i funkciju epitelnih spojeva,
¢ime dodatno doprinose zdravlju gastrointestinalnog trakta (YU 1 sur., 2020.).

Kao polifenolni spojevi, tanini se smatraju snaznim antioksidansima koji su sposobni
neutralizirati reaktivne kisikove spojeve (ROS) te modulirati aktivnost endogenih antioksidativnih
enzima, ukljucujuci superoksid-dismutazu, katalazu i glutation-peroksidazu, ¢ime pridonose zastiti
lipida, proteina i DNK od oksidativnog stresa (HAGERMAN i sur., 1998.; MUELLER-HARVEY,
2006.; SHAHIDI i AMBIGAIPALAN, 2015.; SURAI, 2016.).

Uz navedeno, tanini pokazuju i imunomodulacijski u¢inak, pri ¢emu suplementacija
taninima moze smanjiti razinu proupalnih citokina te povecati ekspresiju antiupalnih medijatora,
kao i razinu imunoglobulina, ukljucuju¢i sekretorni IgA, $to upucuje na ja¢anje mukoznog
imuniteta 1 odrZzavanje imunoloske homeostaze u gastrointestinalnom traktu (LIU 1 sur., 2023.).
Dodatno, zabiljezeno je i1 antiparazitno djelovanje tanina, osobito u kontekstu smanjenja intenziteta
infekcija gastrointestinalnim nematodama, ¢ime se dodatno naglaSava njihov potencijal u odrzivoj

hranidbi zivotinja (HOSTE i sur., 2022.).

2.3. Uporaba tanina u hranidbi razlicitih vrsta Zivotinja

Velik broj istrazivanja bavi se primjenom tanina u hranidbi razliitih vrsta zivotinja, pri
¢emu su dobiveni rezultati ¢esto neujednaceni, Sto se u velikoj mjeri moze pripisati razlikama
izmedu HT-a i KT-a, kao i varijacijama u dozi, izvoru tanina, sastavu obroka i vrsti Zivotinje.

Primjena HT-a u hranidbi preziva¢a i monogastriénih Zivotinja povezana je ponajprije s
ucincima na metabolizam proteina i duSika te funkciju probavnog epitela. U tovne junadi dodatak
HT-a u obrok na bazi proteinski bogate silaZe lucerne nije utjecao na proizvodnju metana, ali je
smanjio probavljivost sirovih proteina te preusmjerio izluéivanje duSika iz urina u feces
(ABOAGYE 1 sur.,, 2019.). Kod mlijecnih krava zabiljeZeni su povoljniji ucinci, ukljucujuéi

povecanje proizvodnje mlijeka te smanjenje koncentracije uree i broja somatskih stanica u mlijeku



(ALI i sur., 2017.). Nadalje, dodatak HT-a u mlijeku za telad poboljSao je rast, antioksidacijski
status 1 opée zdravstveno stanje teladi, uz smanjenu prisutnost patogena u fecesu (SERRI i1 sur.,
2022.). U monogastri¢nih zivotinja HT su pokazali izrazenije ucinke na crijevnu funkciju i
metabolizam nego na proizvodne pokazatelje. U prasadi je dodatak HT-a pobolj$ao ucinkovitost
iskoriStenja hrane i smanjio proteoliticku aktivnost crijevne mikrobiote (BIAGI i sur., 2010.), dok
su kod prasadi nakon odbica zabiljezeni pozitivni uéinci na ucestalost i trajanje proljeva, bez
utjecaja na unos hrane i prosje¢an dnevni prirast (GIRARD i sur., 2018.). Mehanisti¢ka istrazivanja
dodatno potvrduju da HT mogu modulirati unos glukoze 1 prolaz galne kiseline kroz epitel tankog
crijeva svinje (BRUS i sur., 2021.), kao i regulirati ekspresiju enzima CYP3A u sluznici debelog
crijeva tovnih nerasta (ZAMARATSKAIA i sur., 2016.).

Za razliku od HT-a, KT u hranidbi Zivotinja pokazuju stabilnije, ali Cesto blaze i
dugotrajnije ucinke, osobito povezane s iskoriStavanjem duSika, kvalitetom proizvoda i
antioksidacijskim statusom, dok su ucinci na proizvodne rezultate ¢esto ograniceni ili ovisni o dozi.
U mlije¢nih krava dodatak KT-a doveo je do smanjenja koncentracije uree u mlijeku, bez
znacajnog utjecaja na ukupnu ili energetski korigiranu mlije¢nost (GERLACH 1 sur., 2018;
ZHANG 1 sur., 2019.). Sli¢ni nalazi potvrduju da KT ne utjecCu znacajno na unos hranjivih tvari,
sintezu mikrobnih proteina ni metaboli¢ke pokazatelje u plazmi. U janjadi dodatak KT-a nije
utjecao na prirast, unos i konverziju hrane niti na osnovne parametre kvalitete mesa, ali je pobolj$ao
randman trupa, povec¢ao udio intramuskularne masti i nezasi¢enih masnih kiselina, potaknuo
antioksidacijski status te smanjio koncentraciju kolesterola i intenzitet lipidne peroksidacije
(BRUNETTO 1 sur., 2024.). Kod mlije¢nih koza zabiljezen je izraZzen uc¢inak ovisan o dozi, pri
¢emu je najveci mlije¢ni prinos postignut s dodatkom 4 % KT-a, dok je visa razina (6 %) imala
negativan ucinak (BATTELI 1 sur., 2024.). U svinja su KT pokazali ogranien utjecaj na
proizvodne pokazatelje, ali su modulirali masnokiselinski sastav (SEONI i sur., 2021.), dok su u
odojaka u fazi prestajanja sisanja pozitivno utjecali na prirast i sastav crijevne mikrobiote (DE
SOUZA i sur., 2025.). Suprotno tome, u amura je primjena KT-a bila povezana sa smanjenjem
rasta 1 naruSenom imunoloSkom funkcijom crijeva, §to ukazuje na osjetljivost odredenih vrsta na

ovu skupinu spojeva (LI isur., 2000.).



2.3.1. Sinergistic¢ki u¢inak tanina u hranidbi razli¢itih vrsta Zivotinja

Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da dodatak mjesavina HT-a i KT-a u obroke razli¢itih
vrsta zivotinja moze rezultirati sinergistickim u¢incima, pri ¢emu se biolosko djelovanje ne moze
pripisati isklju¢ivo pojedinoj skupini tanina. U skladu s tim, na trziStu je danas dostupan velik broj
komercijalnih pripravaka koji kombiniraju HT i KT, naj¢e$¢e biljnog podrijetla iz kestena
(Castanea sativa) i quebracha (Schinopsis spp.), s ciljem optimizacije njihovih funkcionalnih
ucinaka u hranidbi zivotinja.

U zebrice (Danio rerio) primjena komercijalne mjesavine tanina Silvafeed® dovodi do
djelomi¢ne obnove crijevne morfologije te smanjenja ekspresije proupalnih citokina, pri ¢emu je
intenzitet u¢inka jasno ovisan o primijenjenoj dozi (IMPERATORE i sur., 2023.).

U mlije¢nih je krava dodatak mjeSavine tanina u obrok povezan s poboljSanom
ucinkovito$¢u umjetnog osjemenjivanja, promjenama u sadrzaju mlije¢nih proteina te smanjenim
izlu€¢ivanjem duSika urinom, dok su pri vi§im razinama zabiljeZeni 1 nepovoljni ucinci, ukljucujuci
smanjen unos suhe tvari, nizu probavljivost hranjivih tvari 1 smanjenu koncentraciju proteina u
mlijeku, $to upucuje na izrazenu ovisnost u¢inaka o dozi (CASTILLO isur., 2025.). Suprotno tome,
ABOAGYE i sur. (2019.) nisu utvrdili znafajan utjecaj tanina na proizvodne pokazatelje,
fermentacijske parametre buraga ni sastav hlapivih masnih kiselina, no zabiljezeno je dosljedno
smanjenje koncentracije amonijaka u buragu, neovisno o vrsti i dozi tanina, ¢ime se potvrduje

njihov potencijal u modulaciji metabolizma dusika.
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2.4. Tanini u prehrani peradi

Kod pili¢a crijevna mikrobiota ima klju¢nu ulogu u probavi i iskoristivosti hranjivih tvari,
metabolickim procesima, razvoju i regulaciji imunosnog sustava te u zastiti domaéina od
kolonizacije patogenim mikroorganizmima (OAKLEY i sur., 2014; STANLEY i sur., 2014.). U
uvjetima intenzivne peradarske proizvodnje, u kojima su Zivotinje izlozene visokoj gustoci
naseljenosti i toplinskom stresu, odrzavanje stabilne i funkcionalne crijevne mikrobiote postaje
jedan od kljuénih ciljeva suvremenih hranidbenih strategija, osobito u sustavima bez primjene

antibiotika kao promotora rasta.

2.4.1. Antimikrobno i antiparazitno djelovanje tanina

Kod tovnih pili¢a zabiljeZeni su razli¢iti antimikrobni u€inci tanina, koji uvelike ovise o
njihovoj kemijskoj strukturi. Hidrolizirajuéi tanini u obroku tovnih pili¢a dovode do smanjenja pH
vrijednosti u ileumu 1 Zljezdanom Zelucu, Sto stvara nepovoljne uvjete za rast patogenih
mikroorganizama te do smanjenja broja Escherichia coli u ileumu (DANESHMAND
KHORASGANI i sur., 2025.), kao i u fecesu (STARCEVIC i sur., 2025.). Nadalje, TOSI i sur.
(2013.) utvrdili su da HT u¢inkovito ograni¢avaju proliferaciju Clostridium perfringens i smanjuju
tezinu crijevnih oStecenja povezanih s nekrotiCnim enteritisom, S$to potvrduje njihov znacajan
antimikrobni potencijal u peradarskoj proizvodniji.

Takoder, znaCajna antimikrobna svojstva ima 1 taninska kiselina. Utjecaj na mikrobnu
populaciju crijeva vidljiv je u poviSenju razine nizih masnih kiselina i promjeni pH slijepog crijeva
(MASEK et al., 2014.).

ZabiljeZeno je da KT smanjuju broj Eimeria oocista u fecesu te poboljSavaju prezivljavanje
jarebica, $to upucuje na njihov doprinos kontroli protozoarnih infekcija (ESKI i GULSEN, 2025.).
U kokosi nesilica KT iz quebracha znacajno su smanyjili izlu¢ivanje jajaSaca nematoda (Ascaridia
spp. i Heterakis spp.) te oocista Eimeria spp., dodatno potvrdujuc¢i njihovo antimikrobno i
antiparazitno djelovanje u probavnom sustavu peradi (MARZONI i sur., 2020.). Osim toga,
istrazivanje na tovnim pili¢ima pokazalo je da KT mogu ublaziti negativne ucinke infekcije
bakterijom Salmonella Heidelberg, uz poboljsanje crijevne morfologije te porast tjelesne mase, $to
upucuje na njihovu ulogu u kontroli patogenih bakterija u stresnim uvjetima uzgoja

(MAYSONNAVE i sur., 2024.). TANG 1 sur. (2021.) dodatno navode da KT tanini pri nizim
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dozama (100 mg/kg) ostvaruju izrazeniji antimikrobni i zaStitni u¢inak u odnosu na vise doze,

naglasavajuci vaznost optimalnog doziranja.

2.4.2. Utjecaj tanina na crijevnu mikrobiotu

Tanini ne djeluju iskljucivo ,,antibiotski®, ve¢ pokazuju selektivno modulacijsko djelovanje
na crijevnu mikrobiotu, pri ¢emu mogu ograniciti rast patogenih i oportunistickih bakterija, dok
istodobno povoljno utjeu na bakterijske skupine ukljucene u fermentacijske procese i odrzavanje
crijevne homeostaze (DIAZ CARRASCO i sur., 2018.; MOLINO i sur., 2022.). Ovakav selektivni
ucinak razlikuje tanine od klasi¢nih antibiotika te upucuje na njihovu ulogu u stabilizaciji crijevnog

mikrobioloskog ekosustava, a ne u njegovoj neselektivnoj supresiji.

2.4.3. Antioksidativno djelovanje tanina

Zbog visoke gustoce fenolnih skupina, tanini pokazuju izrazena antioksidativna svojstva.
Njihovo djelovanje ukljucuje izravnu neutralizaciju slobodnih radikala, keliranje prijelaznih
metala, poput Zeljeza i bakra, koji sudjeluju u katalizi stvaranja ROS-a, kao i modulaciju aktivnosti
endogenih antioksidativnih enzima, ukljuujuéi superoksid-dismutazu, katalazu i glutation-
peroksidazu (SHAHIDI i AMBIGAIPALAN, 2015.).

U peradi su antioksidativni ucinci tanina potvrdeni u vise istrazivanja, pri ¢emu se intenzitet
i mehanizmi djelovanja razlikuju izmedu HT-a i KT-a. Hidroliziraju¢i tanini, osobito oni
podrijetlom iz drveta kestena, povezani su s povecanjem ukupnog antioksidativnog kapaciteta (T-
AOC) te aktivnosti endogenih antioksidativnih enzima, uklju¢ujuc¢i superoksid-dismutazu (SOD) i
glutation-peroksidazu  (GSH-Px). Istodobno je =zabiljezeno smanjenje koncentracije
malondialdehida (MDA) u serumu i tkivima tovnih pilia, §to upucuje na smanjenu lipidnu
peroksidaciju i ublazavanje oksidativnog stresa (LIU isur., 2020.). Antioksidativni u¢inak taninske
kiseline potvrden je snizenim koncentracijama MDA u plazmi i tkivima brojlera (STARCEVIC i
sur., 2015.). Nadalje, KT, primjerice iz Acacia mearnsii, pokazali su smanjenje stvaranja ROS-a i
lipidne peroksidacije te povecanje razine neproteinskih tiola u crijevnoj sluznici i mi$i¢nom tkivu
brojlera (BOURCKHARDT i sur., 2025.b). [zravna usporedba razli¢itih izvora tanina u pokusu na
tovnim pili¢ima dodatno potvrduje da i HT i KT mogu povecati T-AOC te aktivnost SOD-a,

katalaze (CAT) i GSH-Px-a, uz smanjenje MDA-a, no s razlikama u intenzitetu odgovora, ovisno
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o kemijskoj strukturi i izvoru tanina, $to ukazuje na njihovo razli¢ito antioksidativno djelovanje u

organizmu peradi (LIU i sur., 2023.)

2.4.4. Utjecaj tanina na morfologiju i funkciju crijeva

Kod tovnih pili¢a uc€inci tanina na morfologiju i funkciju crijeva uvelike ovise o njihovoj
kemijskoj strukturi i primijenjenoj dozi.

Hidrolizirajuéi tanini u obroku dovode do smanjenja pH vrijednosti u ileumu i zljezdanom
zelucu, ¢ime se moze izmijeniti crijevna mikroflora 1 posredno utjecati na crijevnu funkciju.
Istodobno su zabiljezene promjene u relativnoj masi pojedinih organa povezanih s probavom i
imunosnim sustavom, ukljucuju¢i povecanje mase slezene, burze Fabricius 1 timusa
(DANESHMAND KHORASGANI i sur., 2025.). Pored toga, HT mogu povoljno utjecati na
kvalitetu mesa, potaknuti rast crijeva i poboljSati antioksidativni status tovnih pili¢a, no njihovi su
ucinci izrazito doza-ovisni budu¢i da su pri viSim koncentracijama (> 2.000 mg/kg) zabiljeZeni
negativni u¢inci na proizvodne rezultate (BUYSE i sur., 2021.). U skladu s time, TOSI i sur. (2013.)
pokazali su da tanini mogu ograniciti proliferaciju Clostridium perfringens i smanjiti tezinu
crijevnih oStecenja, dok su HIDAYAT 1 sur. (2021.) izvijestili o nepovoljnim u¢incima na
proizvodne pokazatelje, masu limfoidnih organa i ilealnu probavljivost aminokiselina, zakljucujuci
da njihova primjena u obroku zahtijeva poseban oprez.

Zarazliku od HT-a, KT pokazuju konzistentnije i izrazenije ucinke na crijevnu morfologiju
1 funkciju. Istrazivanja ukazuju na to da dodatak KT-a moze poboljsati crijevnu morfologiju, pri
¢emu nize doze (100 mg/kg) ostvaruju povoljnije uc¢inke u usporedbi s visSim dozama (200 mg/kg),
Sto dodatno naglasava vaznost optimalnog doziranja (TANG isur., 2021.). Osim toga, KT pokazuju
pozitivan u€inak na crijevnu funkciju i otpornost u uvjetima patogenog izazova, pri ¢emu je
poboljSana crijevna morfometrija i ouvanje funkcionalnog integriteta crijeva u tovnih pilic¢a
izloZenih infekciji bakterijom Salmonella Heidelberg, uz istodobno pobolj$anje porasta tjelesne
mase (MAYSONNAVE i sur., 2024.). Sli¢ni u¢inci zabiljeZeni su i pri primjeni KT-a putem vode
za napajanje, pri ¢emu su poboljSanja crijevne morfologije i funkcije bila najizrazenija u ranoj fazi
tova i pri nizim dozama dodatka (BOURCKHARDT i sur., 2025.a).

U ostalih vrsta peradi, poput jarebica, dodatak KT-a nije zna¢ajno utjecao na proizvodne

rezultate ni na relativnu masu vecéine probavnih organa, no zabiljezeno je smanjenje mase debelog
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crijeva (ESKI i GULSEN, 2025.), §to upucuje na specifi¢ne i vrsti-ovisne uéinke tanina na probavni

sustav.

2.4.5. Imunomodulatorno djelovanje tanina

U peradi tanini pokazuju izrazen imunomodulatorni potencijal, pri ¢emu se intenzitet i
smjer u¢inaka razlikuju ovisno o kemijskoj strukturi, izvoru i primijenjenoj dozi. Istrazivanja
upucuju na to da dodatak HT-a ili pripravaka bogatih ovom skupinom spojeva moze biti povezan
sa smanjenjem ekspresije proupalnih citokina, ukljucujuéi IL-1B, IL-6 i TNF-a, uz istodobno
povecanje razine sekretornog imunoglobulina A (sIgA) 1 poboljsanje funkcije crijevne barijere u
tovnih pili¢a (CHOI 1 KIM, 2020.). Nadalje, zabiljeZeno je i povecanje koncentracije protuupalnih
medijatora, poput IL-10, kao i promjene u relativnoj masi limfoidnih organa, ukljué¢ujuci burzu
Fabricii, timus i slezenu, osobito pri nizim dozama tanina, $to upucuje na moguci uc¢inak na razvoj
1 funkciju imunoloskog sustava peradi (SERRANO 1 sur.,, 2009.; DANESHMAND
KHORASGANTI i sur., 2025.).

Taninska kiselina takoder pokazuje imunomodulatorni potencijal u peradi, koji se ocituje
modulacijom citokinskog profila, ukljucuju¢i smanjenje ekspresije proupalnih citokina te
povecanje razine sekretornog imunoglobulina A (sIgA) 1 poboljSanje funkcije mukozne barijere
crijeva u tovnih pili¢a (XU i sur., 2025.).

Kondenzirani tanini, s druge strane, u peradi su ¢eS¢e povezani s izraZenijim i dugotrajnijim
uc¢incima na lokalnu imunost crijeva, uglavnom posredovanim promjenama u sastavu crijevne
mikrobiote i smanjenjem upalnih procesa. Takvi su u¢inci osobito zabiljeZeni u uvjetima patogenog
izazova, primjerice tijekom infekcije Clostridium perfringens, u kojima je zabiljezeno pobolj$anje
crijevnog zdravlja i blazi upalni odgovor (DIAZ CARRASCO 1 sur., 2018; REDONDO i sur.,
2022).

Usporedna istraZivanja u peradi dodatno potvrduju da i HT i KT mogu povoljno utjecati na
imunoloske pokazatelje, ukljucujuci citokinski profil i razinu imunoglobulina, no s razlikama u
intenzitetu i vremenskoj dinamici odgovora, ovisno o tipu, izvoru i primijenjenoj dozi tanina (LI1U
i sur., 2023.).
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2.4.6. Utjecaj tanina na proizvodne rezultate i kvalitetu mesa

U tovnih pili¢a dodatak tanina u hranidbi pokazuje ucinak ovisan o dozi na proizvodne
rezultate, pri ¢emu odgovor zivotinja uvelike ovisi o kemijskom obliku primijenjenih tanina.
Hidroliziraju¢i tanini u niskim do umjerenim dozama u vise su istrazivanja povezani s ocuvanim
ili pobolj$anim prirastom te u¢inkovitijom konverzijom hrane (LIU i sur., 2020.; ZUZUL i sur.,
2026.). Suprotno tomu, HIDAYAT 1 sur. (2021.) navode da visi udjeli tanina u obroku mogu
negativno utjecati na proizvodne pokazatelje brojlera, Sto potvrduju i istrazivanja u kojima su
nepovoljni uinci najc¢esce zabiljeZeni pri razinama dodatka viSim od 2.0 mg/kg hrane (SE 1 sur.,
2021.). Dostupni znanstveni podaci upucuju na to da HT primijenjen u niskim do umjerenim
dozama moZe povoljno utjecati na kvalitetu mesa tovnih pili¢a, ponajprije poboljSanjem
oksidativne stabilnosti. Njihov dodatak povezan je sa smanjenom oksidacijom lipida u prsnom
misicu tijekom skladiStenja, Sto se ocituje niZzim vrijednostima pokazatelja lipidne peroksidacije
(MINIERI i sur., 2016.; LIU i sur., 2020.). Istrazivanje STARCEVIC i sur. (2025.) upucuje na to
da suplementacija s HT-om moze doprinijeti smanjenju oksidacije lipida i boljem o¢uvanju n-3
masnih kiselina u svjeZzem i smrznutom mesu peradi. Osim toga, pojedina istraZivanja navode da
HT mogu utjecati na lipidni sastav mesa, ukljucuju¢i smanjenje udjela ukupnih lipida i kolesterola,
bez negativnog utjecaja na osnovna tehnoloska svojstva mesa (AL-HIJAZEEN i sur., 2016.;
MINIERI i sur., 2016.). Pojedini autori izvjestavaju da dodatak HT-a u preporu¢enim dozama ne
uzrokuje promjene u pH vrijednosti, boji mesa ni sposobnosti zadrzavanja vode (AL-HIJAZEEN i
sur., 2016.; LIU i sur., 2020.).

Taninska kiselina pokazuje slican obrazac djelovanja, pri ¢emu intenzitet ucinka ovisi o
primijenjenoj dozi. U niskim do umjerenim koncentracijama povezan je s poboljsanim ili oéuvanim
proizvodnim rezultatima tovnih pili¢a (MASEK i sur., 2014.), dok se pri vi§im razinama dodatka,
primjerice oko 10 g/kg hrane, pozitivni ucinci gube ili dolazi do pogorsanja proizvodnih
pokazatelja. Takvi se nepovoljni ucinci uglavnom pripisuju pojaCanom vezanju proteina i
smanjenoj probavljivosti hranjivih tvari (EBRAHIM 1 sur., 2015.). Unato¢ tome, brojna
istrazivanja potvrduju povoljan utjecaj taninske kiseline na sastav masnog tkiva brojlera, kako u
uobidajenim uvijetima uzgoja (STARCEVIC i sur., 2015.), tako i tijekom izloZenosti toplinskom
stresu (EBRAHIM i sur., 2015.). Vazno je pritom naglasiti da je u¢inak taninske kiseline izraZeno

ovisan o dozi, pri cemu dodatak od 5 g/kg hrane moze poboljSati zavr$nu tjelesnu masu i konverziju
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hrane (MASEK i sur., 2014.), dok se pri vi$oj razini dodatka od 10 g/kg hrane takav u¢inak vise ne
opaza (EBRAHIM i sur., 2015.).

Za razliku od HT-a, KT zbog svoje vece molekulske mase i stabilnije kemijske strukture
pokazuju nesto drukciji profil djelovanja. U niskim do umjerenim koncentracijama njihova je
primjena u tovnih piliéa Cesto povezana s oCuvanim proizvodnim rezultatima i poboljSanim
crijevnim zdravljem, $to se moze posredno moze odraziti na ucinkovitiju konverziju hrane
(MUELLER-HARVEY, 2006.; REDONDO i sur., 2022.). Medutim, pri vi§im razinama dodatka
KT-a takoder se biljeZe smanjen prirast i pogorSana konverzija hrane (MUELLER-HARVEY,
2006.; HIDAYAT i sur., 2021.). Nadalje, primjena sirovina bogatih KT-om, poput grozdanog
tropa, povezana je sa snizenim vrijednostima pokazatelja oksidacije lipida (TBARS) u prsnom
miSic¢u brojlera, §to upucuje na produljenu odrzivost i o¢uvanu kvalitetu mesa (BRENES 1 sur.,

2008.; CHAMORRO i sur., 2015.).

2.4.7. Utjecaj tanina na mikroklimatske ¢imbenike i dobrobit

Zahvaljuju¢i svom adstrigentnom ucinku 1 sposobnosti modulacije crijevne mikrobiote,
tanini mogu smanjiti sadrzaj vlage u fecesu te ograniCiti mikrobnu fermentaciju duSi¢nih i
sumpornih spojeva. Posljedi¢no se smanjuje, odnosno ograni¢ava, emisija amonijaka (NHs) i
neugodnih sumpornih plinova, uklju¢uju¢i vodikov sulfid (H2S) i metanetiol, Sto je potvrdeno u
viSe eksperimentalnih i preglednih studija (BOSTAMI 1 sur., 2015.; AHMED i1 YANG, 2017.;
CHOI i KIM, 2020.).

Kvaliteta stelje pritom predstavlja jedan od kljucnih ¢imbenika dobrobiti u intenzivnoj
peradarskoj proizvodnji. lako je dokazano da okolis$ni ¢imbenici, osobito povecana vlaznost stelje,
znacajno doprinose razvoju kontaktnog dermatitisa (TAIRA i sur., 2014.), uloga prehrane u
njegovoj prevenciji jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena. U tom se kontekstu tanini sve ¢eSce
razmatraju kao potencijalna nutritivna strategija za ublazavanje problema u peradarskoj
proizvodnji, ukljucujuci negativne u¢inke na dobrobit tovnih pilica (CHOI i KIM, 2020.).

Kontaktni dermatitis predstavlja znac¢ajan problem dobrobiti jer uzrokuje bol i nelagodu te
ograniCava izraZavanje prirodnih oblika ponasanja pilica (FREEMAN i sur., 2020.). Budu¢i da je
njegov razvoj rezultat sloZene interakcije okoli$nih i hranidbenih ¢imbenika, prehrambeni dodaci
s viSestrukim bioloskim uc¢incima, poput tanina, mogu imati vaznu ulogu u prevenciji ovog

poremecaja. Pokazano je da tanini poboljSavaju konzistenciju fecesa i povecavaju sadrzaj suhe
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tvari, ¢ime se poboljsava kvaliteta stelje i posljedi¢no smanjuje ucestalost kontaktnog dermatitisa
na jastu¢i¢ima nogu tovnih pili¢a (CHOI i sur., 2022).

Osim posrednog ucinka preko stelje, smatra se da antimikrobna, antioksidativna i
protuupalna svojstva tanina mogu dodatno pridonijeti ublazavanju tezine lezija buduci da su
oksidativni stres i upalni procesi prepoznati kao vazni ¢imbenici u razvoju i progresiji kontaktnog
dermatitisa (MAYNE i sur., 2007.). CENGIZ i sur. (2017.) izvijestili su da dodatak taninske
kiseline u obrok u dozi od 2.000 mg/kg znacajno smanjuje i ucestalost i tezinu lezija kontaktnog
dermatitisa na jastuc¢i¢ima nogu. Slicno tome, REZAR 1 sur. (2014.) utvrdili su da HT povec¢avaju
sadrzaj suhe tvari u fecesu te time poboljSavaju uvjete stelje. Najnovija istraZivanja dodatno
potvrduju da 1 HT 1 KT mogu povoljno utjecati na pojavnost kontaktnog dermatitisa u tovnih pili¢a

(ZUZUL i sur., 2026.).

2.4.8. Sinergisticki u€inci tanina u prehrani peradi

Sve veci broj istrazivanja potvrduje da sinergisticka kombinacija razli¢itih kemijskih
skupina tanina moZe znatno pojacati njihov bioloski u€inak u prehrani peradi u usporedbi s
njihovom pojedinacnom primjenom. Posebno se istice kombinacija KT-a 1 HT-a, koja u prehrani
tovnih pili¢a ostvaruje izrazene pozitivne u¢inke na zdravlje probavnog sustava.

Istrazivanje REDONDO 1 sur. (2022.) pokazalo je da mjeSavina KT-a i HT-a znacajno
smanjuje ucestalost i tezinu makroskopskih lezija jejunuma uzrokovanih bakterijom Clostridium
perfringens, $to upucuje na zaStitni u¢inak tanina protiv nekroticnog enteritisa. Osim toga, ova
kombinacija povoljno utjece na sastav i raznolikost cekalne mikrobiote, pridonose¢i stabilnosti
crijevnog ekosustava.

Prema DIAZ CARRASCO i sur. (2018.), zabiljeZzeno je smanjenje relativne zastupljenosti
roda Bacteroides, koji se ¢esto povezuje s disbiozom, uz istodobno povecanje korisnih pripadnika
reda Clostridiales, osobito iz obitelji Ruminococcaceae 1 Lachnospiraceae. Ove bakterijske
skupine poznate su po proizvodnji kratkolancanih masnih kiselina te pozitivnom ucinku na
integritet 1 funkciju crijevne sluznice.

Navedeni rezultati potvrduju da sinergisti¢ko djelovanje razli¢itih tipova tanina predstavlja
ucinkovit nutritivni alat za poboljSanje zdravlja crijeva, smanjenje patogenog pritiska i unapredenje
op¢e proizvodne ucinkovitosti tovnih pili¢a, osobito u sustavima smanjene ili ukinute uporabe

antibiotika.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Rezultati ovog doktorskog rada doprinijet ¢e razjasnjavanju dosadasnjih nedovoljno
istrazenih i djelomi¢no opre¢nih spoznaja o moguénostima primjene HT-a i KT-a u hranidbi tovnih
pili¢a. Znanstveni doprinos rada ogleda se u produbljenom razumijevanju njihovih u¢inaka na
proizvodne pokazatelje i zdravstveni status pilica u tovu, kao i u pojasnjenju razlika u

mehanizmima njihova djelovanja.

3.1. Ciljevi

Cilj je ovog doktorskog rada usporediti u¢inke kondenziranih (quebracho) 1 hidroliziraju¢ih
(kesten) tanina na proizvodne rezultate, zdravlje probavnog sustava, kvalitetu jestivih tkiva i
imunosni sustav pili¢a u tovu.

Polaze¢i od navedenog opceg cilja istrazivanja te uvazavajui postavljenu znanstvenu

problematiku, definirani su sljedeci specifi¢ni ciljevi:

1. Utvrditi razlike u djelovanju HT 1 KT usporedbom njihovih u€inaka na rast i konverziju
hrane, antioksidativna i antimikrobna svojstva, sastav masnih kiselina, razinu oksidativnog
stresa, ekspresiju upalnih gena, sastav crijevne mikrobiote, morfometriju crijeva te
koncentraciju imunoglobulina u serumu i crijevnoj sluznici pili¢a u tovu.

2. Istraziti razinu i moguce razlike u in vitro antioksidativnim i antimikrobnim svojstvima HT-
a 1 KT-a te utvrditi povezanost izmedu in vitro 1 in vivo rezultata, s ciljem jasnijeg
definiranja moguc¢nosti njihove primjene kao egzogenih 1 endogenih antioksidansa i
antimikrobnih tvari.

3. Analizirati uinke razliitih tipova tanina na imunosni sustav i upalne procese radi

detaljnijeg razumijevanja njihova utjecaja na zdravstveni status pilica tijekom tova.

3.2. Hipoteza

Pretpostavlja se da dodavanje HT-a i KT-a tanina u obrok pili¢a u tovu moze pozitivno
utjecati na rast, konverziju hrane, zdravlje probavnog sustava i imunoloski status Zivotinja, pri
c¢emu se o¢ekuje da ¢e se ti ucinci ostvarivati putem razli¢itih mehanizama djelovanja, povezanih

s modulacijom crijevne mikrobiote i regulacijom oksidativnih procesa.
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4. MATERIJAL I METODE
Istrazivanje je odobrilo Povjerenstvo za etiku u veterinarstvu na 7. redovitoj sjednici 19.

veljace 2025., Klasa 640-01/25-18 Ur. broj 251-61-01/139-25-18.

4.1. Pokusne Zivotinje
U istrazivanju je koriSteno 150 tovnih pili¢a hibrida Ross 308, podijeljenih u tri skupine po
50 zivotinja (pet replikacija po deset Zivotinja). Zivotinje su bile drzane na dubokoj stelji od

sjeckane slame te u mikroklimatskim uvjetima karakteristicnim za tov pili¢a.

4.2. Plan istraZivanja

Pili¢i su nasumic¢no rasporedeni u tri pokusne skupine: kontrolnu skupinu (komercijalna
hrana za tovne pili¢e), skupinu KT (0,75 g/kg kondenziranih tanina u obroku) te skupinu HT (0,75
g/kg hidroliziraju¢ih tanina u obroku). Kao izvor hidroliziraju¢ih tanina koriSten je komercijalni
pripravak Farmatan® (Tanin Sevnica, Slovenija), bogat hidroliziraju¢im taninima, preteZno
galotaninskog tipa, dobiven iz sirovina koje sadrZe poligaloil-glukozu. Prema deklaraciji
proizvodaca, pripravak sadrzi >70 % ukupnih tanina, uz prisutnost galne kiseline 1 manjih koli¢ina
elaginske kiseline te drugih fenolnih spojeva. Kao izvor kondenziranih tanina koriSten je
komercijalni quebracho pripravak, bogat proantocijanidinima, dobiven iz drva vrsta roda
Schinopsis.

Oba pripravka dodavana su u obrok u jednakoj koncentraciji od 0,75 g/kg krmne smjese,
ravnomjernim mijesanjem s komercijalnom hranom za tovne pilice. Odabrana koncentracija
temelji se na prethodnim istrazivanjima koja ukazuju na potencijalne ucinke tanina na zdravlje
probavnog sustava i proizvodne rezultate peradi.

Hrana 1 voda bili su dostupni ad libitum tijekom standardnog tova u trajanju od 42 dana.
Sve skupine hranjene su uobic¢ajenim krmnim smjesama u brasnastom obliku: pocetnom smjesom
(starter) od 1. do 21. dana, smjesom za rast (grower) od 22. do 35. dana te zavrSnom smjesom
(finisher) od 36. do 42. dana. Sastav osnovne komercijalne hrane prikazan je u tablici 1., dok su
pokusni tretmani prikazani na slici 3.

Po zavrSetku pokusa (42. dan), Zivotinje su usmréene u komercijalnoj klaonici za perad,
nakon ¢ega su prikupljeni uzorci prsnog misi¢a (m. pectoralis superficialis) 1 miSi¢a batka (m.

iliotibialis cranialis), kao i dijelovi probavnog sustava (cekum i duodenum).
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tablica 1. Kemijski sastav osnovne krmne smjese

Sirovine i kemijski sastav (%)

Pocetna (Starter)

Porast (Grower)

Zavrsna (Finisher)

1. do 21. dan 22. do 35. dan (35. do 42. dan)
Sirovine
Kukuruz 45,5 60,0 68,8
PSeni¢no brasno 12,5 3,0 —
Sojina sa¢ma 21,5 12,5 18,0
Brasno lucerne - — 3,0
Kvasac 5,0 5,0 —
Suncokretova saéma 10,0 14,5 4,5
Biljno ulje 0,5 — 0,7
Premiks* 5,0 5,0 5,0
Kemijski sastav

Sirova bjelancevina 22,12 20,91 19,35
Sirova mast 6,76 7,13 6,98
Sirova vlaknina 3,21 3,22 3,27
Kalcij 1,01 0,90 0,82
Fosfor 0,64 0,60 0,59
Lizin 1,38 1,22 1,09
Metionin 1,05 0,98 0,88
Metabolic¢ka energija (MJ) 12,44 13,04 13,45

*sadrzaj na kg premiksa: Ca, 180 g; P, 50 g; Na, 23 g; metionin, 50 000 mg; lizin, 24 000 mg; retinol acetate, 90
mg; cholecalciferol, 1mg; DL-a-tocopheryl acetate, 600 mg; menadione, 40mg; thiamine hydrochloride, 20 mg;
riboflavin sodium phosphate, 120 mg; pyridoxine, 40mg; cyanocobalamine, 300 ug; C, 300 mg; niacin, 800 mg;
calcium pantothenate, 240 mg; folic acid, 10mg, biotin, 2 mg; choline chloride, 10 g; Fe, 1200 mg; I, 1200 mg; Cu,
100 mg; Mn, 1600 mg; Co, 3mg; Zn, 1000 mg; Se, 3mg; BHT antioksidant, 3000 mg.

Hrana

) (o]

A (g -

( N @ T ( N
- komercijalna hrana za
Kontrola : S 2

i J L tovne pilice L I
g > < e s D
KT komercijalna hrana za 0,75g/kg kondenziranih

| hj L tovne pilice ___ tanina u obroku )
' N g .'n N - N
HT komercijalna hrana za 0,75g/kg hidroliziraju¢ih

tovne pilice tanina u obroku |

slika 3. Pokusne skupine i tretmani (Izvor: autor)
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4.3. Uzimanje uzoraka

Uzoreci tkiva prikupljeni su na kraju pokusnog razdoblja. Uzorkovani su prsni misi¢ (m.
pectoralis superficialis), misi¢ batka (m. iliotibialis cranialis), jetra te dijelovi probavnog sustava,
ukljucujuci duodenum i cekum (slika 4.). Komadi¢i prsnog misic¢a i misica batka veli¢ine priblizno
2 x 2 cm uzimani su sterilnim skalpelom, dok je jetra prikupljena u cjelini. Uzorci miSica i jetre
odmah su zamrznuti u teku¢em duSiku te pohranjeni na — 80 °C do daljnjih analiza. Dodatni
fragmenti duodenuma i cekuma fiksirani su u 10 % puferiranoj otopini formalina za histolosku
obradu.

Za kvantifikaciju 1 filotipizaciju E. coli prikupljeno je po 45 g fecesa za svaku
eksperimentalnu skupinu i svaku replikaciju. Uzorci fecesa odmah su smrznuti u teku¢em dusiku

te pohra njeni na — 80 °C do mikrobioloske analize.

Duodenum

slika 4. Cekum 1 duodenum u probavnom sustavu pili¢a, prilagedeno prema (Pripremljeno

prema: LOHMANN BREEDERS, 2025.)
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4.4. Proizvodni rezultati

Proizvodni rezultati pili¢a praceni su tijekom cijelog pokusnog razdoblja. Tjelesna masa
zivotinja odredivana je individualno, koriStenjem precizne elektronicke vage, u pravilnim
vremenskim razmacima od sedam dana (slika 5.). Vaganja su provedena u istom dnevnom terminu
kako bi se smanjio utjecaj dnevnih oscilacija, a prije vaganja pili¢i nisu bili podvrgnuti dodatnim
stresnim postupcima.

Tjedni prirasti tjelesne mase izraunati su kao razlika izmedu tjelesne mase na pocetku i na
kraju svakog kontrolnog razdoblja, dok je ukupan prirast odreden kao razlika izmedu pocetne i
zavr$ne tjelesne mase tijekom cijelog pokusa. Unos hrane biljezen je po eksperimentalnoj jedinici
tijekom istih vremenskih razdoblja, a konverzija hrane izracunata je kao omjer ukupne koli¢ine
potrosene hrane i ostvarenog prirasta tjelesne mase u promatranom razdoblju. Dobiveni podaci o
tjelesnoj masi, prirastu i1 konverziji hrane koriSteni su za procjenu proizvodnih svojstava pilica i

usporedbu izmedu eksperimentalnih skupina.

slika 5. Vaganje pili¢a (Izvor: autor)
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4.5. Vlaga stelje

Stelja je uzorkovana na tri reprezentativna mjesta unutar svake eksperimentalne skupine
pili¢a, nakon ¢ega su uzorci istoga dana dostavljeni u laboratorij Veterinarskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Uzorci stelje najprije su izvagani u vlaznom stanju, a zatim suseni u termostatu, pri
temperaturi od 105 °C, do postizanja konstantne mase. Nakon susenja uzorci su ponovo izvagani.
Postupak susenja stelje u termostatu prikazan je na slici 6.

Postotak vlage u stelji izraCunat je prema sljedecoj formuli:

(masa vlazne stelje — masa suhe stelje)

% vlage = 2 -
masa vlazne stelje

slika 6. Susenje stelje u termostatu (Izvor: autor)
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4.6. Koncentracija amonijaka

Koncentracija amonijaka odredivana je u biozoni zivotinja na tri mjesta unutar svake
skupine, koriste¢i univerzalan plinski detektor prema Driager metodi.

Koncentracija amonijaka (NHs) mjerena je u biozoni Zivotinja na tri unaprijed odredene
mjerne toCke unutar svake skupine, primjenom univerzalnog plinskog detektora prema Driger
metodi (Driager, Njemacka). Uzorkovanje zraka provedeno je na visini koja odgovara biozoni
zivotinja, pri ¢emu su mjerenja izvodena u istom dnevnom terminu kako bi se smanjila
varijabilnost. Prije mjerenja uredaj je provjeren i/ili kalibriran sukladno uputama proizvodaca, a za
svako mjerno mjesto zabiljezena je vrijednost koncentracije izrazena u ppm. Za daljnju analizu

korisStena je srednja vrijednost tri mjerenja po skupini.

4.7. Pojavnost kontaktnih dermatitisa

U tjednim vremenskim razmacima kod svih pili¢a u svakoj skupini pracena je pojavnost
kontaktnog dermatitisa na jastu¢i¢ima nogu i tarzalnim zglobovima, sukladno Welfare Quality®
protokolu (Welfare Quality® Consortium, 2009.; slike 7. i 8.). U sluajevima u kojima su na
nogama pili¢a bile prisutne lezije razli¢itog stupnja izraZzenosti u obzir su uzimane izrazenije

promjene.

o

slika 7. Skala za procjenu pojavnosti kontaktnog dermatitisa na jastu€¢i¢ima nogu pili¢a u tovu

(Izvor: WELFARE QUALITY® KONZORCIJ, 2009.)
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slika 8. Skala za procjenu pojavnosti kontaktnog dermatitisa na tarzalnim zglobovima pili¢a u

tovu (Izvor: WELFARE QUALITY® KONZORCIJ, 2009.)

4.8. Mortalitet

Mortalitet (%) je odreden na temelju svakodnevnog pracenja eksperimentalnih skupina 1
sustavnog evidentiranja uginuéa tijekom cijelog trajanja istrazivanja. Zivotinje su svakodnevno
pregledavane, pri ¢emu je provedena vizualna procjena opcéeg zdravstvenog stanja. Svaki slucaj
uginuca evidentiran je uz pripadajuc¢i datum 1 oznaku eksperimentalne skupine, a uginule zivotinje
uklonjene su u skladu s vaze¢im biosigurnosnim i etickim smjernicama.

Mortalitet je izrazen kao postotni udio uginulih Zivotinja u odnosu na pocetni broj jedinki

u pojedinoj skupini.
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4.9. Antioksidativna svojstva HT-a i KT-a
Antioksidativna aktivnost HT i KT odredena je DPPH i FRAP testom gdje je kao standard
koriSten butilirani hidroksitoluen (BHT) koji se u hrani za zivotinje koristi kao standardni

antioksidans.

4.9.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) metoda za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
temelji se na redukciji DPPH radikala u etanolnoj otopini. Zbog nesparenog elektrona, DPPH
radikal pokazuje snaznu apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (517 nm). U prisutnosti donora
elektrona (AH), odnosno antioksidansa koji deaktivira slobodne radikale, dolazi do sparivanja
elektrona DPPH radikala i promjene boje otopine iz ljubiaste u Zutu. Ta promjena prati se

mjerenjem smanjenja apsorbancije (BRAND-WILLIAMS et al., 1995.).

DPPH" + AH — DPPH-H + A" DPPH" + R"— DPPH-R

U 100 pL otopine spojeva razliCitih koncentracija dodano je 100 uL. DPPH otopine
(c(DPPH) = 200 umol/L), nakon ¢ega su uzorci ostavljeni 30 minuta na tamnom mjestu pri sobnoj
temperaturi. Kona¢na koncentracija DPPH radikala u svakom uzorku iznosila je 100 pumol/L.
Promjena apsorbancije mjerena je na ELISA €itacu pri 517 nm, dok je 96 %-tni etanol koriSten kao
slijepa proba.

Rezultati su izrazeni kao 1Cso vrijednost, odnosno koncentracija antioksidansa potrebna za
50 % inhibicije DPPH radikala. Niza ICso vrijednost ukazuje na vecu antioksidacijsku u¢inkovitost.

Sva mjerenja provedena su u triplikatu.

4.9.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP metoda temelji se na redukciji Zuto obojenog kompleksa Fe(III)-TPTZ u intenzivno
plavi kompleks Fe(II)-TPTZ pri niskom pH. Reakcija se odvija u prisutnosti antioksidansa koji
donira elektron, a promjena se spektrofotometrijski mjeri na valnoj duljini od 593 nm (BENZIE i
STRAIN, 1996.). Redukcijska sposobnost antioksidansa proporcionalna je intenzitetu razvijene
boje. FRAP reagens pripravljen je mijeSanjem 2,5 mL 20 mM FeCls-6H:0, 2,5 mL TPTZ otopine
(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin) u 40 mM HCI 1 20 mL 300 mM acetatnog pufera. Na mikrotitarskoj
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plo¢i pomijesano je 10 pL otopine spoja koncentracije 4 mM 1200 pL FRAP reagensa, nakon ¢ega
je apsorbancija izmjerena pri 593 nm u odnosu na slijepu probu, nakon inkubacije od Cetiri minute.
Slijepa proba pripremljena je identi¢no kao uzorci, uz zamjenu 10 pL uzorka istim volumenom
etanola. Apsorbancija slijepe probe oduzeta je od apsorbancije uzorka, a tako dobivena razlika
koristena je za izracun konac¢nih rezultata.

Antioksidacijska aktivnost odredena je primjenom bazdarne krivulje konstruirane za standard
FeSO4-7H20, koja prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (pumol/L).
Odredivanje je provedeno u tri paralelne probe, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost u
mmol Fe**/mg spoja. Za izradu bazdarnog pravca pripremljene su otopine FeSO4-7H20 u etanolu

u pet razli¢itih koncentracija.

4.10. Analiza sastava masnih kiselina

Masne kiseline analizirane su u uzorcima tkiva prsnog misi¢a i batka. Svi uzorci prethodno
su homogenizirani ruénim homogenizatorom (Polytron, Kinematica GMBH, Luzern, Svicarska).
Ukupni lipidi izolirani su koriStenjem mjeSavine kloroforma i metanola (HPLC grade, Sigma
Aldrich, Njemacka) u omjeru 2:1 (v/v), prema metodi Folch i sur. (1957.). Nakon ekstrakcije lipidi
su osuseni pod strujom dusika, otopljeni u 150 uL ekstrakcijske otopine i pohranjeni na — 80 °C do
analize.

Metilni esteri masnih kiselina pripremljeni su primjenom 2M KOH (200 pL) tijekom 15
minuta na sobnoj temperaturi (Petrovi¢ i sur., 2010.). Dobiveni metilni esteri ekstrahirani su
dodatkom 1 mL heksana.

Nakon ekstrakcije metiliranih masnih kiselina heksanom pripremljeni uzorci analizirani su
plinskom kromatografijom s masenom detekcijom (GC-MS; QP2010 Ultra, Shimadzu, Kyoto,

Japan). Uvjeti analize prikazani su u tablici 2.
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tablica 2. Uvjeti tijekom analize plinske kromatografije s masenom detekcijom MS

Parametar Specifikacija
BPX70 kapilarna kolona (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um film; SGE,
Kolona
Austin, TX, USA)
Plin nosilac Helij (5.0)
Linearna brzina
35 c/s
plina
Volumen
1 uL
injektiranja
Split omjer 80:1
Temperatura
250 °C
injektora
Temperatura
250 °C
interfacea
Temperatura izvora
225 °C

iona

Program pecnice

150 °C (1 min) — 1 °C/min do 180 °C (2 min) — 5 °C/min do 220
°C

Nacdin rada GC-MS

Scan

Raspon m/z

45-400

Identifikacija masnih kiselina provedena je koriStenjem eksternog standarda (37

Component FAME Mix) te usporedbom s dostupnim bazama podataka masenih spektara (npr.

Wiley). Kvantifikacija je obavljena normalizacijom povrS§ina pikova uz primjenu internog

standarda (C23:0). Rezultati su izrazeni kao postotni udio pojedine masne kiseline u ukupnim

masnim kiselinama. Kromatogram standarda 37 Component FAME mix (Supelco, Bellfonte, PA,

USA) koriSten za identifikaciju masnih kiselina prikazan je na slici 9. Reprezentativni

kromatogrami tkiva m. iliotibialis cranialis 1 m. pectoralis superficialis prikazan je na slici 10.
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4.11. Analiza koncentracije MDA u miSi¢nom i jetrenom tkivu

Koncentracija MDA u tkivima odredena je primjenom tekuéinske kromatografije visoke
ucinkovitosti (HPLC) na uredaju Shimadzu 2010 (Shimadzu, Japan). Metoda se temelji na reakeiji
MDA s tiobarbiturnom kiselinom (TBA), pri ¢emu nastaje crveno obojen kompleks tiobarbiturne
kiseline i reaktivnih supstanci (TBARS), ¢ija se koncentracija kvantificira kromatografskom
analizom (Grotto i sur., 2007.). Standardne otopine pripremljene su iz komercijalne 4 M otopine
tetractoksipropana (TEP; 1,1,3,3-tetracthoxypropane, >96 %, Sigma-Aldrich, Njemacka), koji
sluzi kao prekurzor MDA. Pocetna standardna otopina dobivena je dodavanjem 50 pL TEP-a u 50
mL etanola (HPLC grade, >99,8 %, Sigma-Aldrich, Njemacka). Radne standardne otopine
pripremane su svjeze svakog dana, neposredno prije analize, pipetiranjem odgovarajuc¢ih volumena
pocetne otopine u odmjerne tikvice volumena 5 ili 10 mL. Koncentracije TEP-a u radnim

standardima iznosile su 0,96 uM, 4,8 uM, 9,6 uM, 20 uM 140 puM (slika 11. A1 B).

30



A)

20000/

70000]

goo0c]

=0000) Koncentracyje MDA
1. 0,96 pM

40000 2. 48 M
3. 9,6 pM

20000, 4. 20 pM
5. 40 pM

20000/

10000]

00 05 10 15 20 75 20 25 40 45 50 55 80 &5 min
IV

15000

12500

10000

7500

5000

2500-] / \\

—/ \\\“_“—
e —\ — e ]

T T T T T T T T T T T
0.0 05 10 15 20 25 30 356 4.0 45 5.0 55 6.0 65 min

slika 11. A) Preklopljeni kromatogrami standarda MDA koriSteni za generiranje
kalibracijske krivulje i B) Reprezentativni kromatogram koncentracije MDA (TBARS) u

tkivu jetre
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Svi uzorci tkiva nakon odmrzavanja homogenizirani su ru¢nim homogenizatorom

(Polytron, Kinematica GmbH, Luzern, Svicarska). Nakon homogenizacije 150 mg svakog uzorka

tkiva preneseno je u epruvetu, nakon ¢ega je dodano 50 pL destilirane vode (HPLC grade, Sigma-

Aldrich, Njemacka) 1 50 uL. 3 N NaOH. Sadrzaj epruvete mijeSan je na vortex mjesalici tijekom

jedne minute te inkubiran u vodenoj kupelji na 60 °C tijekom 30 minuta. Nakon inkubacije dodano

je 250 uL 6 % HsPOa4 1250 pL 0,8 % otopine TBA, a uzorci su ponovo mijesani vortexiranjem

tijekom jedne minute. Slijedila je inkubacija u vodenoj kupelji na 90 °C tijekom 45 minuta. Nakon

hladenja uzorcima je dodano 250 pL metanola, kratko promijeSano vortexiranjem, te 100 uL 10 %

otopine natrijeva dodecil-sulfata. Epruvete su potom centrifugirane u mikrocentrifugi pri 3600 x g

tijekom deset minuta. Dobiveni supernatant prenesen je u viale za HPLC analizu. Uvjeti

kromatografske analize (kolona, mobilna faza, protok, detekcijska valna duljina i volumen

injekcije) prikazani su u tablici 3.

tablica 3. Uvjeti tijekom mjerenja na kromatografu

Parametar Specifikacija
Kromatograf HPLC sustav Shimadzu LC2010CHT
Detektor UV-Vis, 532 nm
Kolona InertSustain C18 (4.6 x 150 mm, 5 pm; GL Sciences Inc., Japan)

Mbobilna faza

50 mM KH2POs (u destiliranoj vodi, HPLC grade) : metanol
(HPLC grade, >99.9%) = 50:50 (v/v)

Protok mobilne faze 1 mL/min
Injekcijski volumen 20 pL
Temperatura kolone 37 °C
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4.12. Analiza ekspresije gena imunolo$kog odgovora i proupalnih gena

Ekspresija gena TLR4, TNFo.1IL6 analizirana je u uzorcima tkiva jetre. Za izolaciju ukupne
RNA iz tkiva jetre koriSten je komercijalni komplet za izolaciju RNA (SV Total RNA Isolation
System, Promega®, SAD), u skladu s uputama proizvodaca.

Koncentracija i ¢isto¢a izdvojene ukupne RNA odredene su spektrofotometrijskom
analizom na uredaju BioDrop pLITE (BioDrop, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo). Cisto¢a
RNA procijenjena je na temelju omjera apsorbancija pri valnim duljinama 260 i 280 nm
(A260/A280). Pripremljena razrjedenja RNA (50 pg/ml) podvrgnuta su reverznoj transkripciji i
kvantitativnoj lan¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR) u jednom koraku,
koriste¢i One-Step TB Green PrimeScript RT-PCR set II (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan). RT-
qPCR analizom ispitana je ekspresija ciljnih gena, pri ¢emu su sekvence pocetnica prikazane u

tablici 4.

tablica 4. Pocetnice ispitivanih gena od interesa

Gen Sekvenca 5" - 3 Sekvenca 3" - 5

TLR4 GTCTCTCCTTCCTTACCTGCTGTT  AGGAGGAGAAAGACAGGGTAGGTG
C

TNFo. AGCGTTGTCTGCTCTGTAGC CCTGCTGGGGGAATGCTAGG

IL6 CAAGGTGACGGAGGAGGAC TGGCGAGGAGGGATTTCT

B-Actin CAACACAGTGCTGTCTGGTGG ATCGTACTCCTGCTTGCTGAT

GAPDH  GCTAAAGGCCGCACCAGT GGAGCTCCATGGTCAGAAAC

Svaka RT-qPCR reakcija ukupnog volumena 20 pL sadrzavala je:
1. 2x One-Step TB Green RT-PCR pufer 4 (10,0 uL)
. PrimeScript 1-step Enzyme Mix 2 (0,8 pL)

. Pocetnice za ispitivane gene (0,8 pL)

. ROX referentnu boju (0,4 uL)

2
3
4. Sterilnu destiliranu vodu bez RNaza (RNase-free water; 5,2 pL)
5
6. RNA uzorak (2,0 uL)

33



Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu provedena je na uredaju Stratagene

MxPro3005 (Agilent Technologies, SAD), pri uvjetima amplifikacije navedenima u tablici 5.

tablica 5. Uvjeti RT-qPCR reakcija

Temperatura / °C Trajanje ciklusa / s Broj ciklusa

Reverzna 42 300 1
transkripcija 95 10 1

95 5 40

PCR reakcija 60 40 40

72 60 40
95 60 1
Protokol disocijacije 55 30 1
95 30 1

Sve Ct vrijednosti dobivene u kvantitativnoj PCR reakciji koriStene su za izraCunavanje
relativne promjene ekspresije cDNK gena od interesa pokusnih skupina u odnosu na kontrolnu
skupinu. Metodom AACt (224¢Y) analizirana je i kvantificirana ekspresija gena, prema genu za
normalizaciju (engl. housekeeping gene, B-aktinu i GAPDH), te je pomoc¢u AACt vrijednosti
izracunat faktor promjene ekspresije gena (engl. fold change). Ekspresija je izraCunata prema

formuli:

AACt = (CT ciljni gen P- CT gen za normalizaciju P) - (CT ciljni gen K- CT gen za normalizaciju K)

K — kontrolna skupina; P — pokusna skupina

Pomocu izracunate AACt vrijednosti izracunati je faktor promjene (engl fold change)

ekspresije gena od interesa u odnosu na kontrolnu skupinu prema formuli:

Relativna promjena = 2742
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Dobiveni broj oznacava koliko je puta ekspresija mRNA gena od interesa pokusne skupine

veca ili manja u odnosu na kontrolnu skupinu.

4.13. Kvantifikacija fekalne E. coli

Svaki uzorak fecesa bio je razrijeden sterilnom fizioloSkom otopinom u omjeru 1:2, iz ¢ega
su pripremljena serijska razrjedenja od 10 do 10°® za potrebe uzgoja. Iz svakog razrjedenja
izdvojeno je 100 pL i naneseno na Brilliance UTI Clarity kromogene agar ploce (Oxoid,
Basingstoke, UK), nakon ¢ega je sadrzaj ravnomjerno razvucen sterilnom petljom od 10 pL
(Golias, Ljubljana, Slovenija).

Sve ploce inkubirane su u aerobnim uvjetima na 37 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije
ploce su fotografirane, a broj bakterijskih kolonija odreden je pomocu softvera IC Measure v1.0.

Za daljnju analizu odabrane su reprezentativne ploce koje su sadrzavale izmedu 20 1 400
kolonija. Za svako ponavljanje izraCunat je broj kolonija koji je izrazen kao CFU po gramu fecesa,

Sto je predstavljalo konacan rezultat.

4.14. Morfometrija crijeva

Segmenti duodenuma i1 cekuma podvrgnuti su rutinskoj histoloSkoj obradi, koja je
ukljucivala dehidraciju, uklapanje u parafin te izradu histoloSkih rezova debljine 5 pm. Dobiveni
rezovi bojani su hematoksilinom i eozinom (H&E) te koriSteni za mikroskopsku analizu. Za svaku
zivotinju pripremljeno je i analizirano najmanje pet histoloskih presjeka obojenih H&E metodom.

Visina crijevnih resica odredena je mjerenjem duljine deset intaktnih resica po uzorku.
Visina resica, dubina kripti te debljina muskularisa mukoze mjerene su pomocu racunalnog
softvera za analizu slike (ImagelJ). Na temelju dobivenih mjerenja izracunat je omjer visine resica

1 dubine kripti.
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4.15. Odredivanje sekretornog IgA u sluznici crijeva metodom ELISA

Koncentracija sekretornog imunoglobulina A (sIgA) u sluznici crijeva odredena je ELISA
testom, koriStenjem komercijalno dostupnog kita (Chicken IgA ELISA Kit, Abcam, Cambridge,
MA, SAD), u skladu s uputama proizvodaca. Uzorci sluznice crijeva homogenizirani su u
odgovaraju¢em puferu, a dobiveni homogenati centrifugirani su radi uklanjanja krutih Cestica.
Supernatant je koriSten za daljnju analizu. Koncentracije sIgA u uzorcima izracunate su
interpolacijom sa standardne krivulje te su normalizirane na ukupnu koli¢inu proteina u uzorku.
Konacni rezultati izrazeni su kao ng sIgA po mg ukupnih proteina (ng/mg proteina). Sva mjerenja

provedena su u triplikatu.

4.16. Statisticka obrada podataka

Za odredivanje veli¢ine uzorka provedena je analiza snage (power analysis) pomocu
programa G*Power (FAUL 1 sur., 2007.), $to je omogucilo odabir optimalnog broja jedinki s
obzirom na zeljenu statisticku znacajnost i stupanj pouzdanosti. Analiza je bila temeljena na
rezultatima prethodnih istrazivanja (vlastitih i dostupnih u literaturi, pretrazivanjem baze PubMed),
pri cemu su kao parametri bili postavljeni statistiCka snaga od 0,8 1 razina znacajnosti p < 0,01.
Glavne varijable u analizi bile su masa pilica i sastav masnih kiselina, koje su posluzile za procjenu
potrebne veli¢ine uzorka, s ciljem osiguravanja statisticke pouzdanosti rezultata. Prema rezultatima
analize utvrden je potreban broj od pet replikacija po deset zivotinja za svaki tretman (ukupno 50
zivotinja po skupini i 150 zivotinja u istrazivanju).

Eksperimentalni rezultati analizirani su pomocu programa GraphPad Prism 8. Normalnost
raspodjele podataka provjerena je primjenom Shapiro—Wilksovog testa. Razlike izmedu skupina
analizirane su analizom varijance (ANOVA) uz primjenu Tukeyjevog post hoc testa. Razliciti efekti
ispitani su faktorijskom analizom varijance 1 viSestrukom regresijom, dok su korelacijski odnosi
odredeni Spearmanovim testom korelacije ili Pearsonovim koeficijentom korelacije. Rezultati su
prikazani kao prosjec¢ne vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razina statisticke znacajnosti za

sve provedene analize postavljena je na p < 0,05, osim ako nije drugacije navedeno.
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5. REZULTATI

Rezultati su podijeljeni u cjeline sukladno postavljenom cilju i provedenom istrazivanju.
Proizvodni rezultati prikazani su na slikama 12.—14. Koncentracija amonijaka prikazana je u tablici
6. Pojavnost kontaktnih dermatitisa prikazana je u tablici 7. Antioksidativna svojstva tanina, tj.
vrijednosti DPPH i FRAP, prikazane su na slici 15. A i B. Sastav masnih kiselina prikazan je u
tablici 8. Koncentracije MDA u m. pectoralis superficialis, m. iliotibialis cranialis, jetri i serumu
prikazane su na slikama 16. AiB te 17. AiB. Ekspresija gena TLR4, IL6 i TNFa u jetri prikazana
je na slici 18. A, B 1 C. Kvantifikacija fekalne E. coli te morfometrija crijeva prikazane su na slici
19., odnosno na slici 20. A 1 B, dok su rezultati ELISA analize sekretornog IgA sluznice crijeva

prikazani na slici 21. Mortalitet Zivotinja 1 vlaga stelje prikazni su opisno.

5.1. Proizvodni rezultati
Tjelesna masa pili¢a u skupini HT bila je znacajno veca u odnosu na kontrolnu skupinu (p
<0,05). Izmedu kontrolne skupine i skupine KT nije utvrdena statisticki znacajna razlika u tjelesnoj

masi (p > 0,05), kao ni izmedu skupina HT 1 KT (p > 0,05) (slika 12.).
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slika 12. Tjelesna masa tovnih pili¢a 42. dana istrazivanja u kontrolnoj skupini (Kontrola) te u

pokusnim skupinama HT i KT (arit. sred. + SD)

p < 0,05 * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine
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U razdoblju od 1. do 21. dana istrazivanja tjelesni prirast bio je znacajno veci (p < 0,05) u
skupini HT u odnosu na kontrolnu skupinu, dok izmedu kontrolne skupine i skupine KT te izmedu
skupina HT 1 KT nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p > 0,05) (slika 13.).

U razdoblju od 21. do 42. dana istrazivanja tjelesni prirast bio je znacajno veci (p <0,05) u
skupini HT u odnosu na kontrolnu skupinu. Izmedu kontrolne skupine i skupine KT, kao i izmedu
skupina HT i KT, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u tjelesnom prirastu (p > 0,05) (slika

13).
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slika 13. Tjelesni prirast tovnih pili¢a (g/dan) u razdoblju od 1. do 21. dana te od 21. do 42. dana
istrazivanja u kontrolnoj skupini (Kontrola) i pokusnim skupinama HT 1 KT

(arit. sred. = SD)

p < 0,05 * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu skupina
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Konverzija hrane u razdoblju od 1. do 42. dana istrazivanja nije se znacajno razlikovala (p

> 0,05) izmedu istrazivanih skupina (slika 14.).
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slika 14. Konverzija hrane (g hrane/g prirasta) u razdoblju od 1. do 42. dana istrazivanja u

kontrolnoj skupini (Kontrola) te u pokusnim skupinama HT i1 KT (arit. sred. = SD)
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5.2. Vlaga stelje
Vlaga stelje bila je znacajno niza u skupinama HT i KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p
< 0,05). Takoder, u skupini HT utvrden je znafajno nizi sadrzaj vlage stelje u usporedbi sa

skupinom KT (p < 0,05).

5.3. Koncentracija amonijaka
Koncentracija amonijaka od 21. dana nadalje bila je znacajno niza u skupinama HT i KT u
odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), pri ¢emu je u skupini KT zabiljezena znacajno niza

vrijednost u usporedbi sa skupinom HT (p < 0,05) (tablica 6.).

tablica 6. Koncentracija amonijaka (ppm) u kontrolnoj skupini (Kontrola) te u pokusnim
skupinama HT 1 KT (arit. sred. + SD)
Skupina 1. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan 35. dan 42. dan
Kontrola 2,0+0,00 1,7+0,3* 16+0¢ 16 £ 0° 6,7+£29 5000 50+£0,0
HT 20+0,00 20+0,0> 16+0~ 10+00> 10+00> 83+29 10+0,0°
KT 20+0,00 1,7+0,3» 16+x0* 50%00 50+00 40£17 50%0,0

ab¢ yrijednosti unutar istog reda oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)
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5.4. Pojavnost kontaktnih dermatitisa
Ucestalost kontaktnog dermatitisa na jastuc¢i¢ima nogu od 14. dana nadalje bila je znacajno
niza u skupinama HT i KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), pri ¢emu je u skupini KT do
28. dana utvrdena znacajno niza ucestalost u usporedbi sa skupinom HT (p < 0,05) (tablica 7.).
Ucestalost kontaktnog dermatitisa na tarzalnim zglobovima od 21. dana nadalje bila je
znacajno niza u skupinama HT i KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), dok izmedu skupina
HT i KT nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u veéini promatranih razdoblja (p > 0,05) (tablica

7).

tablica 7. Ucestalost kontaktnog dermatitisa na jastu¢i¢ima nogu i tarzalnim globovima u

kontrolnoj skupini (Kontrola) te u pokusnim skupinama HT 1 KT (arit. sred. + SD)

Kontaktni dermatitis na jastuci¢ima nogu

Dan Kontrola HT KT

14. 0.53 +£0.25° 0.27 +0.24° 0.05 = 0.00¢
21. 1.67 + 0.48° 1.23 +£0.43° 0.43 +0.20°
28. 2.40 + 0.50° 2.00 +0.33° 1.43 £0.51°
35. 2.77 + 0.43% 2.23 +0.43° 2.30+0.47°
42. 3.00 +0.182 2.53+0.50° 2.60 + 0.50°

Kontaktni dermatitis na tarzalnim zglobovima

21. 1.00 +0.18° 0.77 + 0.43b 0.83 +0.37°
28. 2.00 + 0.24% 1.73 + 0.44° 1.77 + 0.43°
35. 3.00 + 0.332 2.43 +0.50° 2.40 +0.49°
42, 3.60 + 0.49? 3.00 + 0.26° 2.97+0.31°

ab.eyrijednosti unutar istog reda oznagene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)

5.5. Mortalitet

Tijekom istraZivanja nije zabiljezeno uginuce pili¢a ni u jednoj ispitivanoj skupini.
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5.6. Antioksidativna svojstva HT i KT

U DPPH testu, izrazenom kao ICso vrijednost (ng/mL), u skupini KT utvrdena je znacajno
niza ICso vrijednost u odnosu na standard BHT i skupinu HT (p < 0,001). U skupini HT utvrdena
je znacajno visa ICso vrijednost u odnosu na standard BHT (p < 0,001) (slika 15.A).

FRAP analiza pokazala je da skupine HT i KT imaju zna¢ajno nizu redukcijsku sposobnost,
izrazenu kao umol Fe**/g, u usporedbi sa standardom BHT (p < 0,001), dok izmedu skupina HT i
KT nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p > 0,05) (slika 15.B).
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slika 15. Vrijednosti DPPH (A) i FRAP (B) u razdoblju od 1. do 42. dana istrazivanja u pokusnim
skupinama HT i1 KT u odnosu na BHT standard (arit. sred. = SD)

*#kp<(),001; ¥ p<0,001 oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu skupina

5.7. Sastav masnih Kiselina

Sastav masnih kiselina u miSi¢u m. iliotibialis cranialis nije se zna¢ajno razlikovao izmedu
ispitivanih skupina za veéinu pojedina¢nih masnih kiselina (tablica 8.). Medutim, udio linolne
kiseline (C18:2n6) bio je znacajno visi u skupini KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05).
Takoder, udio dokozaheksaenske kiseline (C22:6n3) bio je znacajno visi u skupini HT u usporedbi

s kontrolnom skupinom i skupinom KT (p < 0,05). Nadalje, udio n-6 masnih kiselina bio znacajno
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visi u skupini KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05). Omjer C22:5n3/C22:6n3 bio je

znacajno visi u skupini HT u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom KT (p < 0,05).

tablica 8. Sastav masnih kiselina u miSi¢u m. iliotibialis cranialis u kontrolnoj skupini

(Kontrola) te u pokusnim skupinama HT i KT (arit. sred. = SD)

Kontrola HT KT

C12:0 0,01 £0,01 0,02 + 0,02 0,03 +0,01
C14:0 0,34 +0,05 0,38 + 0,07 0,32 + 0,04
C15:0 0,12 + 0,04 0,10 + 0,02 0,10 + 0,03
C16:0 18,91 + 1,78 17,71+ 0,18 17,03 £ 1,61
Cl16:1n7 1,90 + 0,79 1,65+ 0,73 1,83 +0,32
C17:0 0,17 +0,07 0,16 + 0,04 0,16 = 0,06
C18:0 8,07 + 1,36 7,73 £0,81 7,40 £ 1,15
C18:1n9 34,40 + 3,83 34,35 +2,89 34,00 + 3,37
Cl18:1n7 1,52+ 0,22 1,47 £ 0,23 1,70 + 0,28
C18:2n6 30,52 + 1,982 32,62 + 1,92 33,44 + 0,89P
C20:1n9 0,29 + 0,04 0,24 + 0,04 0,25+ 0,01
C20:3n6 0,35 + 0,05 0,34 + 0,06 0,37 + 0,06
C20:4n6 2,31 + 0,69 2,13+0,63 2,36+ 1,14
C22:4n6 0,77 + 0,19 0,74 + 0,26 0,76 + 0,38
C22:5n3 0,23 + 0,07 0,17 + 0,05 0,19 +0,12
C22:6n3 0,08 + 0,012 0,18 +0,03° 0,07 £ 0,012
PUFA 34,27 + 2,43 36,18 + 2,86 37,19 + 1,32
SFA 27,44 + 3,04 25,95 + 0,99 24,87 +2,74
MUFA 38,12 + 4,76 37,71 + 3,87 37,78 + 3,41
n3 0,31 + 0,06 0,35 + 0,08 0,26 + 0,12
n6 33,96 +2,38° 35,83 + 2,84% 36,93 + 1,22°
C22:5n3/C22:6n3 0,38 +0,11° 1,13 +0,13° 0,48 + 0,20°

&b yrijednosti unutar istog reda ozna¢ene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (p < 0,05)
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5.8. Koncentracije MDA

Koncentracija MDA u misi¢u m. pectoralis superficialis bila je znac¢ajno niza u skupini HT
u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), kao i u skupini KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p <
0,01), dok izmedu skupina HT i KT nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (slika 16.A).

Koncentracija MDA u miSi¢u m. iliotibialis cranialis bila je zna¢ajno niza u skupini HT u
odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), dok je u skupini KT utvrdena znacajno niza koncentracija
MDA u usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 0,001). Takoder, koncentracija MDA bila je
znacajno niZa u skupini KT u odnosu na skupinu HT (p <0,01) (slika 16.B).

U jetri je u skupini KT utvrdena zna¢ajno niza koncentracija MDA u odnosu na kontrolnu
skupinu (p < 0,05), dok izmedu kontrolne skupine 1 skupine HT, kao i izmedu skupina HT 1 KT,
nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u koncentraciji MDA (p > 0,05) (slika 17.A).

U serumu je u skupini HT utvrdena znacajno niza koncentracija MDA u odnosu na
kontrolnu skupinu (p < 0,01), dok je u skupini KT koncentracija MDA takoder bila znacajno niza
u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05). Takoder, koncentracija MDA u skupini HT bila je

znacajno niza u odnosu na skupinu KT (p < 0,05) (slika 17.B).
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slika 16. Koncentracija malondialdehida (MDA; nmol/g tkiva) u mi$i¢u m. pectoralis
superficialis (A) i u miSi¢u m. iliotibialis cranialis (B) u kontrolnoj skupini (Kontrola) te u
pokusnim skupinama HT i KT (arit. sred. + SD)

*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001 oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu skupina
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slika 17. Koncentracija malondialdehida (MDA) u jetri (nmol/g tkiva) (A) 1 serumu (nmol/ml
plazme) (B) u kontrolnoj skupini (Kontrola) te u pokusnim skupinama HT 1 KT (arit. sred. £ SD)

*p<0,05; ** p<0,01 oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu skupina
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5.9. Ekspresija proinflamatornih gena u tkivu jetre

Ekspresija gena TLR4 u jetri bila je znacajno niza u skupini HT u odnosu na kontrolnu
skupinu (p < 0,05), kao 1 u skupini KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), dok izmedu
skupina HT 1 KT nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (slika 18.A).

Ekspresija gena IL6 u jetri bila je znacajno niza u skupini HT u odnosu na kontrolnu
skupinu (p < 0,05), dok je u kontrolnoj skupini utvrdena znacajno visa ekspresija IL6 u usporedbi
s KT skupinom (p < 0,01). Izmedu skupina HT i KT nisu utvrdene statisti¢ki znac¢ajne razlike (slika
18.B).

Ekspresija gena TNFa u jetri bila je znacajno niza u skupini HT u odnosu na kontrolnu
skupinu (p < 0,05), kao 1 u skupini KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), dok izmedu

skupina HT 1 KT nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (slika 18.C).
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slika 18. Ekspresija gena TLR4 (A), IL6 (B) 1 TNFa (C) u jetri u kontrolnoj skupini (Kontrola) te
u pokusnim skupinama HT i KT (arit. sred. £ SD)

*p<0,05; ** p<0,01 oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu skupina
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5.10. Kvantifikacija fekalne E. coli
Broj E. coli u izmetu bio je znacajno nizi u skupinama HT i KT u odnosu na kontrolnu
skupinu (p < 0,001). Takoder, u skupini HT utvrden je znacajno nizi broj E. coli u usporedbi sa

skupinom KT (p < 0,001) (slika 19).
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slika 19. Broj Escherichia coli u izmetu (CFU/g) u kontrolnoj skupini (Kontrola) te u pokusnim

skupinama HT i KT (arit. sred. = SD)

*%% p < 0,001 oznacava statisticki znacajne razlike izmedu skupina
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5.11. Morfometrija crijeva

Duljina resica jejunuma bila je zna¢ajno veca u skupini HT u odnosu na kontrolnu skupinu
(p <0,05), kao i u skupini KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05), dok izmedu skupina HT
1 KT nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (slika 20.A).

Povrsina resica jejunuma bila je znacajno niza u kontrolnoj skupini u odnosu na skupine
HT i KT (p < 0,001). Takoder, zna¢ajno niza povrsina resica utvrdena je i u skupini HT u odnosu

na skupinu KT (p < 0,01) (slika 20.B).
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slika 20. Duljina (A) i povrSina (B) resica jejunuma u kontrolnoj skupini (Kontrola) te u

pokusnim skupinama HT i KT (arit. sred. = SD)

*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001 oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu skupina
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5.12. ELISA sekretorni IgA sluznice crijeva

Koncentracija ELISA sekretornog IgA sluznice ileuma bila je znacajno visa u skupinama

HT i KT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05). Izmedu skupina HT i KT nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike u koncentraciji sIgA (slika 21.).
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slika 21. Koncentracija ELISA sekretornog IgA sluznice ileuma (sIgA; ng/mg proteina) u
kontrolnoj skupini (Kontrola) te u pokusnim skupinama HT i1 KT (arit. sred. = SD)

* p < 0,05 oznacava statisticki znacajne razlike izmedu skupina
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6. RASPRAVA

Tanini, kao biljni polifenolni spojevi, posljednjih godina privlace sve vecu pozornost zbog
svog potencijalnog djelovanja na zdravlje i proizvodnost tovnih pili¢a. U ovom doktorskom radu
istrazivan je uc¢inak HT-a i KT-a primijenjenih u nizim dozama, s ciljem sagledavanja njihova
djelovanja na proizvodne rezultate, pojavnost kontaktnih dermatitisa, oksidativni status, sastav
masnih kiselina, crijevnu mikrobiotu, imunosni odgovor i morfometriju crijeva.

U ranijim istrazivanjima tanini su uglavnom smatrani antinutritivnim tvarima zbog njihova
nepovoljnog utjecaja na hranidbenu vrijednost obroka, $to je rezultiralo smanjenjem proizvodnosti
te uvelike ograni€ilo njithovu primjenu u hranidbi Zivotinja (MUELLER-HARVEY, 2006.;
RAMAH 1 sur., 2020.; KHAJALI 1 RAFIEI, 2024.). Takav stav proizlazio je iz brojnih istraZivanja
u kojima su opisani mehanizmi negativnog djelovanja tanina, uklju¢ujuci vezanje bjelanCevina sa
smanjenjem probavljivosti proteina i inhibicijom aktivnosti probavnih enzima (MEDUGU 1 sur.,
2012.), adstringentni okus hrane koji smanjuje njezinu ukusnost i posljedi¢no unos hrane
(BUTLER 1 sur., 1984.), stvaranje kompleksa sa Zeljezom koje dovodi do smanjenja koncentracije
zeljeza u plazmi (LEE 1 sur., 2010.) te povecanje proteoliticke aktivnosti u jetri (MARZO 1 sur.,
2002.). Medutim, unatoc€ jasno definiranim ograni¢enjima njihove primjene, sve veci broj, osobito
novijih, istrazivanja pokazuje da tanini ne djeluju isklju¢ivo antinutritivno, ve¢ da u odredenim
uvjetima mogu ostvariti i povoljan u¢inak na proizvodnost zivotinja (MUELLER-HARVEY, 2006.;
MASEK i sur., 2014.; LIU i sur., 2020.; REDONDO i sur., 2022.; BATELLI i sur., 2024.; ZUZUL
1 sur., 2026.). Takvi nalazi upucuju na potrebu reinterpretacije dosadasnjeg pogleda na djelovanje
tanina, pri ¢emu se njihovi ucinci ne mogu promatrati kao jednoznac¢ni, ve¢ ovise o uvjetima
primjene. Jedan od kljucnih ¢imbenika koji odreduje smjer djelovanja tanina jest njihova doza.
Iako je jasno da previsoke doze mogu imati nepovoljan u¢inak, umjerene doze u obroku mogu
rezultirati poboljSanjem proizvodnih pokazatelja. Medutim, definiranje optimalne doze 1 dalje
predstavlja izazov budu¢i da na ucinak tanina istodobno utjecu njihova kemijska struktura, vrsta i
fizioloSko stanje Zivotinje te sastav obroka. Prema dostupnim spoznajama, u¢inkovita razina HT-a
u hrani za Zivotinje procjenjuje se u rasponu od 0,5 do 5 g/kg hrane (CHOI 1 KIM, 2020.). Doze
primijenjene u ovom istrazivanju bile su blize donjoj granici navedenog raspona (0,75 g/kg), $to je
upucivalo na moguénost ostvarivanja pozitivhog u€inka na proizvodne pokazatelje, a takav je
ucinak i1 potvrden dobivenim rezultatima. VaZzno je, medutim, naglasiti da je povoljan u¢inak na

proizvodne pokazatelje ostvaren isklju¢ivo pri primjeni HT-a, dok primjena KT-a nije rezultirala
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statisticki znaCajnim promjenama u promatranim proizvodnim pokazateljima. Ovakvi rezultati
upucuju na zaklju¢ak da HT i1 KT posjeduju razli¢ite mehanizme djelovanja, Sto se ocituje i u
njihovu razli¢itom utjecaju na proizvodne rezultate tovnih pilica. Navedeno dodatno naglaSava
vaznost razmatranja ne samo doze, ve¢ i vrste tanina pri njihovoj primjeni u hranidbi peradi.

Tanini se sve ¢eS¢e razmatraju kao dodatak hrani s potencijalom za ublazavanje problema
u intenzivnoj proizvodnji peradi, uklju¢uju¢i negativne u¢inke na dobrobit tovnih pilica (CHOI i
KIM, 2020.). Visoke koncentracije amonijaka u objektima peradi predstavljaju veliki izazov kao
uzrok respiratornog osStecenja, ukljucujuci ostecenje cilija u diSnim putevima 1 povecano stvaranje
sluzi, te negativno utjeCu na zdravlje, proizvodne rezultate i cjelokupnu dobrbit Zivotinja (LIU 1
sur., 2020.). SEPPERER 1 sur. (2020.) upucuju na to da tanini mogu u¢inkovito smanjiti emisiju
amonijaka iz stajskog gnoja djelovanjem na pH 1 kemijsko vezanje duSikovih spojeva. U ovom
istrazivanju koncentracija amonijaka bila je niza u pili¢a hranjenih HT-om 1 KT-om u odnosu na
kontrolnu skupinu, pri ¢emu je u skupini KT-a zabiljeZena znacajno niZa vrijednost u usporedbi sa
skupinom HT-a. Nadalje, kontaktni dermatitis, koji uzrokuje bol i ograni¢ava prirodno ponaSanje,
znacajan je problem u tovu pilica (FREEMAN 1 sur., 2020.), a njegova pojava povezana je s
okolisnim 1 hranidbenim ¢imbenicima. Tanini, zahvaljuju¢i antimikrobnim, antioksidativnim 1i
protuupalnim svojstvima, mogu poboljSati konzistenciju fecesa i1 kvalitetu stelje te time smanjiti
ucestalost i tezinu pododermatitisa (CHOI 1 sur., 2022.; MAYNE i sur., 2007.). U ovom istrazivanju
skupine koje su primale tanine imale su znaCajno nizu vlagu stelje 1 blaze lezije kontaktnih
dermatitisa u usporedbi s kontrolnom skupinom, pri ¢emu su KT-i pokazali izrazeniji u¢inak u
ranijoj fazi tova, dok su od 28. dana obje skupine imale 1 blaze lezije kontaktnog dermatitisa na
tarzalnim zglobovima. Ovi rezultati upucuju na to da dodatak tanina moZe smanjiti pojavnost
kontaktnih dermatitisa te tako pridonijeti boljem zdravlju, cjelokupnoj dobrobiti tovnih pili¢a, ali i
boljoj proizvodnosti.

Tanini se ubrajaju u snazne prirodne antioksidanse, ponajprije zbog visokog udjela fenolnih
skupina koje im omogucuju neutralizaciju slobodnih radikala, smanjenje oksidativnog stresa te
inhibiciju lipidne peroksidacije (RICE-EVANS 1 sur., 1997.; RUDRAPAL i sur., 2022.). Njihov
antioksidativni uc¢inak ne ocituje se isklju¢ivo izravnim hvatanjem ROS-a, ve¢ je povezan i s
interakcijama s bjelancevinama, ¢ime tanini mogu utjecati na probavljivost 1 biolosku dostupnost
hranjivih tvari (NUAMAH 1 sur., 2024.). Dodatno, tanini imaju sposobnost keliranja dvovalentnih

metalnih iona, poput Zeljeza 1 bakra, koji sudjeluju u katalizi oksidativnih reakcija putem
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Fentonovih i srodnih mehanizama (TRUONG i JEONG, 2021.). Smanjenjem bioraspoloZzivosti tih
prooksidativnih metala tanini mogu znaajno doprinijeti smanjenju oksidativnih oSte¢enja u
bioloskim sustavima (COSME i sur., 2025.). Medutim, antioksidacijski u¢inak tanina uvelike ovisi
o njihovoj kemijskoj strukturi, stupnju polimerizacije i vrsti fenolnih podjedinica, zbog ¢ega se HT-
i 1 KT-i mogu znacajno razlikovati u mehanizmima djelovanja i ucinkovitosti u pojedinim
antioksidacijskim testovima. Usporedba rezultata dobivenih DPPH i FRAP metodama omogucuje
dublji uvid u razlike izmedu HT-a i KT-a. U ovom je istrazivanju usporedba HT-a i KT-a pokazala
jasne razlike u njihovoj antioksidacijskoj aktivnosti ovisno o primijenjenoj metodi. Tako su KT-1
pokazali znacajno viSu DPPH aktivnost u odnosu na HT-e, §to se ocitovalo nizim ICso
vrijednostima. Ovakav rezultat moZe se pripisati njihovoj polimernoj strukturi bogatoj flavan-3-
olnim jedinicama 1 velikom broju fenolnih hidroksilnih skupina koje ucinkovito sudjeluju u
donaciji vodikovih atoma te stabilizaciji slobodnih radikala (HAGERMAN i sur., 1998.; PRIOR 1
sur., 2005.). Suprotno tome, HT-1 su pokazali slabiju neutralizaciju slobodnih DPPH radikala, $to
je u skladu s literaturom koja navodi da stericka ogranicenja 1 prisutnost esterificiranih struktura u
ellagitanninima 1 gallotanninima mogu smanjiti dostupnost reaktivnih fenolnih skupina za reakciju
s DPPH radikalom (FRAGA i sur., 2010.). U FRAP testu nisu uocene znacajne razlike izmedu HT-
a 1 KT-a, §to upucuje na to da oba tipa tanina posjeduju usporedivu sposobnost prijenosa elektrona
iredukcije Fe*" iona. Ovakav nalaz potvrduje da redukcijska sposobnost tanina ne ovisi iskljuc¢ivo
o stupnju polimerizacije, ve¢ 1 o ukupnom fenolnom sadrzaju i prisutnosti redoks-aktivnih
funkcionalnih skupina (BENZIE i STRAIN, 1996.; APAK i sur.,, 2016.). Dobiveni rezultati
naglaSavaju da razlike izmedu HT-a 1 KT-a postaju izraZenije u testovima temeljenim na
mehanizmu hvatanja slobodnih radikala, dok su u testovima redukcijske sposobnosti njihove
aktivnosti usporedive. Time se potvrduje vaznost primjene vise komplementarnih metoda pri
procjeni antioksidacijskog potencijala tanina razli¢ite strukturne prirode.

S obzirom na izrazen antioksidativni u¢inak, moZe se pretpostaviti da tanini doprinose
smanjenju oksidacije masnih kiselina u tkivima, ¢ime posredno utjecu i na njihov sastav. Masne
kiseline najpodloznije oksidaciji su dugolancane viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA) iz
n3 1 n6 linija (SANTOS-FILHO i sur., 2005.), pri ¢emu su dugolan¢ane n3 masne kiseline, poput
dokozaheksaenske (DHA) i eikozapentaenske (EPA), od posebnog nutricionisti¢kog znacaja. Stoga
je pronalaZenje dodataka hrani koji mogu sprije€iti oksidaciju ovih masnih kiselina od posebnog

interesa u hranidbi tovnih Zivotinja namijenjenih proizvodnji namirnica Zivotinjskog podrijetla.
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lako se relativno mali broj istrazivanja dosad bavio ovim podrucjem, rezultati ovog istrazivanja
ukazuju na to da tanini mogu utjecati na sastav masnih kiselina u tkivima, pri ¢emu je ucinak bio
izrazeno ovisan o vrsti tanina. Dodatak HT-a rezultirao je povecanjem koncentracije DHA te
znacajnim povecanjem omjera DHA/C22:5n3, §to upuduje na pojacanu biokonverziju DHA iz
njezinih prekursora. Nasuprot tome, dodatak KT-a doveo je do povecanja koncentracije n6 masnih
kiselina, bez utjecaja na n3 masne kiseline. Ovakvi suprotni ucinci razliitih vrsta tanina u skladu
su s nalazima drugih istrazivanja. Pozitivan utjecaj HT-a na sastav masnih kiselina iz n3 linije u
tkivima tovne peradi zabiljeZen je i pri primjeni tanina kestena (STARCEVIC i sur., 2025.) te
taninske kiseline (STARCEVIC i sur., 2015.). Suprotno tome, istraZivanja KT-a primijenjenih
putem pitke vode pokazuju povecanje koncentracije linolne kiseline i ukupnih n6 masnih kiselina
(BOURCKHARDT i sur., 2025.b). Potpuno razumijevanje i objasnjenje ovih suprotnih u¢inaka
zahtijeva daljnja istraZivanja molekularnih mehanizama kojima razli¢ite vrste tanina utjeCu na
metabolizam lipida te procese sinteze i biokonverzije masnih kiselina n3 1 n6 linije. Uz izravan
utjecaj tanina na metabolizam masnih kiselina, buduca istrazivanja trebala bi se usmjeriti 1 na
razlike u antioksidativnim svojstvima pojedinih vrsta tanina, kako bi se jasnije razluc¢ili mehanizmi
odgovorni za uocene ucinke.

Antioksidativni kapacitet fenolnih spojeva moze se procjenjivati in vivo smanjenjem
nastanka produkata lipidne peroksidacije, medu kojima se MDA naj¢esce koristi kao pokazatelj
oksidativnog ostec¢enja lipida. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su smanjenje koncentracije
MDA u serumu 1 u tkivima, pri ¢emu je u¢inak ovisio o vrsti primijenjenih tanina. Hidrolizirajuci
tanini smanjili su koncentraciju MDA u serumu u vecoj mjeri u odnosu na KT, dok su u tkivima
oba tipa tanina pokazala podjednako smanjenje koncentracije MDA. Ovakvo poboljSanje
antioksidativnog statusa jedan je od najkonzistentnijih nalaza zabiljeZenih pri primjeni tanina u
hranidbi Zivotinja. Slicni ucinci opisani su pri hranidbi peradi KT (BOURCKHARDT 1 sur.,
2025.b), HT (BUYSE i sur., 2021.; STARCEVIC i sur., 2025.) te taninskom kiselinom (MASEK i
sur., 2014.; STARCEVIC i sur., 2015.). Pozitivan utjecaj tanina na antioksidativni status, neovisno
o njihovoj vrsti i izvoru, moze se smatrati jednim od najstabilnijih uc¢inaka njihove primjene u hrani
ili vodi. Ipak, jacina tog u€inka znacajno varira ovisno o ¢itavom nizu ¢imbenika. Uz dozu tanina,
kao klju¢ni ¢imbenici isticu se 1 njihov kemijski sastav te izvor. IstraZivanja u kojima su istodobno
ispitivani vrsta i izvor tanina upucuju na to da sam izvor tanina, odnosno biljna vrsta iz koje su

izolirani, ima ve¢i utjecaj na antioksidativna svojstva nego podjela na HT i1 KT (LIU i sur., 2023.).
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Ovakvi nalazi sugeriraju da je kemijska struktura tanina u biljci, kao i struktura spojeva nastalih
tijekom izolacije te njihovi razgradni produkti unutar organizma, od presudne vaznosti za
odredivanje njihove bioloske ucinkovitosti. Osim navedenih ¢imbenika, uocena je i povezanost
izmedu dobi Zivotinja, odnosno razdoblja tova, i promjena koncentracije MDA. U istrazivanju
BOURCKHARDT i sur. (2025.a) primjena KT-a putem pitke vode rezultirala je snizenom
koncentracijom MDA u tkivima mesa i crijeva tijekom drugog dijela tova (21. — 42. dan), dok u
ranijem razdoblju tova (1. — 21. dan) razlike nisu bile statisticki znacajne. Ovi rezultati dodatno
naglaSavaju slozenost djelovanja tanina te potrebu za razmatranjem njihove primjene u odnosu na
fizioloski status zivotinje.

Prirazmatranju funkcionalnih svojstava tanina kao dodataka hrani posebno se isticu njihova
protuupalna 1 imunomodulatorna djelovanja, koja imaju klju¢nu ulogu u ocuvanju crijevne
homeostaze. U ovom su istraZivanju, stoga, analizirani proupalni citokini, ekspresija receptora
nalik Tollu 4 (TLR4) kao jednog od sredi$njih regulatora urodenog imunosnog odgovora, kao 1i
koncentracija sIgA u crijevima. Brojni literaturni navodi upucuju na to da tanini i njthovi razgradni
produkti mogu zna¢ajno modulirati upalne procese 1 imunosni odgovor (ROMIER 1 sur., 2009.;
SHAKOOR 1 sur., 2021.). Rezultati ovog istrazivanja jasno ukazuju na izraZzen protuupalni 1
imunomodulatorni potencijal tanina, §to se ocitovalo smanjenjem ekspresije kljucnih proupalnih
citokina IL-6 1 TNF-a, kao i smanjenjem ekspresije TLR4. Smanjena aktivacija TLR4 upucuje na
oslabljenu stimulaciju signalnih putova povezanih s urodenim imunosnim odgovorom, ¢ime se
vjerojatno smanjuje intenzitet upalne reakcije u crijevima. Takva modulacija upalnog i imunosnog
odgovora ima vaznu fiziolosku implikaciju budu¢i da pridonosi odrzavanju ravnoteze izmedu
nuzne imunosne aktivacije i njezine regulacije, ¢ime se sprjecava razvoj pretjerane ili kroni¢ne
upale crijevne sluznice. U tom kontekstu, dobiveni rezultati podupiru hipotezu da tanini mogu
djelovati kao regulatorni ¢imbenici crijevne homeostaze, osobito u uvjetima intenzivnog tova.
Navedeni nalazi u skladu su s prethodnim istraZivanjima primjene tanina u hranidbi peradi, u
kojima je takoder zabiljezen povoljan ucinak na upalne i imunosne parametre, ukljucujuci
smanjenje ekspresije proupalnih citokina i modulaciju imunosnog odgovora (NIU isur., 2020.; LIU
i sur., 2023.). Utjecaj tanina na imunosni sustav uvelike ovisi o primijenjenoj dozi. Dok su niske
koncentracije tanina u obroku, oko 0,5 g/kg hrane, povezane s povoljnim imunomodulatornim
uc¢inkom, primjena visokih doza, primjerice 30 g/kg, ne pokazuje takav ucinak ili moZe Cak

rezultirati negativnim posljedicama za imunosni odgovor (RAMAH i sur., 2020.). U tom kontekstu,
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doza tanina primijenjena u ovom istrazivanju (0,75 g/kg hrane) nalazila se u rasponu niskih,
bioloski uc¢inkovitih koncentracija opisanih u literaturi, zbog cega je bilo opravdano ocekivati
povoljan u¢inak na upalne i imunosne parametre. Dobiveni rezultati potvrdili su takvo o¢ekivanje,
ukazujuéi na izrazen protuupalni i imunomodulatorni uc¢inak tanina, bez negativnih posljedica na
imunosni odgovor. Zanimljivo je da, osim doze, na u¢inak tanina na upalne i imunoloske parametre
znacajan utjecaj ima i njihov izvor. Tako je izrazeniji imunoloski odgovor zabiljezen kada se tanini
primjenjuju u kompleksu s proteinskim izolatom soje (STARCEVIC i sur., 2025.), kao i ovisno o
biljnoj vrsti iz koje su tanini izolirani, neovisno o tome radi li se o HT-u ili KT-u (LIU 1 sur., 2023.).
Ovi nalazi upucuju na to da kemijska struktura tanina, kao 1 struktura njihovih vezanih ili
razgradnih produkata, ima vaznu ulogu u modulaciji imunosnog odgovora. Tanini mogu utjecati i
na koncentraciju IgA u serumu pili¢a te na razinu sIgA u crijevima (LIU 1 sur., 2023.). U ovom
istrazivanju koncentracija sIgA bila je znaCajno viSa u obje pokusne skupine u usporedbi s
kontrolnom skupinom, a dodatno je utvrdena i1 znacajno visa koncentracija sIgA kod primjene KT-
a u odnosu na HT. Ovaj nalaz od velike je vaznosti jer sIgA predstavlja prvu liniju obrane sluznice
crijeva te ima klju¢nu ulogu u ocuvanju integriteta crijevne barijere (CORNICK 1 sur., 2015.).
Utjecaj tanina na mukoznu imunost vjerojatno je barem djelomi¢no povezan s njihovim
antioksidativnim svojstvima, §to je u skladu s nalazima ranijih istrazivanja (SUN i sur., 2015.).
Medutim, mehanizmi kojima razli¢ite vrste tanina moduliraju razinu sekretornog IgA jos$ uvijek
nisu u potpunosti razjasnjeni. lako su u ovom istrazivanju KT rezultirali izrazenijim povecanjem
koncentracije sIgA u odnosu na HT, takav se uc¢inak ne moze jednozna¢no pripisati samoj podjeli
tanina na HT 1 KT. Naime, istrazivanja u kojima je usporedivan ve¢i broj pripravaka razli¢itog
biljnog podrijetla upucuju na to da je ucinak tanina na razinu sIgA u ve¢oj mjeri odreden njihovim
izvorom, odnosno biljnom vrstom, nego njihovom kemijskom klasifikacijom (LIU 1 sur., 2023.).
Autori takve razlike objaSnjavaju varijabilnim i Cesto izrazenijim antioksidativnim svojstvima
tanina iz pojedinih biljnih izvora, §to moZe rezultirati razli¢itim stupnjem stimulacije mukozne
imunosti. Stoga dobivene razlike izmedu KT-a 1 HT-a u ovom istraZivanju treba tumaciti s oprezom,
uzimajuc¢iu obzir da one mogu odraZavati specificna svojstva koristenih pripravaka, a ne isklju¢ivo
razlike izmedu dviju skupina tanina.

Nadalje, tanini se isti€u izraZzenim antimikrobnim potencijalom, pri ¢emu intenzitet i
spektar njihova djelovanja uvelike ovise o podrijetlu i kemijskoj strukturi pojedinih spojeva

(DONG i sur., 2018.). Unato¢ velikom broju istrazivanja, mehanizam antimikrobnog djelovanja
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tanina jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen, ve¢ se opisuje kao viseslojan proces koji ukljucuje
istodobno djelovanje na vise stani¢nih ciljeva (SIKKEMA 1 sur., 1995.). Dosadasnje spoznaje
upucuju na to da je temelj tog ucinka njihova interakcija s povr§inom bakterijske stanice, pri ¢emu
dolazi do destabilizacije stanicne membrane, promjena u njezinoj propusnosti te inhibicije klju¢nih
metabolickih procesa, $to u konacnici rezultira smanjenjem rasta ili eliminacijom bakterija
(BOUARAB-CHIBANE isur., 2019.). U tom kontekstu, rezultati ovog istrazivanja jasno potvrduju
antimikrobni potencijal tanina buduéi da je pri primjeni obje vrste tanina zabiljezeno znacajno
smanjenje broja E. coli u fecesu. Takav nalaz u skladu je s ve¢inom dosad objavljenih istrazivanja
(DANESHMAND KHORASGANI 1 sur., 2025.; STARCEVIC i sur., 2025.) te upucuje na to da,
unato¢ razlikama u kemijskoj strukturi 1 mehanizmima djelovanja, i HT 1 KT mogu ucinkovito
djelovati protiv E. coli u uvjetima intenzivnog tova pilica. Dodatnu potvrdu ovih rezultata pruzaju
istrazivanja koja su ispitivala antimikrobnu aktivnost tanina prema sojevima E. coli izoliranim iz
peradi, ukljucujuéi avijarni patogeni soj (APEC), pri cemu je dokazana izraZzena aktivnost 1 HT-a
podrijetlom iz kestena te KT-a iz quebracha (CILERDZIC i sur., 2024.). Ovakvi nalazi upuéuju na
to da se antimikrobni u¢inak tanina ne moZze pripisati isklju¢ivo jednoj skupini, ve¢ da obje vrste,
unato¢ strukturnim razlikama, mogu znacajno doprinijeti smanjenju patogenog opterecenja u
crijevima peradi. Slijedom navedenog, tanini se namecu kao funkcionalni dodatak hrani s
potencijalno vaznom ulogom u strategijama kontrole crijevne mikrobiote, smanjenja prisutnosti
patogenih bakterija te posljedicno ocuvanja zdravlja i proizvodne u¢inkovitosti peradi.

Osim izravnog antimikrobnog djelovanja, tanini mogu ostvariti antimikrobni ucinak 1
neizravno, putem povecanja koncentracije nizih masnih kiselina (NMK) u probavnom sustavu.
Koncentracija NMK-a kod pili¢a mijenja se tijekom rasta i razvoja, pri ¢emu se octena kiselina
pojavljuje ve¢ tre¢eg dana Zivota, dok se propionska i maslacna kiselina javljaju izmedu 12. 1 15.
dana, nakon cega se koncentracije svih triju NMK-a stabiliziraju (VAN DER WIELEN 1 sur.,
2000.). Tijekom tog razdoblja pili¢i postupno razvijaju prirodnu otpornost prema odredenim
patogenim bakterijama, §to se dovodi u vezu s postizanjem dovoljne koncentracije NMK-a 1
posljedi¢nim snizenjem pH vrijednosti u crijevima, ¢ime se ogranicava rast nepozeljnih bakterija,
osobito iz porodice Enterobacteriaceae, nakon drugog tjedna zivota (BARNES i sur., 1979.).
Prethodna istraZivanja pokazala su da taninska kiselina moZe utjecati na fermentacijske procese u
probavnom sustavu peradi i povisiti koncentraciju NMK-a (MASEK i sur., 2014.; STARCEVIC i

sur., 2025.), a slican je uc¢inak zabiljeZen i kod drugih monogastri¢nih Zivotinja (BARSZCZ i sur.,
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2011.). U tom kontekstu, smanjenje broja E. coli u fecesu pili¢a zabiljeZeno u ovom istrazivanju
moze se tumaciti kao rezultat kombiniranog djelovanja tanina, koje ukljucuje izravan antimikrobni
ucinak te neizravan ucinak posredovan promjenama u crijevnoj fermentaciji i povecanjem
koncentracije NMK-a u probavnom sustavu tovnih pili¢a. U ovom istrazivanju nije utvrdena
znacajna razlika u uéinku HT-a i KT-a na broj fekalne E. coli. Ipak, valja istaknuti da literatura
upucuje na postojanje razlika u antimikrobnom djelovanju tanina ovisno o njihovoj kemijskoj
strukturi. Tako je zabiljezeno da je antimikrobni ucinak tanina kestena izrazeniji kada se
primjenjuju u kompleksu s proteinima soje u usporedbi s primjenom samog tanina kestena
(STARCEVIC i sur., 2025.), §to dodatno naglasava slozenost i visedimenzionalnost mehanizama
djelovanja tanina.

Rezultati ovog istraZzivanja ukazali su na pozitivan u¢inak oba tipa tanina 1 na crijevnu
morfometriju. U jejunumu je zabiljeZeno povecanje duljine i povrSine crijevnih resica, Sto upucuje
na povecan kapacitet resorpcije hranjivih tvari, u skladu s prethodnim istrazivanjima (BUYSE 1
sur., 2021.). Takve promjene u crijevnoj morfologiji sugeriraju da tanini mogu imati vaznu ulogu
u ocuvanju integriteta crijevne sluznice te posljedicno u poboljSanju probavljivosti i u¢inkovitosti
resorpcije hranjivih tvari (LIU 1 sur.,, 2023.). Takoder, poticajni ucinci tanina na crijevnu
morfometriju ¢esto se dovode u vezu s njihovim antioksidativnim svojstvima, koja doprinose zastiti
epitelne membrane od oksidativnog stresa izazvanog intenzivnim metabolizmom karakteristicnim
za tovne pilice (LIU 1 sur.,, 2021.). Osim toga, tanini mogu inhibirati djelovanje odredenih
bakterijskih enzima koji narusavaju integritet intestinalne barijere, ¢ime dodatno pridonose
ocuvanju funkcionalnosti crijevne sluznice (LIU i sur., 2023.). Ocuvanje crijevne barijere klju¢no
je za prevenciju upalnih procesa i optimizaciju resorpcije hranjivih tvari, $to se u ovom istrazivanju
ocCitovalo pove¢anom duljinom crijevnih resica i ve¢im brojem enterocita u skupinama peradi
hranjene taninima. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su 1 u istraZzivanjima provedenima na drugim
zivotinjskim vrstama, u kojima je dodatak tanina doveo do poboljSanja crijevne morfometrije,
ukljucujuéi povecanje visine i povrsSine resica te broja enterocita, Sto dodatno potvrduje njihov
povoljan u¢inak na zdravlje crijeva i u¢inkovitost resorpcije hranjivih tvari (BILIC-SOBOT i sur.,
2016.; WANG 1 sur., 2020.; YIN 1 sur., 2020.). Unato¢ pozitivnim promjenama u crijevnoj
morfometriji, potrebno je naglasiti da se dobiveni ucinci ne mogu jednoznacno pripisati jednom
mehanizmu djelovanja tanina, ve¢ su vjerojatno rezultat njihove visestruke aktivnosti, ukljuc¢ujuci

antioksidativno, antimikrobno i imunomodulatorno djelovanje. Takoder, s obzirom na varijabilnost
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rezultata medu razli¢itim vrstama tanina i njihovim biljnim izvorima, opravdano je zakljuciti da
povoljni ucinci na crijevnu strukturu ovise o specificnim svojstvima primijenjenih pripravaka.
Stoga su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se razjasnila relativna vaznost pojedinih
mehanizama te utvrdili uvjeti pod kojima tanini ostvaruju maksimalan ucinak na zdravlje 1
funkcionalnost crijeva.

Pri tumacenju dobivenih rezultata potrebno je uzeti u obzir odredena ogranicenja ovog
istrazivanja. Prije svega, ispitivanje je provedeno primjenom samo jedne razine dodatka tanina
(0,75 g/kg hrane), Sto ne omogucuje procjenu doznog odgovora. Nadalje, koriStena su dva izvora
tanina, koji predstavljaju HT 1 KT, §to ograni¢ava moguénost generalizacije dobivenih u¢inaka na
sve izvore HT-a 1 KT-a, osobito imajuc¢i u vidu znacajnu varijabilnost u njihovu kemijskom sastavu
1 bioloskoj aktivnosti ovisno o biljnom podrijetlu. Takoder, iako su u istrazivanju obuhvaceni brojni
funkcionalni pokazatelji, ukljucuju¢i oksidativni status, sastav masnih kiselina, crijevnu
mikrobiotu, imunosni odgovor i morfometriju crijeva, molekularni mehanizmi koji leze u osnovi
uocenith promjena nisu izravno ispitivani. Izostanak analize signalnih putova povezanih s
regulacijom upale, oksidativnog stresa i metabolizma lipida ograni¢ava mogucnost potpunog
mehanistickog objasnjenja dobivenih rezultata. Dodatno, istrazivanje je provedeno u uvjetima
standardnog intenzivnog tova tijekom jednog proizvodnog ciklusa, pa se rezultati odnose na
specifican fizioloski i proizvodni kontekst, sto zahtijeva oprez pri njihovoj primjeni u drugacijim
hranidbenim, okoli$nim ili proizvodnim uvjetima.

Unato¢ navedenim ograni¢enjima, rezultati ovog istrazivanja pruzaju ¢vrstu znanstvenu
osnovu za diferenciranu primjenu tanina u hranidbi tovne peradi te jasno potvrduju da se tanini ne
mogu promatrati kao homogena skupina dodataka s jedinstvenim ucinkom. Njihovo djelovanje
proizlazi iz sloZene interakcije doze, kemijske strukture, izvora tanina i bioloskog konteksta
primjene, ukljucujuéi fizioloski status Zivotinja. Uoceni ucinci na oksidativni status, crijevnu
mikrobiotu, imunosni odgovor i morfologiju crijeva upucuju na to da pravilno odabrani i1
primijenjeni tanini mogu pridonijeti oCuvanju funkcionalne stabilnosti probavnog sustava,
metabolicke ravnoteze organizma i integriteta crijevne sluznice, ¢ime se stvaraju preduvjeti ne
samo za optimalnu proizvodnost, ve¢ 1 za bolje zdravlje i cjelokupnu dobrobit tovnih pilica.
Istodobno, jasno izraZene razlike izmedu HT-a i KT-a dodatno naglaSavaju sloZenost njihovih
mehanizama djelovanja te potrebu za daljnjim istraZivanjima usmjerenim na razjaSnjavanje

molekularnih i fizioloSkih osnova njihova djelovanja te preciznije definiranje optimalnih uvjeta
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njihove primjene u suvremenim strategijama hranidbe peradi. U tom smislu, tanini se namecu kao
obecavajuci, ali zahtjevni funkcionalni dodaci hrani, ¢ija se ucinkovitost temelji na pazljivom

odabiru vrste i doze, uz nuzno uvazavanje specifi¢nih proizvodnih i bioloskih okolnosti.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja, koje je obuhvatilo usporedbu uc¢inaka kondenziranih

(quebracho) i hidrolizirajué¢ih (kesten) tanina u dozi od 0,75 g/kg u hranidbi pili¢a u tovu, mogu se

izvesti sljede¢i zakljucci:

1.

Hidrolizirajuéi tanini poboljSavaju proizvodne rezultate pilica u tovu (zavrSnu masu i
prirast), dok ovaj u¢inak izostaje kod kondenziranih tanina.

Dodavanje hidroliziraju¢ih i kondenziranih tanina povezano je sa smanjenjem pojavnosti
kontaktnih dermatitisa, ¢ime zna¢ajno poboljSavaju opCe zdravstveno stanje zZivotinja, kao
1 trziSnu prihvatljivost.

Primjena obje vrste tanina dovodi do smanjenja koncentracije amonijaka u biozoni
Zivotinja, ¢ime je potvrden pozitivan u¢inak ovih pripravaka na dobrobit Zivotinja 1 zdravlje
diSnog sustava.

Primjena hidroliziraju¢ih 1 kondenziranih tanina znacajno poboljSava antioksidativnu
obranu kod tovnih pili¢a.

Obje vrste tanina pokazale su protuupalni i imunomodulatorni potencijal te smanjile broj
E. coli u fecesu, $to upucuje na njihovu mogucu ulogu u ocuvanju zdravlja probavnog
sustava kod pili¢a u tovu.

Obje vrste tanina povoljno su utjecale na crijevnu morfometriju, Sto upucuje na mogucénost
povecanja resorpcijske povrsine i ocuvanja funkcionalnog integriteta crijevne sluznice te
se time moze objasniti pozitivan u¢inak na proizvodne rezultate.

Uoceni pozitivni u¢inci obje vrste tanina samo se djelomicno preklapaju, Sto potvrduje nasu
hipotezu o razli¢itim mehanizmima djelovanja ovisno o vrsti. Stoga dobiveni rezultati
otvaraju prostor za daljnja istrazivanja optimizacije primjene tanina u hranidbi pili¢a u tovu,

osobito u kontekstu moguceg sinergistiCkog djelovanja razli¢itih vrsta tanina.
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9. ZIVOTOPIS S POPISOM OBJAVLJENIH DJELA

Slavko Zuzul roden je 16. prosinca 1991. godine u Imotskom. Osnovnogkolsko obrazovanje
zapoceo je 1998. godine u Osnovnoj skoli Stjepana Radi¢a u Imotskom, nakon ¢ega 2006. godine
upisuje opéu gimnaziju u Gimnaziji dr. Mate Ujevica, u Imotskom. Po zavrsetku srednjoskolskog
obrazovanja, 2010. godine upisuje integrirani preddiplomski i diplomski studij na Veterinarskom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Tijekom studija iskazao je akademski uspjeh te se kontinuirano
nalazio medu 10 % najboljih studenata u generaciji. Diplomirao je 25. travnja 2016. godine s
prosjekom ocjena 4,579, stekavsi ukupno 371 ECTS bod. Za postignute rezultate nagraden je
Dekanovom nagradom te “GodiSnjom nagradom Genere d.d.“. Ve¢ tijekom studija aktivno se
uklju¢io u nastavni 1 stru¢ni rad Fakulteta; akademskih godina 2013./2014., 2014./2015. 1
2015./2016. bio je demonstrator u Zavodu za higijenu, ponasanje 1 dobrobit zivotinja u okviru
kolegija ,,Okolis, ponaSanje 1 dobrobit Zivotinja“ te ,,Higijena i1 drzanje zivotinja*. Uz nastavne
obveze, bio je aktivan u radu neprofitnih studentskih udruga IVSA (International Veterinary
Students’ Association) 1 USIK (Udruga studenata Imotske krajine). Nakon diplomiranja, od 20.
lipnja 2016. do 31. sije¢nja 2018. godine, radio je kao asistent u Zavodu za higijenu, ponaSanje i
dobrobit zivotinja Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. U tom je razdoblju sudjelovao u
izvodenju nastave te stekao iskustvo u laboratorijskom radu pri analizama tla 1 vode. Tijekom rada
na Veterinarskom fakultetu bio je ¢lan Fakultetskog vijeca, a akademske godine 2017./2018. bio je
¢lan vije¢a Biomedicinskog podrucja te Senata SveuciliSta u Zagrebu.

Znanstveno se usavrsavao sudjeluju¢i na medunarodnim kongresima i simpozijima kao prvi
autor ili koautor, a 2017. godine bio je Clan organizacijskog odbora medunarodnog kongresa
,Veterinarska znanost 1 struka®. Iste godine upisao je poslijediplomski doktorski studij na
Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, koji trenutno pohada. Svoju profesionalnu karijeru
nastavlja u farmaceutskoj industriji zaposlivsi se u tvrtki Sandoz d.o.o. u velja¢i 2018. godine.
Nakon pocetnog rada na poziciji prodajnog predstavnika, 2019. godine napreduje u ulogu mentora,
a 2021. godine preuzima funkciju Senior medical representative. U toj ulozi zaduZen je za
organizaciju rada na terenu, budZetiranje i planiranje poslovnih aktivnosti. Clan je Hrvatske
veterinarske komore (HVK), Hrvatskog lovackog saveza (HLS) i Matice hrvatske. Aktivno se sluzi

engleskim jezikom, a pasivno talijanskim. Posjeduje vozacku dozvolu B kategorije.
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