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MmS - 222
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U istraZivanjima koja su bila provedena u toku
1972. godine pokazalo se da bi MS — 222 mogao ko-
risno posluZiti kao trankilajzer u transportu $arana. U
tim tada provedenim pokusima upotrebljena koncen-
tracija MS 222 u vodi iznosila je 25, odnosno 40 ppm.
Pokus je pokazao da je metabolizam riba bio uz te
koncentracije MS — 222 znatno umanjen. Temperatu-
ra vode u toku pokusa bila je relativno niska, iznosila
je 11,5° C, pa se moglo, sa mnogo opravdanja, pred-
postaviti, da je, osim MS — 222, i to bio jedan od ra-
zloga za vrlo smanjen metabolizam riba u provede-
nim pokusima.

Osnovni zadatak rada, koji je trebao biti proveden u
1973. godini, bio je: 1. da se odredi koncentracija re-
zidua MS.— 222 u mesu Sarana nakon provedenog
pokusa, i 2. da se istraZi utjecaj povisenih temperatu-
ra na djelovanje MS — 222.

METODIKA I MATERNAL

Provedena istraZivanja izvr§ena su na ribogojilistu
Lipovljani, te u laboratorijima Zavoda za zoologiju Po-
ljoprivrednog fakulteta u Zagrebu.

U staklene bazene, volumena cca 60 litara sl. 1,
stavljeno je po 20 kg $arana iste tezine (25 komada)
i ista koli¢ina vode, tako da je odnos teZina ribe : te-
Zina vode iznosio 1:1.

Specificna koncentracija MS - 222 prema vodi, a i
prema ribi, bila je 50 ppm, no obzirom na sveukupnu
masu (voda + riba) 25 ppm. Aeracija vode provedena
je elektricnim dozatorom. Temperatura vode iznosila
je 12,5°C. Sarani su drzani u otopini MS — 222 (50

Sl. 1. Sarani u pokusu. Odnos voda : riba = 1:1

ppm) kroz 6 sati, a zatim su prebageni u bazen.od éca
250 litara sa protoénom dobro aeriranom vodgm.

Odmah po zavrSetku tretiranja sa MS — 222, te u
odredenim vremenskim intervalima sakrificirano je po
nekoliko Sarana da bi se mogla odrediti desorpcija,
procidcavanje, Sarana od akumuliranog MS — 222.

MS — 222 odredivan je u lednoj muskulaturi, koja
je izvadena iz srednjeg presjeka (slika 2), te u jetni-
ma.

Odredivanje MS — 222 provedeno je modificiranom
metodom Brattona — Marshalla (1939.) po C. Walke-
ru i R. Schoettgeru (1966.).

Plinsko — kromatografske metode (GLC metode)
nisu dale adekvatne rezultate. Pokusano je sa sililira-
njem, acetiliranjem, ftrifluoracetiliranjem ekstrahira-
nog MS — 222 iz alkalne otopine.

Istrazivanja djelovanja MS — 222 kao trankilajzera
kod relativno visokih temperatura (24°C), kakve bi se
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eventualno mogle pojaviti u transportu Sarana u to-
plim ljetnim mjesecima, vrSena su kod koncentracija
od 20 i 50 ppm. U pokusu sa 20 i 50 ppm MS — 222
uzeta su po 24 komada 3arana, a u kontrolnom, netre-
tiranom pokusu, bez dodatka MS — 222, 26 komada
garana. To su bili dvogodidnji 3arani, prosje€ne tezine
u prvom i drugom pokusu od 833 g., a u kontrolnom
769 g, sveukupnih teZina 20 kg.

Sl. 2. Presjek Sarana iz kojeg je uzet uzorak za analizu

Promjena kvalitete vode u toku pokusa pracena je
odredivanjem: 1. slobodnog kisika, 2. uglji¢éne kiseli-
ne, 3. alkaliteta, i 4. utrodka kalijevog permanganata.
Na osnovu tih pokazatelja odreduje se stepen zagade-
nosti vode. U ovom sluéaju, oni su trebali pokazati
metaboliti¢ku aktivnost riba.

SLIKA 3.
ABSORBANCA /[ |
MS -222 ‘U MESU SARANA
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Od interesa je bilo, nadalje, odrediti djelovanje MS
— 222 na elektroencefalogram Sarana. Za ta su istra-
Yivanja uzeta 2 Sarana, tezine po 1,9 kg. Prvi je bio
drzan u koncentraciji od 50 ppm — 222 kroz 6 sati i
neposredno nakon toga uzet mu je elektroencefalo-
gram. Drugi je Saran bio netretiran, kontrolni. Elektro-
encefalogrami provedeni su na elektroencefalografu
»Elektroprivreda — Zagreb«, koji se koristi u bolnici
»Dr Mladen Stojanovié«, u odjelu za neuropsihijatriju.

Riba, koja je bila kori§tena u pokusu, Cyprinus car-
pio, dobivena je iz dvogodidnjeg uzgoja ribnjaarstva
Lipovljani. Riba je bila vrlo dobrog zdravstvenog sta-
nja i kondicije, a izlovljena je neposredno prije njiho-
vog stavljanja u pokus. Riba je bila prehranjivana u
ribnjaku smjesom p3enice, kukuruza i jeéma (15g/
dan). U sakrificiranim Zivotinjama nadena je u pro-
bavnom traktu manja koli¢ina dodatne i prirodne hra-
ne.

REZULTATI | DISKUSIA

Bazdarna, kolorimetrijska, krivulja za MS — 222,
dobivena metodom Walkera i Schoetgera (1. ¢.), pri-
kazana je na sl. 3. Dobivena bazdarna krivulja odgova-
ra Beerovom zakonu. Buduéi da je ta koloristicka re-
akcija specificna za sve aromatske amine, kao na pr.
za p-aminobenzojevu kiselinu, koja se nalazi u zivo-
tinjskom organizmu (Hawk i dr. 1954.), to e i netre-
tirano Saransko meso davati odgovarajuéu osnovnu
boju, »backgrounde.

545 nm| KAO REGRESIJA KONCENTRACIJE
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Vrlo nepouzdane vrijednosti dobivene su kod odre-
divanja rezidua MS — 222 u jetri Sarana. U najveéem
broju sluéajeva, iako ne kod svih uzoraka, centrifugi-
rani homogemizat pokazivao je slabu, ¢esto jaku opa-
lescenciju, tako da su fotometricke vrijednosti »ab-
sorbanca« jako varirale, pa je pouzdanost dobivenih
vrijednosti bila malena. Analiti¢ka metoda, koja je bi-
la upotrebljena za odredivanje rezidua MS — 222 u
muskulaturi S8arana, ne moZe se koristiti za odrediva-
nje rezidua MS — 222 u jetri S8arana. S obzirom na
okolnost da se jetra Sarana, koja su isprepletena sa
probavnim traktom, bacaju, to ovo odredivanje nema
neke veée prakti¢ne vrijednosti.

Od najveéeg praktiGnog znacenja za primjenu MS
— 222 u transportu riba bilo je odrediti potrebno vri-
jeme da se procisti, desorbira, tkivo 3arana od rezi-
dua MS — 222 nakon njegovog tretiranja. Tretiranje
Sarana sa MS — 222, drzanje u toj otopini, trajat ée
prakticki isto toliko vremena koliko i transport $ara-
na. Nakon zavrSenog transporta riba se prebacuje u
bazene sa protoénom vodom radi proci§éavanja, de-
sorpcije, i morati ée biti drZzana tamo tako dugo, dok
reakcija na MS — 222 ne bude viSe negativna. Da bi
se to istrazilo Sarani su drZani kroz 6 sati u vodenoj
otopini MS — 222 koncentracije 50 ppm kroz 6 sati,
a zatim prebageni u bazen sa dobro aeriranom pro-
tocnom vodom. Odredivanje rezidua MS — 222 vrse-
no je neposredno nakon prebacivanja Sarana u bazen,
a zatim nakon 6, 15, 39 i 63 sata. Zadatak toga istra-
Zivanja blo je, da se odredi minimalno potrebno vrije-
me drZanja Sarana u protoc¢noj vodi nakon njegovog
tretiranja (transporta), a to ée biti ono vrijeme, nakon
kojega se MS — 222 neée moéi vise detektirati u me-
su Sarana.

Rezultati tih istraZivanja prikazani su u tabeli 1.

Vrijeme MS — 222 u ppm

»desorpcije« Broj ribagrednja Granitne

u satima vrijednost vrijednosti
0 4 27,5 22—34
6 5 5 3,07—6,53
15 5 2 1,24—3,03
39 4 0 0

63 4 0 0

Tabela 1. MS — 222 u ppm u muskulaturi Sarana u
toku desorpcije u protoénoj vodi,

Regresiona krivulja desorpcije MS — 222 iz mu-
skulature Sarana prikazana je na sl. 4.

Kako se iz dobivenih rezultata vidi, koncentracija
MS — 222 odredena u mesu Sarana odmah nakon
prestanka njegovog djelovanja iznosila je 23 ppm, na-
kon 15 sati 2 ppm, a nakon 39 sati MS — 222 nije
mogao viSe biti odreden. To su neobi¢no vazni poda-
ci za praksu, koji ukazuju na relativno brzu desorpci-
ju, pro¢iséavanje, muskulature Sarana od dodatnog
trankilajzera.

w, SLIKA 4,
TOK DESORPCIE MS-222 U MUSKULATURI
SARANA
MS
222
N

\_.

10 [1] li T
satl »—
Brzina desorpcije mogla bi se prikazati matematic-
kom relacijom, diferencijalnom jednadZzbom prvog
stepena

dec

dt

¢ = koncentracija u ppm
t = vrijeme u satima
k = konstanta proporcionaliteta

Dok se je riba nalazila u bazenu, odredivana je i
koncentracija MS — 222 u vodi. Dobiveni rezultati
prikazani su na slici 5, a prikazuju brzinu resorpcije
MS — 222 iz vode. Koncentracija MS — 222, koja u
0-tom satu iznosi 49 ppm, nakon 6 sati, po zavrSetku
pokusa, iznosi samo 8,5 ppm. Prema toku krivulje
mogli bi zaklju¢iti, da je iza 6 sati doslo do ravno-
tezne koncentracije MS — 222 u tijelu Sarana i vodi.
Sveukupno odredena koncentracija MS — 222 iznosi
31,5 ppm. Razliku do 50 ppm, koliko je bilo dodano
na pocéetku pokusa, tj. 18,5 ppm, nismo mogli odre-
diti, pa zaklju€ujemo da je do8lo do njegove razgrad-
nje ili takove deaktivacije, koja se nije mogla detek-
tirati kolorimetrijskom reakcijom.

SLIKA 5. _
s TOK PROMJENE KONCENTRACIWE MS-222 U TOKU
-RESORPCIJE IZ VODE
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Ribe, sakrificirane nakon 15,39 i 63 sata drzanja u
proto¢noj vodi, bile su konzumirane od suradnika,
koji su radili na tom pokusu. Kvalitet njihovog mesa
bio je potpuno nepromijenjen, bez ikakvog okusa, mi-
risa ili bilo ¢ega, §to bi mogli ukazati na prisustvo
MS — 222, To je i jedan od dokaza za moguéu i
neskodljivu primjenu MS — 222 kod riba.

IstraZivanje djelovanja MS — 222 provedeno je i
kod relativno vrlo visokih temperatura (24°C), koje
nisu iskljuéene, ali ne tako ceste, kod transporta
Sarana u Jugoslaviji. Za taj su pokus uzeta po 24
(26) komada Sarana, sveukupne tezine 20 kg. Kon-
centracija MS — 222 u vodi iznosila je 20 i 50 ppm.
U kontrolnu grupu nije dodan MS — 222.

Akvariji su bili napunjeni vodom iz dovodnog kanala
ribnjaka Lipovljani, koja se inade koristi za punjenje
bazena u transportu Sarana. Ispitivanje kvaliteta vode
na pocetku pokusa dalo je slijedeée rezultate: .

Slobodni kisik 7,68 mg/1

Alkalitet 4,70 ml 0,1 n HCL/1
Uglji¢na kiselina 8,58 mg/1

UtroSak permanganata 32,84 mg/1
Temperatura vode . 24°C

Aeracija vode vr8ena je zrakom. |z svakog od triju
bazena povremeno je uzimana voda na analizu, radi
odredivanja stepena zagadenosti. Rezultati tih analiza
dani su na tabeli 2.

-QN- -~ :q:-'; :U) = (4] Q’O\o
cw ~ = (@) = =
§5_ % § E 8 .3, -2
oe® & = o) S5 &3 98
—2an O <t (5] XE mST 3T
Grupa |
kontrolna
7,68 4,70 8,58 32,84
0,50 2,08 4,70
6 2,08 5,21
12 1,92 4,70 12,31 416,0 11 423
18 1,60 4,46 58 480,0 13 50
Grupa [l
MS — 222 — 20 ppm
0 7,68 4,70 8,58 32,84
0,50 2,24 4,70
6 1,60 5,21
12 2,08 4,56 12,66 410,0 5 20,8
18 1,60 4,46 4,17 452,0 9 37,5
Grupa I
MS — 222 — 50 ppm
0 7,68 4,70 8,58 32,84
0,50 2,40 4,70
6 2,22 4,95
12 2,40 3,91 13,52 404,0 1 4,2
18 1,92 4,83 5,08 408,0 & 12,5
24 1,44 7,04 8,03 780,0
26 0,40 6,19 7,80 803,0 5

Tabela 2. Analiticki podaci o stepenu zagadenja vode
i o broju uginule ribe u toku pokusa
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| rezultati tog pokusa ukazuju na moguénost pri-
mjene MS — 222 u transportu riba. Kod kontrolne
grupe, nakon 12 sati uginulo je 11 riba ili 42,3%, a
kod grupe sa 50 ppm MS — 222, jedna riba ili 4,2%.
Pokus je kod kontrolne grupe i grupe sa 20 ppm MS
— 222 bio nakon 18 sati, radi velikog gubitka na ri-
bama obustavljen, a kod grupe sa 50 ppm MS — 222
nastavljen do 26 sati. Rezultati- pokazuju utjecaj MS
— 222 na aktivnosti riba. To se ocituje prvenstveno
u koncentraciji kisika. Ona je veéa kod grupa sa MS
— 222, a posebno kod grupe sa 50 ppm. MS — 222
utjecao je, takoder, i na smanjenje -permanganatnog
testa. Po zavrSetku pokusa nakon 2—6 sati kod grupe
sa 50 ppm MS — 222 koncentracija kisika u vodi
iznosila je samo 0,40 mg/1, a utroSak permanganata
podigao se ¢ak na 803 mg/1. Zivot riba u vodi i pod
tim, ekstremno nepovoljnim uslovima, rezultat je dje-
lovanja MS — 222.

Od interesa je bilo istraZiti kakav ¢e utjecaj pro-
izvesti MS — 222 na elektroencefalogram Sarana. Za
taj pokus uzeta su dva Sarana teZine po 1,9 stari 16
mjeseci. Jedan Saran bio je stavljen u vodenu oto-
pinu MS — 222, koncentracije 50 ppm kroz 6 sati, a
drugi je bio netretiran, kontrolni. Elektroencefalogram
bio je odréden na Saranu koji je neposrédno prije
mjerenja izvaden iz otopine MS — 222. Sema vezi-
vanja elekthoda prikazana je na slici 8. Prikljucak
elektroda na glavu Sarana prikazan je na slici 9.
Kod kontrolnog, netretiranog Sarana javlja se na svim
odvodima I, I, Il i IV cerebralna aktivnost alfa i theta
frekvencije 8—10 c/sec, kod srednjeg napona. Asi-

SLI KA SARANA—-EEG SA MS 222 ppm

Legenda:
I 1- 3’ DESNO FRONTO TEMP.-PARIETO ~OCCIPIT.
0 2-4 LIEVO
m 1-2 FRONTALNO
% 3-4 PARIETO-OCCIPITALNO
1- 4. DESNO FRONT. - LIJEVO OCCIP
VI 2.3 LIJEVO FRONT.-'DESNO OCCIP

Sl. 6 Sema vezivanja elektroda radi uzimanja
elektroencefalograma



meftrije nema. Takva aktivnost sliéna je aktivnosti
djeteta starog cca 5 godina. Kod tretiranog Sarana
javlja se kod sva &etiri odvoda osnovna cerebralna
aktivnost alfa i theta frekvencije 8—10 ¢/sec i 5—6
c/sec kod srednjeg napona, sa superponiranjem i in-
terferiranjem srednje brzih aktivnosti frekvencije
15—17 c/sec kod niZeg napona, §to govori za medi-
kaciju. Asimetrije i paroksizma nema. Taj elektro-
encefalogram vrlo je slican elektroencefalogramu
Covjeka koji se nalazi pod utjecajem droga.

SI. 7 Prikljucak elektroda na glavu Sarana

Dobiveni elektroencefalogram, ponaSanje ribe za
vrijeme djelovanja trankilajzera, ukazuju da bi se MS
— 222, s kojim se rukuje vrlo jednostavno mogao

uspjedno koristiti i kod umjetnog mrijesta riba. Cini
se, da bi se bez veéih poteSkoéa a pod utjecajem
trankilajzera moglo uspjes$no provesti uzimanje ikre
i mlijeca, te njihova umjetna oplodnja. Umjetnim
mrijestom dobivamo maksimalnu oplodenost ikre (95
—100%), sigurnu kontrolu selekcioniranja, kao i mo-
guénost pouzdanog ocjenjivanja kvalitete pojedinih
matica. Time se eliminira vjerojatnost parazitarnih i
sliénih oboljenja, i prenosa bolesti sa matica na po-
tomstvo.

Upotreba MS — 222 u te svrhe mogla bi biti od

najveéeg znacenja u ribarskoj praksi, pa bi bilo vrlo
instruktivno provesti ta istraZivanja.

ZAKLJUGAK

lzvr8ena su istrazivanja sa koncentracijama od 50
ppm MS — 222 pokazala, da se desorpcija trankilaj-
zera iz tijela Sarana, drZzanog u proto¢noj dobro aero-
riranoj vodi, provodi relativno vrlo brzo. Nakon 15
sati koncentracija MS — 222 u muskulaturi Sarana
iznosila je samo 2 ppm, a nakon 39 sati MS — 222
nije se mogao viSe dokazati. Rezultati su nadalje
pokazali da u tijelu Sarana dolazi do djelomi¢ne raz-
gradnje, dezaktivacije, MS — 222. Sarani su nakon
desorpcije MS — 222 nakon 15 sati bili konzumirani
i nisu se u ni¢emu razlikovali od Sarana u kontrolnoj
grupi.

Provedeno istrazivanje djelovanja MS — 222 i kod
relativno visokih temperatura (24°C), kakve bi se
eventualno mogle pojaviti u transportu Sarana. Kod
kontrolne grupe, bez upotrebe trankilajzera, nakon 12
sati pokusa (pokus je voden pod vrlo nepovoljnim
uslovima aeracije i odnosa riba:voda 1:1) uginulo
je 42,3% riba, a kod grupe sa 50 ppm MS — 222
4,2%. Metabolizam riba uslijed djelovanja MS — 222
znatno je smanjen, pa i to ukazuje na moguénost nje-
gove primjene u transportu riba. Iz dobivenog elektro-
encefalograma, znatno smanjene aktivnosti riba pod
utjecajem MS — 222 zakljuujemo, da ¢e MS — 222
vrlo vjerojatno naci primjenu i kod umjetne oplodnje
riba. Dobivanje ikre i sperme uz primjenu MS — 222
omoguditi ée maksimalnu oplodenost ikre, pouzdano
ocjenjivanje kvalitete pojedinih matica i eliminiranja
parazitarnih i sliénih oboljenja.
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