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Al V nalogi smo proucevali razlike v kazalnikih in vitro produkcije plina ter razlike v

produkciji hlapnih mascobnih kislin (HMK) pri inkubaciji osmih razliénih krmil
(dehidrirana lucerna, peletirano seno, pSenic¢ni otrobi, jeCmen, koruza, pesni rezanci,
soncnicne tropine in sojine tropine) v inokulumih, pripravljenih iz vampovega soka
ove (VS) in iz vsebine slepega ¢revesa kuncev (SC). S pomo&jo Gompertzovega
modela smo ocenili: skupno potencialno produkcijo plina (B), najvecjo hitrost
fermentacije (MFR), cas, ko je bila hitrost fermentacije najve¢ja (TMFR), in
produkcijo plina po 8 h inkubacije (GASg). V inokulumih smo po osmih urah
inkubacije doloc¢ili tudi vsebnosti nastalih hlapnih mascobnih kislin. Vrednosti B in
MEFR so bile pri vseh krmilih statisticno znacilno vecje, ¢e so bila le ta inkubirana v
VS (B: od 180 ml/g SS pri son¢ni¢nih tropinah do 404 ml/g SS pri koruzi; MFR: od
6,9 ml/h pri peletiranem senu do 29,1 ml/h pri pesnih rezancih) kot pri inkubaciji v
SC (B: od 83 ml/g SS pri peletiranem senu do 317 ml/g SS pri koruzi; MFR: od 2,5
ml/h pri peletiranem senu do 23 ml/h pri koruzi). TMFR je bil za vsa krmila
statisti¢no znailno daljsi pri inkubaciji krmil v SC (od 9,5 ure pri pSeni¢nih otrobih
in pesnih rezancih do 18,4 ure pri peletiranem senu) kot pri njihovi inkubaciji v VS
(od 3,1 ure pri sojinih tropinah do 8,8 ur pri peletiranem senu). Produkcija HMK je
bila statisticno znacilno vecja, ¢e so bila krmila inkubirana v VS (od 1,83 mmol/g
SS pri peletiranem senu do 6,75 mmol/g SS pri sonéni¢nih tropinah) kot v SC (od
0,8 mmol/g SS pri peletiranem senu do 4,0 mmol/g SS pri pesnih rezancih). Deleza
nastale ocetne in maslene kisline sta bila za vecino krmil statisti¢no znacilno vecja
pri inkubaciji v SC kot pri inkubaciji v VS, medtem ko je bil delez propionske
kisline statisti¢cno znacilno vecji pri inkubaciji v VS. Razlike v fermentaciji krmil
med inokulumoma, pripravljenima iz vsebine SC in VS, so najverjetneje posledica
razlik v aktivnosti in vrsti mikroorganizmov v prebavilih, oz. delih prebavil teh
dveh zivalskih vrst.
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In the study we compared in vitro gas productions and volatile fatty acids (HMK)
productions of eight different substrates (dehydrated alfalfa, pelleted hay, wheat
bran, maize and barley grain, sugarbeet pulp, sunflower and soybean meals) in
inoculums prepared from the rabbit caecum contents (CC) and in inoculums
prepared from the sheep rumen fluid (RF). The total potential gas production (B),
maximum fermentation rate (MFR), time of maximum fermetation rates (TMFR)
and gas production in 8 h of incubation (GASg) were estimated with the Gompertz
model. After eight hours of incubation, short chain fatty acids (SCFA) were
measured in inoculums. Parameters B and MFR for substrates incubated in RF were
always significantly higher than those incubated in CC (B: from 180 ml/g SS for
sunflower meal to 404 ml/g SS for maize grain; MFR: from 6.9 ml/h for pelleted
hay to 29.1 ml/h for sugarbeet pulp). TMFR's for all substrates incubated in CC
(from 9.5 h for wheat bran and sugarbeet pulp tol18.4 h for pelleted hay) were
significantly longer than those incubated in RF (from 3.1 h for soybean meal to 8.8 h
for pelleted hay). SCFA production was higher when feeds were incubated in RF
(from 1.83 mmol/g SS for pelleted hay to 6.75 mmol/g SS for sunflower meal) than
in CC (from 0.8 mmol/g SS for pelleted hay to 4.0 mmol/g SS for sugarbeet pulp).
The ratios of acetic and butyric acid were significantly higher when substrates were
incubated in CC than those incubated in RF while the ratio of propionic acid was
significantly higher when substrates were incubated in RF. Differences in
fermentation patterns between substrates incubated in the inoculums preprared from
CC and RF are probably linked to the differences in microbial activity and species in
gastrointestinal tract and/or part of gastro intestinal tract in the studied animal
species.
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1 UVOD

Rastline so nosilke primarne produkcije na Zemlji. Energijo sonénega sevanja so sposobne
uporabiti za fiksacijo anorganskih snovi (CO, in H,O) v organske snovi, predvsem v
ogljikove hidrate. Neprezvekovalski rastlinojedi, posebej pa Se prezvekovalci, imajo
prebavni sistem prilagojen na velik vnos z vlakninami bogate rastlinske krme, ki so jo s

pomocjo mikroorganizmov sposobni razgraditi in uporabiti za sintezo sebi lastnih snovi.

Na dogajanja v predzelodcih prezvekovalcev lahko gledamo kot na dinamicne procese
razlicnih mikroorganizmov, ki so med seboj v Stevilnih interakcijah. Pogoste so
mutualisticne interakcije, ne smemo pa pozabiti na kompeticijo, ki je eden izmed
mehanizmov preprecevanja prevlade posameznih skupin mikroorganizmov. Stabilnost
mikrobne zdruzbe predzelodcev je torej odvisna od vnosa ustrezne krme, ki
mikroorganizmom predstavlja substrat za razgradnjo, iz katerega pridobijo hranljive snovi
in energijo za rast in razmnoZevanje. Pri neprezvekovalskih rastlinojedih se anatomija
prebavil precej razlikuje od prebavil prezvekovalcev in sta mikrobni razgradnji namenjena
zgolj slepo ¢revo in kolon, kar pomeni, da se veliko hranljivih snovi prebavi Ze v
predhodnih delih prebavil. Za mikrobno fermentacijo so torej dostopne le doloCene pocasi

in tezko razgradljive sestavine krme.

Poznavanje razlik v procesu prebave in fermentacije hranljivih snovi v prebavilih
gospodarsko pomembnih rastlinojedov je zelo pomembno, saj fermentacija vpliva na
produkcijske lastnosti in zdravje zivali, nenazadnje pa je vedno bolj aktualen tudi vpliv na
okolje (produkcija metana, izlo¢anje duSika...). Pri prezvekovalcih je ta proces Ze zelo
dobro raziskan, medtem ko je pri neprezvekovalskih rastlinojedih Se veliko neznanega.
Velikokrat se predpostavlja, da je mikrobna sestava vsebine predzelodcev enaka mikrobni
sestavi vsebine slepega crevesa, kar bi pomenilo tudi podoben potek in ucinkovitost
fermentacije v omenjenih delih prebavila. To ni nujno res, zato smo s to nalogo skusali
preveriti podobnost/razli¢nost poteka fermentacije razli¢nih krmil v predzelodcih in slepem
¢revesu. Presnovki, nastali pri fermentaciji, so pri preZvekovalcih in neprezvekovalcih zelo
pomembni z vidika oskrbe z energijo, pri neprezvekovalcih pa so uc€inki tudi zdravstvene
narave, saj je maslena kislina znana po njenem antikancerogenem delovanju v debelem

crevesu.
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Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kakSne so razlike v kazalnikih in vitro
fermentacije pri inkubaciji razli¢nih krmil v vampovem soku ovc (Ovis aries) in slepem
¢revesu kuncev (Oryctolagus cuniculus). Krmila, ki smo jih uporabili, se med seboj
razlikujejo po kemijski sestavi in jih uvr§¢amo med energijska (zrnje koruze, pSenice in
jeCmena ter pesni rezanci), voluminozna (peletirano seno in dehidrirana lucerna) in
beljakovinska krmila (sonéni¢ne in sojine tropine). Zeleli smo ugotoviti tudi, kak$ne so
razlike v produkciji hlapnih mascobnih kislin med obema vrstama Zivali, ¢e fermentiramo
zgoraj naStete substrate. Predvidevamo, da se bodo kazalniki fermentacije hranljivih snovi
med zivalskima vrstama razlikovali, pri ¢emer predvidevamo, da bodo ogljikovi hidrati
fermentirali v ve¢jem obsegu in hitreje v vampovem soku ovnov, kot v vsebini slepega
¢revesa kuncev. Prav tako predvidevamo, da bo produkcija hlapnih mascobnih kislin v

vampovem soku vecja, kot v vsebini slepega ¢revesa.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 KRMA IN HRANLJIVE SNOVI

Krma je sploSen izraz za material, ki ga Zival zauzije. Sestavine krme so bolj ali manj
prebavljive. Sestavine krme, ki se v prebavilih uspejo prebaviti, se absorbirati v krvni

obtok osebka in izkoristiti v njegovi presnovi, imenujemo hranljive snovi ali nutrienti.
2.1.1 Osnovne skupine hranljivih snovi

Glavne skupine hranljivih snovi organskega izvora so ogljikovi hidrati, beljakovine,
mascobe, lignin, nukleinske kisline in vitamini. Rudninske snovi, kot prav tako zelo

pomembna skupina hranljivih snovi, pa so anorganskega izvora.
2.1.1.1 Ogljikovi hidrati

Splosno so ogljikovi hidrati kemijske spojine, katerih osnovni elementi so ogljik, vodik in
kisik. Nekateri lahko vsebujejo tudi fosfor, dusik in zZveplo. Skupine ogljikovih hidratov
vsebujejo polihidroksi aldehide, ketone, alkohole, kisline, njihove enostavne derivate in
vse skupine, ki se v njih lahko hidrolizirajo. V grobem ogljikove hidrate razdelimo na
monosaharide, oligosaharide, polisaharide ter kompleksne ogljikove hidrate (McDonald in

sod., 2002).
MONOSAHARIDI

Monosaharide razdelimo, glede na Stevilo ogljikovih atomov, ki jih vsebujejo, na trioze,
tetroze, pentoze, heksoze in heptoze. Njihova struktura je navadno cikli¢na, le redko se
pojavljajo ravne verige. Monosaharidi zaradi aldehidne in ketonske skupine delujejo kot
reducirajoCe substance in se lahko kemijsko ali encimatsko reducirajo do alkoholov. Trioze
in tetroze so pomembni vmesni presnovni produkti, nimajo pa posebne strukturne funkcije,
medtem ko se pentoze in heksoze povezujejo v razlicne disaharide, oligosaharide in
polisaharide. Pomembni sladkorji iz skupine pentoz so L-arabinoza in D-ksiloza, ki sta
komponenti hemiceluloze, in D-riboza, ki je sestavni del molekule RNA. Najpomembnejsi
naravni heksozi sta glukoza in fruktoza, medtem ko se manoza in galaktoza pojavljata v

polimerizirani obliki, kot manan oziroma galaktan. D-glukoza je osnovni gradnik
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oligosaharidov, polisaharidov in glikozidov, kot prosto pa jo najdemo v rastlinah, sadju,
krvi, medu, limfi, cerebrospinalni tekocCini... D-fruktoza se pojavlja prosto v zelenih listih,

sadezih in medu. Tvori disaharid saharozo in fruktane (McDonald in sod., 2002).
DISAHARIDI

Najpomembnejsi disaharidi so saharoza, maltoza, laktoza in celobioza. Saharoza je
sestavljena iz molekule a-D-glukoze in molekule B-D-fruktoze. Je najbolj razsirjen
disaharid v rastlinah. Hidroliza saharoze poteka encimsko. Laktoza ali mlecni sladkor je
proizvod mlecne zleze pri sesalcih. Sestavljata jo po ena molekula B-D-glukoze in B-D-
galaktoze, ki sta povezani z B-(1,4) glikozidno vezjo. Laktozo lahko fermentirajo Stevilni
mikroorganizmi. Maltozo gradita dve molekuli a-D-glukoze, povezani z a-(1,4) glikozidno
vezjo. Nastaja pri hidrolizi Skroba. Celobioza v naravi ne obstaja kot prosti sladkor,
najdemo pa jo kot osnovno ponavljajoco se enoto v celulozi. Gradita jo dve molekuli B-D-
glukoze, povezani z B-(1,4) glikozidno vezjo. Te vezi prebavni encimi sesalcev ne morejo

razgraditi (McDonald in sod., 2002).
POLISAHARIDI

Polisaharide delimo na homoglikane in heteroglikane. Homoglikani so sestavljeni iz
velikega Stevila pentoznih ali  heksoznih ostankov. NajpomembnejSe skupine
homoglikanov so arabinani, ksilani, glukani (Skrob, glikogen in celuloza), fruktani,

galaktani in manani (McDonald in sod., 2002).

Skrob je glukan, ki je v $tevilnih rastlinah prisoten kot rezervna snov. Najpogosteje se
nalaga v semena, plodove, gomolje in korenine. Najdemo ga v obliki amiloze in
amilopektina. Amiloza je linearna veriga D-glukoznih ostankov, povezanih z a-(1,4)
glikozidno vezjo. Amilopektin ima razvejano strukturo. Glukozni ostanki so povezani
linearno z a-(1,4) glikozidno vezjo, stranske verige pa z a-(1,6) glikozidno vezjo. V
molekuli Skroba je navadno od 70 do 80 % amilopektina in od 20 do 30 % amiloze

(McDonald in sod., 2002).

Glavna sestavina rastlinske celicne stene je polisaharid celuloza. Sestavljena je iz

glukoznih enot, ki so povezane v linearno molekulo z B-(1,4) glikozidno vezjo. Osnovne
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verige so povezane v osnovno vlakno, osnovna vlakna pa v mikrovlakna, ki so sestavni del

celuloznega vlakna (McNeil in sod., 1984).

Med heteroglikane uvrséamo pektine, hemiceluloze, hialuronsko kislino... Najpogostejse
hemiceluloze so heteroksilani, heteroglukani, ksiloglukani, arabinoglukani. Hemiceluloze
so v glavnem sestavljene iz D-glukoze, D-galaktoze, D-manoze, D-ksiloze in/ali D-
arabinoze, ki so povezane med seboj z razlicnimi glikozidnimi vezmi. Njihova struktura je

pogosto razvejana (McDonald in sod., 2002).

Na trdnost in elasti¢nost primarne celi¢ne stene mo¢no vplivajo pektinske snovi. Njihova
sestava je odvisna od rastlinske vrste, starosti rastline in vrste rastlinskega tkiva.
Najpogostejse so pektinske snovi, sestavljene iz linearne verige D-galakturonske kisline, ki
so povezane z o-(1,4) glikozidno vezjo, med katere je vrinjena L-ramnoza. Druga gradnika
pektinskih snovi sta Se L-arabinoza in D-ksiloza, ki sta najpogostejSa v stranskih verigah,
vezana na ramnozo. Pektinske snovi v dolo¢enih pogojih Zelirajo (McDonald in sod.,

2002).
2.1.1.2 Lignin

Lignin daje biolosko odpornost celi¢ni steni rastlin ter zagotavlja mehansko trdnost rastlini.
Pod tem imenom se ne skriva enotna, dobro definirana snov, ampak gre za cel spekter
tesno povezanih fenolnih spojin. Lignin je polimer, ki ga sestavljajo v kompleksno mrezo
povezani derivati fenilpropana (p-kumarna kislina, ferulna kislina in sinapilna kislina).
Med polisaharidi celicne stene in ligninom obstajajo Stevilne vezi, ki so odporne na
mehansko (mikro)bioloSko in kemijsko prebavo. Krmila, ki vsebujejo veliko lignina so

zrela mrva, slama in les (McDonald in sod., 2002).
2.1.1.3 Beljakovine

Beljakovine so organske snovi, ki poleg ogljika, vodika in kisika, vsebujejo Se dusik in
nekatere tudi zveplo. Beljakovine najdemo v vseh zivih celicah, kjer so povezane z vsemi
fazami celicne, tkivne in presnovne aktivnosti, imajo pa tudi pomembne strukturne

funkcije (McDonald in sod., 2002).
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Osnovni gradniki beljakovin so aminokisline, ki so povezane med seboj s peptidno vezjo.
Tej linearni verigi nanizanih aminokislin pravimo primarna struktura beljakovine. Linearna
veriga obstaja v obliki a-heliksa ali B-ravnine, ¢emur pravimo sekundarna beljakovinska
struktura. S terciarno strukturo oznacujemo tridimenzionalno strukturo beljakovin, ki
odlo¢a o fizioloski aktivnosti posamezne beljakovine. Kvartarno zgradbo zavzamejo
beljakovine, ki vsebujejo vec¢ kot eno polipeptidno verigo. TakSen agregat stabilizirajo

vodikove in elektrostati¢ne vezi ter hidrofobne povezave (McDonald in sod., 2002).

Topnost beljakovin v vodi je zelo razli¢na. Lahko so popolnoma netopne ali pa povsem
topne. Beljakovine imajo na svojih terminalnih delih amino in karboksilno skupino, zato
delujejo kot pufri. Beljakovine ob visoki temperaturi, ob visoki koncentraciji soli, v
prisotnosti kislin in tezkih kovin denaturirajo. Denaturacija je lahko povratna ali

nepovratna (McDonald in sod., 2002).

Beljakovine delimo na enostavne, sestavljene le iz aminokislin, in na sestavljene, ki poleg
aminokislin vsebujejo tudi neproteinski del. Med enostavne beljakovine uvr§€amo
fibrilarne beljakovine (kolagen, elastin, keratin), ki imajo v glavnem strukturno funkcijo.
Te beljakovine so netopne in zelo odporne na Zivalske prebavne encime. Sestavljene so iz
dolgih filamentov, ki so med seboj precno povezani. Druga skupina enostavnih beljakovin
so globularne beljakovine. Zanje je znacilno, da je polipeptidna veriga zvita v kompaktno
strukturo. V tej skupini so encimi, beljakovinski hormoni in antigeni. V skupino
sestavljenih beljakovin uvrs¢amo glikoproteine, lipoproteine in kromoproteine (McDonald

in sod., 2002).
2.1.1.4 Surove mascéobe

Surove masScobe so skupina v vodi netopnih snovi. Topne so v organskih topilih, kot so
benzen, eter in kloroform. V to skupino spadajo ve€inoma lipidi, ki imajo v celicah
Stevilne pomembne funkcije. Lipidi delujejo kot prenasalci elektronov, prenasalci
substratov v encimskih reakcijah, nastopajo kot gradniki celiénih membran in igrajo
pomembno vlogo kot vir in zaloga energije. Lipide delimo na enostavne, na sestavljene
(glikolipidi, fosfolipidi) in na lipide, ki nimajo glicinske osnove (sfingomielin, voski,

steroidi, terpeni...) (McDonald in sod., 2002).
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Enostavni lipidi ali mas€obe so estri glicerola in mascobnih kislin. Mascobe se med seboj
razlikujejo po maScobnih kislinah, ki so lahko nasicene ali nenasicene, razlikujejo pa se
tudi po Stevilu ogljikovih atomov. Sesalci dolo¢enih veckrat nenasi¢enih masc¢obnih kislin
ne morejo sintetizirati sami, ampak jih morajo pridobiti s krmo, zato so zanje esencialne.
TakSne so na primer linolna kislina, linolenska kislina in arahidonska kislina. Hidroliza
mascob poteka z lipoliticnimi encimi, ki razcepijo vez med glicerolom in masc¢obno kislino

(McDonald in sod., 2002).

Glikolipidi imajo dve alkoholni skupini glicerola zaestreni z mas¢obnima kislinama,
preostalo pa z sladkornim ostankom. Lipidi trav in detelj, so ve¢inoma galaktolipidi, kjer je

na glicerol zaestrena galaktoza (McDonald in sod., 2002).

Fosfolipidi so gradniki kompleksnih bioloskih membran. Najpogoste;jsi so fosfogliceridi, ki
imajo dve alkoholni skupini glicerola zaestreni z mascobnima kislinama, tretjo pa s
fosfatom. Fosfatna skupina je Se dodatno zaestrena z nekaterimi alkoholi, najpogosteje s
serinom, holinom (lecitin), inositolom in etanolaminom (cefalin). Med fosfolipide spadajo
tudi sfingolipidi, ki imajo namesto glicerola sfingosin. Najpogostejsi je sfingomielin, ki je

glavni gradnik mielinske ovojnice aksonov zivénih celic (McDonald in sod., 2002).

Voski so sestavljeni iz mascobnih kislin z zelo dolgo verigo C atomov in monohidroksi
alkoholov vecje molekulske mase. Naravni voski so navadno meSanica Stevilnih tak$nih
estrov. Voski so zelo razSirjeni, saj imajo pri rastlinah in zivalih, navadno obrambno
funkcijo. Hidrofobna narava voskov pri rastlinah zmanjsa izgubo vode, pri zivalih pa
zagotavlja vodoodpornost volne in perja. Pri rastlinah so voski navadno vkljuceni v
kutikularne tvorbe, kjer tvorijo matriks, kamor sta vgrajena kutin in suberin (McDonald in

sod., 2002).

Steroidi so spolni hormoni, adrenalni hormoni, zol¢ne kisline in steroli. Med sterole

uvrscamo holesterol, 7-dehidroholesterol in ergosterol (McDonald in sod., 2002).

Terpeni so zgrajeni iz razliCnega Stevila izoprenskih enot, ki so povezane v verigo ali
cikli¢no strukturo. Terpeni imajo mocan vonj in okus in so pogosta sestavina eteri¢nih olj.
Pomembnejsi terpeni so tudi fitolni del molekule klorofila, karotenoidi, rastlinski hormoni

(giberelinska kislina) in vitamini A, E in K (McDonald in sod., 2002).
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2.1.2 Delitev krmil

Krmo in krmila lahko, glede na razli¢ne fizikalne, kemi¢ne in druge lastnosti, delimo na
najrazliénej$e nacine (Zgajnar, 1990). Glede na vsebnost hranljivih snovi jih delimo na
voluminozno krmo in mocna krmila. Slednja lahko nadalje razdelimo na energijska in
beljakovinska krmila. Delitev je osnovana na kemic¢ni sestavi krmil, ki jo dolo¢imo s

kemijsko analizo.
2.1.2.1 Voluminozna krma

Voluminozno krmo opredeljuje vsebnost surove vlaknine (SV), ki mora znasati ve¢ kot
180 g/kg suhe snovi (SS) in imeti ustrezno strukturo. Vlaknine so skupina hranljivih snovi
rastlinskega izvora, ki so glavni gradniki rastlinske celi¢ne stene in jih Zivali s svojimi
encimi ne morejo prebaviti. Glavni gradniki rastlinske celi¢ne stene so celuloza,
hemiceluloze, pektini ter lignin. Med voluminozno krmo uvr§¢amo zeleno krmo (pridelki s

travnikov, pasnikov, njiv, pasa), mrvo, silaZe in slamo (Zgajnar, 1990).
2.1.2.2 Energijska krmila

Pogoj, da je neko krmilo klasificirano kot energijsko je, da je vsebnost surove vlaknine
(SV) manjsa od 180 g/kg SS, vsebnost surovih beljakovin (SB) pa manjsa kot 200 g/kg SS.
TakSna krmila vsebujejo veliko koli¢ino Skroba in/ali disahridov ter lipidov. Med
energijska krmila uvr§¢amo zrna 7zit, stranske proizvode mlinarske industrije, pulpe
sladkorne pese, melase, gomoljevke, korenovke, mascobe rastlinskega in zivalskega izvora

in druge (Zgajnar, 1990).
2.1.2.3 Beljakovinska krmila

Za beljakovinska krmila velja, da delez surove vlaknine (SV) ne presega 180 g/kg SS,
delez surovih beljakovin pa je vecji od 200 g/kg SS. Med beljakovinska krmila pristevamo
stranske produkte oljne industrije (son¢ni¢ne, sojine, bucne, lanene in druge pogace ter
tropine), stranske produkte mlinarske industrije (gluten), semena metuljnic, krmila
zivalskega izvora (ribja moka, krvna moka, kostna moka), stranske proizvode industrije
alkoholnih pija¢ (pivske tropine, pivski kvas, posusSen izrabljen hmel;...), mle¢ne izdelke

ipd.
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2.2 ZNACILNOSTI FERMENTACIJE (RAZGRADNJE) HRANLJIVIH SNOVI
V PREDZELODCIH PREZVEKOVALCEV

Hrana razli¢nih rastlinojedov je sestavljena v glavnem iz pocasi in nepopolno razgradljivih
polisaharidov (celuloza, ksilani...), povezanih z 3-glikozidno vezjo, ki jih zivali s svojimi
encimi ne morejo razgraditi in prebaviti. Pri prezvekovalcih se je v ta namen razvil
morfolosko in fizioloSko prilagojen prebavni sistem, ki vkljucuje mikrobno fermentacijo

(McDonald in sod., 2002).
2.2.1 Znacilnosti prebavnega sistema prezvekovalcev

Prebavilo prezvekovalcev ima predzelodce (vamp, kapico in prebiralnik) ter pravi zelodec,
oz. siriS¢nik. Pri odrasli ovci vamp in kapica predstavljata 85% prostornine predZelodcev
in siriS¢nika. Vanj pride krma namocena s slino, ki je ovce izlo¢ijo okrog 10 I/dan. Velika
prostornina vampa omogoca akumulacijo hrane, kar zagotavlja zadosten cas za razgradnjo
celuloze. Vsebina se v vampu kontinuirano mesa zaradi ritmi¢nega kréenja stene vampa,
kar omogoca vecjo izpostavljenost krme mikroorganizmom. Med prezvekovanjem se del
krme vraca v usta, kjer jo zival dobro prezveci (do 50 Zvekalnih gibov na prezvek), preden
jo spet pogoltne. Glavni dejavnik, ki stimulira prezvekovanje je taktilna stimulacija epitela
sprednjega dela vampa. Vendar pa nekatere vrste krme, posebej tiste, ki vsebujejo zelo
malo vlaknin, ne zagotavljajo zadostne stimulacije za prezvekovanje, zato lahko le ta tudi

izostane (McDonald in sod., 2002).

V vampu in kapici so stalno naseljene bakterije, glive in prazivali. Ti organizmi
fermentirajo hrano do hlapnih mascobnih kislin, ki se absorbirajo skozi steno vampa, in
plinov (ve¢inoma metan in ogljikov dioksid), ki se izloCajo z izrigavanjem. Nerazgrajeni
delci krme in celice mikroorganizmov nadaljujejo pot skozi prebiralnik in siriS¢nik do
tankega Crevesa, kjer je glavno mesto lastne encimske prebave. Nastali produkti prebave se
nato absorbirajo. Razgradnja s pomocjo mikroorganizmov poteka ponovno v debelem
¢revesu. Tam nastale hlapne masCobne kisline se absorbirajo skozi steno debelega Crevesa,
nerazgrajeni deli krme in celice mikroorganizmov pa se izlo¢ijo z blatom (McDonald in

sod., 2002).
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Za vampove mikroorganizme je zelo pomembno bolj ali manj konstantno okolje, ki jim
omogoca nemoteno delovanje. V procesu fermentacije nastajajo kisline, ki bi teoreticno
lahko znizale pH v vampu na 2,5 do 3, vendar ob normalnih pogojih slina, ki deluje kot
pufer, vzdrzuje pH okrog 6. Poleg tega v predzelodcih poteka stalna absorbcija hlapnih
mascobnih kislin skozi njihove stene, kar Se dodatno pomaga stabilizirati pH v njih. Stalen
je tudi osmotski pritisk, ki je podoben osmotskemu pritisku krvi, vzdrzuje pa se s pretokom
ionov med krvjo in vampom. Okolje v vampu je anoksi¢no. Manjsa koli¢ina kisika, ki
pride v predzelodce s krmo, se zelo hitro porabi, tako da v njih ni kisika. Temperatura v
predzelodcih je bolj ali manj konstantna in je podobna telesni temperaturi Zzivali

(McDonald in sod., 2002).
2.2.2 Vampovi mikroorganizmi

Floro in favno predzelodcev sestavljajo Stevilni organizmi (arheje, bakterije, glive in

prazivali), ki so med seboj povezani v prehranske splete.

Stevilo bakterij v predzelodcih znasa od 10° do 10" celic na mililiter vampove vsebine. Do
zdaj je bilo identificiranih Ze preko 200 vrst, vecina pa je anaerobnih, ki ne tvorijo spor.
Najpogostejsi predstavniki vampovih bakterij so prikazani v preglednici 1. Stevilo in
relativni deleZ posamezne vrste bakterij sta precej odvisna od krme, ki jo je zival zauzla.
Obroki bogati s Skrobom, na primer, spodbujajo rast in delitev mlecnokislinskih bakterij

(McDonald in sod., 2002).

NajpomembnejSe fibroliticne bakterije v vampu so bakterije vrst Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus, R. flavefaciens in rodova Butiyrivibrio ter Prevotella

(preglednica 1).

Pomembna skupina bakterij, ki jo najdemo v prebavnem traktu mnogih Zivali, je skupina
acetogenih bakterij, ki iz H, in CO; tvorijo acetat. Raziskave so pokazale, da so acetogene
bakterije dokaj razSirjene pri jagnjetih, vse dokler se ne ustali populacija metanogenih

arhej (Rieu-Lesme in sod., 1996).
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Preglednica 1: Predstavniki vampovih bakterij, njihov vir energije in tipi¢ni produkti in vitro fermentacije
(McDonald in sod., 2002)

Vrsta Tipicen Tipicen produkt fermentacije Alternativni
vir vir energije
energije  Acetat Propionat Butirat Laktat Sukcinat Format

Fibrobacter Celuloza + + + Glukoza
succinogenes (skrob)
Ruminococcus  Celuloza + + + + Ksilan

flavefaciens

Ruminococcus  Celobioza + + Ksilan
albus
Streptococcus  Skrob + Glukoza
bovis
Prevotella Glukoza + + + Ksilan, Skrob
ruminicola
Megasphaera Laktat + + + Glukoza,
elsdenii glicerol
Lanchnospira  Pektini + + Glukoza,
multipara fruktoza

Pomembni predstavniki prokariontov v predzelodcih so tudi metanogeni mikroorganizmi,
ki spadajo v kraljestvo Archaea. V predzelodcih najdemo njihove anaerobne predstavnike,
ki iz H; in CO; tvorijo metan. Tipicni predstavniki vampovih metanogenih
mikroorganizmov so Methanobrevibacter ruminantium, Methanomicrobium mobile,
Methanobacterium formicicum, Methanococcus jannaschii in Methanosarcina barkeri
(Madigan in sod., 2003).

Veliko manj je v predzelodcih prazivali (10° na ml vampove vsebine), vendar so
predstavniki te skupine vecji, zato so po skupni masi enakovredni bakterijam. Pri odrasli
zivali najdemo predvsem predstavnike dveh druzin iz skupine ciliatov. Najbolj pogosta
rodova skupine Holotricha sta Isotricha in Dasytricha. Gre za organizme ovoidne do
okrogle oblike, ki imajo telo enakomerno pokrito z migetalkami. Druga je druzina
Oligotricha, ki vsebuje Stevilne, po velikosti in obliki zelo variabilne vrste. Zanje je
znacilno, da lahko prebavljajo delce hrane, ne morejo pa razgraditi celuloze. Najpogostejsi

rodovi so Entodinium, Diplodinium, Epidinium in Ophryoscolex (McDonald in sod., 2002).
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Glive, ki se nahajajo v predZelodcih, so striktno anaerobni organizmi. Njihov razvojni cikel
je iz dveh faz: mobilna faza (zoospore) in vegetativna faza (sporangiji). V vegetativni fazi
se z rizomi pritrdijo na delce hrane in lahko vanje tudi prodrejo. Zato imajo pomembno
vlogo pri razbitju in rahljanju celi¢nih sten, kar olajSa naselitev in fermentacijo bakterijam.
Vampove glive so sposobne razgraditi vecino polisaharidov in veliko topnih sladkorjev.
Sladkorji, ki jih glive ne razgrajujejo so pektini, arabinoza, fruktoza, manoza in galaktoza.
Prispevek gliv pri fermentaciji hranljivih snovi $e ni bil to¢no dolo¢en, znano pa je, da jih
je najve¢ pri krmi bogati z vlaknino (McDonald in sod., 2002). Fonty in sod. (1999) so
dokazali pomembno vlogo glive Neocallimastix frontalis pri rahljanju sestavin celi¢ne
stene rastlin. Glive razgrajujejo lignificirana rastlinska tkiva in so sposobne razgraditi do
34 % lignina v rastlinskem tkivu (Krause in sod., 2003). V vampu je bilo odkritih vsaj

dvanajst vrst gliv, ki ve¢inoma pripadajo rodu Neocallimastix (McDonald in sod., 2002).
2.2.3 Razgradnja hranljivih snovi

Na sposobnost vampovih mikroorganizmov za razgradnjo hranljivih snovi vplivajo
razmere v vampu. Russell (1998) je opazil, da ze majhen padec pH negativno vpliva na
razgradnjo celuloze v vampu, pH pod 5,7 pa njeno fermentacijo mo¢no omeji. Vse to
nakazuje na slabo prilagoditev celuloliticnih bakterij na nizek pH v predzelodcih.
Nasprotno pa so nekatere bakterije, ki razgrajujejo Skrob, aktivne tudi pri nizji pH

vrednosti v predzelodcih.
2.2.3.1 Ogljikovi hidrati

Obroki prezvekovalcev vsebuje velik delez celuloze, hemiceluloz, Skroba in pektinov.
Razgradnja teh polisaharidov je zagotovo najpomembnejsi prebavni proces, ki poteka v
predzelodcih. Vse ogljikove hidrate razgrajujejo vampovi mikroorganizmi. NajpogostejSe
so bakterijske vrste Fibrobacter succinogenus in vrste rodu Ruminococcus, pomembno
vlogo pa imajo pri tem tudi glive. Razgradnja poteka v dveh stopnjah. V prvi se
kompleksni ogljikovi hidrati razgradijo do enostavnih sladkorjev, v drugi pa ti fermentirajo

do hlapnih mascobnih kislin (McDonald in sod., 2002).

Razgradnja celuloze poteka s pomocjo encima endo-f-1,4-D-glukan hidrolaza, ki deluje na

amorfnih regijah celuloznega vlakna. To naredi kristalinine regije celuloze dostopne
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celobioanhidrazam (spada med eksonukleaze), ki odcepljajo dimere celobioze. 1z celobioze
nastane glukoza s pomoc¢jo encima B-glukozidaza, s pomo¢jo encima fosforilaze, pa

nastane glukoza-1-fosfat, ki vstopa v proces glikolize (Krause in sod., 2003).

Pri razgradnji hemiceluloz so glavni produkti pentoze, ki nastanejo z delovanjem encimov
na B-1,4 vez. Nastanejo ksiloza in uronske kisline, ki se kasneje pretvorijo v ksilozo

(McDonald in sod., 2002).

Skrob razgradijo amilaze najprej na maltozo in izomaltozo, nato pa z encimi maltazo,
maltoze fosforilazo ali 1,6-glukozidazo do glukoze ali glukoze-1-fosfat (McDonald in sod.,

2002).

Pektini se najprej razgradijo na pektinsko kislino in manitol s pomocjo pektinesteraz.
Poligalakturonaze nato pektinsko kislino pretvorijo v galakturonsko kislino, nato pa v

ksilozo (McDonald in sod., 2002).

Sladkorje, ki nastanejo v prvi stopnji razgradnje, vstopijo v intracelularno presnovo
mikroorganizmov, kjer po razliénih poteh in na razlicnih stopnjah vstopajo v proces

glikolize, pri ¢emer nastane piruvat (slika 1).

:
Celobioza
l Malt0<A Izomaltoza
Glukoza-1-fosfat
Glukoz
Glukoza-6-fosfat
ektini

Uronska kislina

Fruktoza's-fosfat Fruktoza < Fruktani
e

Pentoz
r
Fruktoza-1 B-fosfat

Fentozani

Piluvat

Slika 1: Shema razgradnje ogljikovih hidratov v predzelodcih do piruvata (McDonald sod., 2002)
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2.2.3.2 Beljakovine

Beljakovine iz krme vampovi mikroorganizmi hidrolizirajo do peptidov in aminokislin.
Nekatere aminokisline se nadalje razgradijo na organske kisline, amoniak in ogljikov
dioksid. Manjsi del beljakovin krme pa lahko nerazgrajen pride do siriS¢nika in tankega

¢revesa (McDonald in sod., 2002).

Glavni proteoliticni organizmi v vampu so Prevotella ruminicola, skupina
Peptostreptococci in protozoji. Vampovi mikroorganizmi nastale proste aminokisline,
krajse peptide in amoniak uporabijo za sintezo lastnih beljakovin. Nekaj teh mikrobnih
beljakovin se, ob njihovem odmrtju, v predzelodcih ponovno razgradi in tako prispevajo k
recikliranju duSika (postane spet dostopen za mikrobno sintezo). Mikroorganizmi iz
predzelodcev pridejo v siriS¢nik in naprej v tanko crevo, kjer se njihove celicne
beljakovine prebavijo in absorbirajo skozi steno Crevesa. Bakterijske beljakovine
omogocajo gostitelju od krme dokaj neodvisno oskrbo z beljakovinami in esencielnimi

aminokislinami (McDonald in sod., 2002).

Klju¢en vmesni produkt mikrobne razgradnje in sinteze beljakovin v predzelodcih je
amoniak. Ce krma vsebuje malo beljakovin, oziroma so le te zai¢itene pred razgradnjo v
predzelodcih, je koncentracija amoniaka v predZelodcih majhna, kar upocasni rast in
razmnozevanje mikrobov, posledica pa je zavrta razgradnja ogljikovih hidratov. V
nasprotnem primeru, ko je razgradnja beljakovin obseznejsSa kot sinteza, se amoniak v
predzelodcih akumulira. Ob tem se presezek amoniaka absorbira skozi stene predzelodcev
v kri, ki amoniak prenese v jetra, kjer se pretvori v secnino, ki se izlo¢i iz organizma s
seCem. Nekaj secnine se vrne v predzelodce s slino, nekaj pa tudi neposredno preko stene

vampa (McDonald in sod., 2002).
2.2.3.3 Mascobe

Krma prezvekovalcev vsebuje triacilgliceride, ki imajo visok delez veckrat nenasicenih
mascobnih kislin z 18 C atomi (linolna in linolenska kislina). Triacilgliceride in fosfolipide
lipaze vampovih mikroorganizmov hidrolizirajo na glicerol in proste mascobne kisline.
Nenasic¢ene mascobne kisline bakterije hidrogenirajo do stearinske kisline. Linolna in

linolenska kislina imata cis konfiguracijo dvojnih vezi, pri hidrogenizaciji pa so
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spremenjene v trans konfiguracijo, tako da v vsebini vampa lahko dolo¢imo tudi veliko
trans mascobnih kislin, predvsem vakcenske kisline. Vampovi mikroorganizmi lahko tudi
sintetizirajo dolocene mascobne kisline, ki imajo pogosto razvejano verigo. Te mascobne
kisline najdemo tudi v mleku ali telesnih mas¢obah prezvekovalcev (McDonald in sod.,

2002).

Pri neprezvekovalcih lahko na sestavo telesnih mascob vplivamo z masc¢obnimi kislinami v
krmi (obroku). Pri prezvekovalcih pa temu ni tako, saj mas¢obne kisline mikroorganizmi,
vecinoma ze v predzelodcih, hidrogenirajo do stearinske kisline in v tej obliki pridejo do

tankega Crevesa, kjer se absorbirajo v organizem (McDonald in sod., 2002).
2.2.4 Sinteza hlapnih mascobnih Kislin in razmerja med njimi

Piruvat je glavni vmesni produkt iz katerega nastanejo kon¢ni produkti fermentacije v
predzelodcih, tj. hlapne masScobne kisline (HMK) in plini. NajpomembnejSe hlapne
mascobne kisline so ocetna, propionska in maslena kislina. V manjsi koli¢ini nastajajo tudi
druge kratkoverizne kisline, kot so isobutirat, 2-metil butirat in 3-metil butirat, ki so

produkti deaminacije razli¢nih aminokislin (McDonald in sod., 2002).

Ocetna kislina nastane iz piruvata preko vmesnega produkta acetil fosfata. Nastanek
propionske kisline je vezan na dve razliéni presnovni poti. Pot preko mle¢ne kisline
prevladuje takrat, ko obrok Zivali vsebuje veliko moc¢nih krmil, bogatih s Skrobom, pot
preko sukcinata pa, ko je v obroku veliko vlaknine (slika 2). Pri obrokih z veliko koli¢ino
mocnih krmil, pogosto pride do kopicenja mlec¢ne kisline v predzelodcih, kar zivalim
povzroca acidozo predzelodcev. Nastanek maslene kisline iz piruvata poteka preko acetil

koencim A in drugih vmesnih presnovnih produktov (slika 2) (McDonald in sod., 2002).
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Format / Acetil CoA Oksaloacetat Metilmalonil CoA
/ \ Malonil Co l l l
Con H
N, | T AcstoacetiCon  Lakil CoA Malat
hatan l l l
Acetil fosfat B-hidroksibutiril CoA Alilil CoA Fumarat
Krotonil Coh Fropionil COJ Sukcinat Sukcinil CoA
Butiril CoA
Y l .
Acetat Butirat Propionat

Slika 2: Presnova piruvata v mikroorganizmih (McDonald in sod., 2002)

Koncentracija HMK, nastalih pri fermentaciji hranljivih snovi, je odvisna od prehrane
zivali in od Casa ki pretece do naslednjega krmljenja. Vsebnost HMK je pri ovcah od 70 do
115 mmol/l (McDonald in sod., 2002).

Teoreti¢no izraCunana molarna razmerja ocetne, propionske in maslene kisline znasajo:
65% ocetne, 20% propionske in 15% maslene kisline (Wolin, 1960). Za izracun teoreti¢nih
razmerij je Wolin (1960) uporablil nekaj poenostavitev, saj ni uposteval drugih produktov
fermentacije (npr.: etanola, mle¢ne kisline, sukcinata, formata...), ki jih je v predzelodcih
navadno zelo malo in so le vmesni produkti pri nastanku kon¢nih produktov fermentacije.
Poleg tega naj bi produkti fermentacije nastali izklju¢no iz ogljikovih hidratov z empiri¢no
formulo C¢H;,0¢, Cemur ustreza vecina polisaharidov v krmi in krmilih za prezvekovalce,
vendar pa obstajajo izjeme, kot so amino sladkorji, uronske kisline, deoksi sladkorji, ki jih
je v krmi prezvekovalce relativno malo. V krmi za prezvekovalce se nahajajo tudi

beljakovine in masc¢obe, iz katerih lahko nastajajo HMK.

Razmerja med HMK, ki so bila izmerjena v vampnem soku, se spreminjajo glede na vrsto
krme, ki so jo zivali zauzile. Kljub temu pa so ta razmerja v glavnem zelo podobna tistim,
ki jih je ugotovil Wolin (1960). Vec¢ino HMK se absorbira skozi steno predzelodcev, kljub

temu pa jih od 10 do 20 % preide skozi siriS¢nik in se absorbirajo v tankem crevesu. Nekaj
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produktov razgradnje ogljikovih hidratov (posamezne sladkorje) porabijo tudi

mikroorganizmi, za izgradnjo lastnih polisaharidov (McDonald in sod., 2002).
2.2.5 Plini nastali ob fermentaciji

Koli¢ina pri fermentaciji nastalega plina je sorazmerna s koli¢ino razgrajenega oz.
fermentiranega substrata. Manj plina nastane pri vecji konverziji razgrajene krme v
mikrobno biomaso (Bliimmel in sod., 2005). Pri fermantaciji nastane okrog 40 %
ogljikovega dioksida, od 30 do 40 % metana, 5 % vodika in nekaj kisika ter duSika. Vecina
plina nastane pri fermentaciji ogljikovih hidratov, medtem ko ga pri fermentaciji
beljakovin nastane le tretjina tiste koli¢ine nastale pri fermentaciji ogljikovih hidratov.

Prispevek mascob k produkciji plina je zanemarljiv (Getachew in sod., 1998).

Ogljikov dioksid nastaja delno kot spremljevalni produkt fermentacije, delno pa v reakciji

ocetne in maslene kisline z bikarbonatom iz sline (Getachew in sod., 1998).

Metan nastaja v procesu metanogeneze, in sicer z redukcijo ogljikovega dioksida z
vodikom, ki nastane ob fermentaciji hranljivih snovi. Metan nastaja tudi iz ocetne in
maslene kisline, ne pa tudi iz propionske kisline. Metanogeneze so sposobne metanogene
bakterije, ki delujejo v striktno anaerobnem okolju. Terminalni akceptor elektronov v
dihalni wverigi pri procesu metanogeneze v predzelodcih ni kisik, temve¢ ogljik
(najpogosteje ogljikov dioksid). Produkcija metana je razmeroma velika (na 100 g
prebavljenih ogljikovih hidratov nastane 4,5 g metana). Ogljikov dioksid in metan izhajata
iz predzelodcev z izrigavanjem, pri ¢emer se izgubi kar 7 % energije iz krme. Ker
predstavlja nastanek metana izgubo energije za vampove mikroorganizme in izgubo
ogljika iz krme, in ker je metan toplogredni plin (prezvekovalci naj bi prispevali kar 15 %
metana v atmosfero), bi redukcija metanogeneze prispevala k boljsi konverziji krme in
zmanjSala sproS¢anje metana v atmosfero (Blimmel in sod., 2005). Izgubo energije in
ogljika bi lahko zmanjsale acetogene bakterije. Te vodik in ogljikov dioksid uporabijo za
sintezo ocetne kisline, ki bi jo zivali lahko uporabile v svoji presnovi. Raziskave so
pokazale veliko gostoto teh bakterij pri novorojenih jagnjetih, preden se uveljavijo

metanogene bakterije (Rieu-Lesme in sod., 1996).
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2.3 ZNACILNOSTI FERMENTACIJE (RAZGRADNJE) HRANLJIVIH SNOVI V
SLEPEM CREVESU

Za razliko od rastlinojedih Zivali s predzelodci (pregastri¢ni fermentorji) pa imajo drugi
rastlinojedi (postgastri¢ni fermentorji) razvite za fermentacijo hranljivih snovi druge dele
prebavila. Pri teh zivalih je v ta namen razvito predvsem debelo ¢revo. Sposobnost za
fermentacijo hranljivih snovi v tem delu prebavnega trakta je odvisna od njegove relativne
prostornine, saj le ta doloCa ¢as zadrzevanja krme in s tem obseg fermentacije (McDonald
in sod., 2002). Aktivnost mikroflore debelega Crevesa je odvisna od interakcij med
mikroorganizmi. Interakcije so lahko sinergisti¢ne ali antagonisti¢ne, vplivajo lahko tako
na velikost populacije posamezne vrste (skupine), kot na presnovno aktivnost posameznih
skupin. Na izrazanje interakcij med mikroorganizmi lahko vplivata tako gostitelj (s svojim
imunskim sistemom, starostjo, stresom), kot prehrana gostitelja (Williams in sod., 2001).
Substrat, ki pride v debelo ¢revo, se razlikuje od tistega, ki pride v predzelodce, saj pride v
tankem crevesu Ze do absorbcije prebavljenih hranljivih snovi, v debelem crevesu, pa so
prisotne tudi Stevilne endogene snovi, kot so mukopolisaharidi in encimi (McDonald in

sod., 2002).

V osnovni je fermentacija v debelem crevesu enaka fermentaciji v predzelodcih. Tudi v
debelem crevesu v procesu mikrobne fermentacije nastajajo HMK, ki se absorbirajo skozi
steno debelega Crevesa, ter plini, veCinoma vodik, metan in ogljikov dioksid. V debelem
¢revesu se pojavljajo, poleg najpogostejsSih HMK, tudi mravlji¢na, valerianska in kaprojska
kislina ter kisline z razvejano verigo, kot so isomaslena in isovalerianska. Delez slednjih je
majhen, prisotnost pa je predvsem rezultat fermentacije beljakovin, ki se niso prebavili v

tankem crevesu (Williams in sod., 2001).
2.3.1 Znacilnosti prebavil kuncev

Kunce uvrs¢amo med rastlinojede zivali z enostavnim zelodcem, ki imajo zaradi tega zelo
specificne potrebe po hranljivih snoveh. Zaradi neustrezne oskrbe s hranljivimi snovmi,
imajo pogosto prebavne motnje, predvsem drisko, katere kon¢na posledica je pogin.
Neuravnotezena oskrba mikroorganizmov slepega ¢revesa in kolona s hranljivimi snovmi

se kaze tudi na moteni mikrobni aktivnosti v tem delu prebavil (Gidenne, 1997).
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Slepo crevo, ki predstavlja okoli 40 % prostornine prebavnega trakta kuncev, je pomemben
organ za prebavo hranljivih snovi. Kunci tvorijo dve vrsti izlo¢kov: mehko blato
(cekotrofi), ki ga zival ponovno zauzije in trdo blato. Cekotrofi so majhne kroglice, ki se v
debelem ¢revesu obdajo z mukoznim ovojem in jih zival izlo¢i skozi zadnjik. Ko cekotrof
doseze zadnjik, ga kunec poje in vsebina je znova izpostavljena prebavi. V cCasu, ko
cekotrofija ne poteka, skozi ¢revo neovirano potujejo veliki delci (velikosti nad 300 um),
medtem ko majhni delci ostajajo v slepem Erevesu za mikrobno razgradnjo in fermentacijo.
Med cekotrofijo pa gre skozi ¢revo delno razgrajena vsebina slepega Crevesa, iz katere se
tvori mehko blato. Prehod skozi slepo c¢revo ni odvisen samo od aktivnosti
mikroorganizmov v slepem c¢revesu, ampak tudi od aktivnosti mikroorganizmov v tes¢em
¢revesu in proksimalnem delu debelega crevesa, ki vsi skupaj tvorijo funkcionalno enoto

(Gidenne, 1997).

Zelo pomemben je zadrzevalni ¢as snovi v dolo¢enem delu prebavnega trakta. Gidenne in
sod. (2002) navajajo, da je povprecno trajanje prehoda trdega dela vsebine prebavil skozi
celoten prebavni trakt kuncev okoli 15,5 ur, pri tem pa se vsaj dve tretjini tega ¢asa (okrog
10 h) delci zadrzujejo v slepem ¢revesu in kolonu. Zadrzevalni ¢as tekoce vsebine prebavil
je veliko daljsi (povprecno 48 h), in se prav tako najdlje Casa zadrzuje v slepem Crevesu in
kolonu (povprec¢no 39 h). Tako dolgo zadrzevanje tekoce vsebine prebavil je posledica
retrogradnega transporta tekocine iz proksimalnega dela debelega Crevesa nazaj v slepo

¢revo (Gidenne in Bellier, 2000).
2.3.2 Mikroorganizmi v slepem in debelem ¢revesu kuncev

ZdruZba mikroorganizmov v slepem c¢revesu in kolonu se nekoliko razlikuje od zdruzbe v
predzelodcih, vendar med njima ni vecji razlik v osnovnih mikrobioloskih aktivnostih.
Bakterijska zdruzba vsebine slepega Crevesa se s starostjo Steviléno povecuje. Slepo ¢revo
odraslega kunca naseljuje od 10° do 10" anaerobnih mikroorganizmov na gram vsebine
(Padilha in sod., 1995). Razli¢ni avtorji navajajo razlicne prevladujoce vrste bakterij. Guet
in Fonty (1979, cit. po Bennegadi in sod., 2003) navajata, da prevladujejo bakterije iz rodu
Bacteroides, pogosti pa so tudi producenti maslene kisline, npr. rod Butyrivibrio.
Nasprotno so Bennegadi in sod. (2003) ugotovili, da prevladujejo skupine bakterij

Flexibacter, Cytophaga in Bacteriodes. Dokazali so tudi prisotnost naslednjih
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celuloliticnih  organizmov:  Fibrobacter succinogenes, Fibrobacter intestinalis,
Ruminococcus flavefaciens in Ruminococcus albus. Delez celulolitiénih bakterij od celotne
populacije mikroorganizmov je bil okrog 5 %, takSen delez pa so opazili tudi pri drugih
zivalskih vrstah. Med prevladujocimi bakterijami v slepem c¢revesu kuncev je tudi

Prevotella ruminicola (Boulahrouf in sod., 1991, cit. po Bennegadi in sod., 2003).

V slepem ¢revesu kuncev so tudi metanogeni mikroorganizmi (Piattoni in sod., 1996;
Bennegadi in sod., 2003). Gre za striktno anaerobne arheje, katerih Stevilénost narasca s
starostjo kuncev. Piattoni in sod. (1996) porocajo, da je pred odstavitvijo ve¢ reduktivnih
acetogenih bakterij kot metanogenih, po odstavitvi pa zacnejo prevladovati metanogeni

mikroorganizmi.

DelezZ eukariontov (prazivali in gliv) je v slepem ¢revesu kunca majhen. Bennegadi in sod.

(2003) so z doloc¢anjem eukariontske rRNA dolo¢ili, da je njihov delez manjsi kot 7 %.

Za stabilnost mikrobne flore je bistvenega pomena vsebnost vlaknine v krmi (Bennegadi in

sod., 2003).
2.3.3 Razgradnja hranljivih snovi

Tanko crevo je glavno mesto prebave beljakovin, mascob in nestrukturiranih ogljikovih

hidratov. Razgradnja vlaknine pa je vezana v glavnem na slepo ¢revo in kolon.

Razgradnja hranilnih snovi (vlaknine) v slepem crevesu in kolonu je manj ucinkovita kot
njihova razgradnja v predzelodcih, saj je zadrZevalni Cas substrata v slepem Crevesu in
kolonu relativno kratek, poleg tega pa se Stevilni produkti, predvsem beljakovine in
vitamini, v debelem Crevesu ne absorbirajo in jih zato zival ne more izkoristiti. Razli¢ni
avtorji navajajo, da so v slepem crevesu kuncev prisotne celuloliticna (Padilha in sod.,
1995; Marounek in sod., 1995; Gidenne in sod., 2002; Lavrenci¢, 2007a) pektinoliti¢na
(Marounek in sod., 1995; Gidenne in sod., 2002; Lavrenc¢i¢, 2007a, b) ksilanoliti¢na
(Marounek in sod., 1995; Gidenne in sod., 2002; Garcia in sod., 2002; Lavrenci¢, 2007a)
ureoliticna (Emaldi in sod., 1979, cit. po Gidenne, 1997; Crociani in sod., 1984, cit. po
Gidenne, 1997; Forythe in Parker, 1987, cit. po Gidenne, 1997) proteoliticna (Makkar in
Singh, 1987; Marounek in sod., 2000) in amiloliticna (Padilha in sod., 1995) mikrobna
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aktivnost. Primerjave fermentacijske aktivnosti v predzelodcih in slepem ¢revesu kunca so
pokazale, da je fibroliticna aktivnost mikroorganizmov slepega c¢revesa manjSa,
amiloliticna in proteoliti¢na pa vecja (Makkar in Singh, 1987). Marounek in sod. (1995) so
podrobneje opisali fibroliticno aktivnost mikroorganizmov slepega crevesa kuncev.
Ugotovili so veliko pektinoliti¢no aktivnost, sledi ksilanoliticna, najmanjSa pa je bila
celuloliticna aktivnost. Prav tako so odkrili veliko pektinolitiéno aktivnost v Zelodcu
kuncev, kar so povezali z zauzivanjem cekotrofov. To pomeni, da pektinoliticni encimi
delujejo tudi med prehodom skozi zelodec in tanko ¢revo, s ¢imer lahko delno razlozimo

razgradnjo nekaterih pektinov v teS¢em Crevesu.
2.3.3.1 Ogljikovi hidrati

Razgradnja ogljikovih hidratov v slepem crevesu kuncev je, glede vmesnih ter kon¢nih
produktov in mehanizmov razgradnje, v osnovi enaka, kot razgradnja v predzelodcih.
Sposobnost mikroorganizmov za fermentacijo ogljikovih hidratov je odvisna od vrste

ogljikovih hidratov in vrste prevladujocih bakterijv prebavnem traktu.

Lavrenci¢ (2007a) je pri raziskovanju poteka in vitro fermentacije razlicnih substratov
opazil zelo majhno hitrost produkcije plina pri in vitro fermentaciji celuloze (3,6 ml/h).
Cas do nastopa najvedje hitrosti fermentacije je znaSal dobrih 40 ur, zakasnitev zadetka
fermentacije pa 25 ur. Ob povpre¢nem casu zadrZevanja substrata v slepem crevesu (10 ur)

potemtakem pri kuncih do razgradnje celuloze sploh ne pride

Hitro in popolnoma razgradljive vlaknine (HPRV), kot so pektini in hemiceluloze, se v
slepem Crevesu hitreje in v ve¢jem obsegu razgrajujejo. V primerjavi fermentacije lucerne
(ve¢ pocasi in izjemoma popolnoma razgradljive vlaknine (PIPRV)) in sladkorne pese
(vsebuje vecinoma HPRV), je pri fermentaciji sladkorne pese nastalo ve¢ HMK, medtem
ko je bil pH nizji (Candau in sod. 1978, cit po Gidenne, 1997; Bellier, 1994, cit. po
Gidenne, 1997). Prav tako so opazili povecan obseg razgradnje vlaknine. Hitrost prehoda
skozi celoten prebavni trakt in med slepim cCrevesom in zadnjikom, je ostala

nespremenjena.

Skrob je pomembna sestavina krmnih meSanic za kunce. Koli¢ina Skroba, ki doseze slepo

¢revo kunca in je dostopna mikroorganizmom za razgradnjo, je odvisna od vsebnosti
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Skroba v obroku in od predhodne prebave Skroba v tankem c¢revesu. Vlaknina v obroku
lahko prepreci popolno razgradnjo skroba v tankem crevesu, zato lahko Skrob zelo hitro
fermentira v slepem crevesu. Gidenne in Perez (1993) sta ugotovila, da je bil pri
restriktivno krmljenih kuncih povecan pretok Skroba skozi tanko ¢revo (koli¢ina vlaknine v
obroku pa je ostala enaka) povezan z veCjo razgradnjo vlaknin in daljSim casom

zadrzevanja krme v prebavnem traktu.
2.3.3.2 Beljakovine

Vecina zauzitih beljakovin se prebavi ze v tankem crevesu, s pomocjo proteoliticnih
encimov. Beljakovine, ki pridejo v slepo ¢revo, so neprebavljive beljakovine krme in
endogene beljakovine (encimi, odmrle celice endotela prebavila...). V slepem Crevesu te
beljakovine proteoliticni mikroorganizmi deaminirajo in nadalje fermentirajo do amoniaka,
ki predstavlja glavni vir dusSika za mikrobno sintezo. Nivo amoniaka v slepem Crevesu
kunca se giblje od 4 do 18 mM/1 (Gidenne, 1997), Ceprav nekateri avtorji (Gidenne, 1986,
cit. po Gidenne, 1997; Morisse in sod., 1985, cit. po Gidenne, 1997) poroc¢ajo tudi o vecji
vsebnosti (25 do 30 mM/1).

Mikroorganizmi slepega in debelega Crevesa prispevajo velik del pri oskrbi kuncev s
hranljivimi snovmi, saj so sestavni del mehkih iztrebkov, ki gredo v ponovno prebavo.
Piattoni in sod. (1995) so ocenili, da je priblizno 50 % duSikovih spojin v slepem Erevesu
bakterijskega izvora. Z merjenjem vsebnosti diaminopimeli¢ne kisline, pa sta Jehl in
Gidenne (1996) delez bakterijskega dusika ocenila na 12 % do 24 % vsega dusika v slepem

¢revesu kuncev.
2.3.3.3 Mascobe

Neprebavljene nenasi¢ene mascobe mikroorganizmi v slepem c¢revesu hidrogenirajo.
Vsebnost mascob v krmi kuncev je majhna, zato je mikrobna hidrogenizacija v slepem

¢revesu manj pomembna (Gidenne, 1997).
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2.3.4 Sinteza hlapnih mascobnih Kislin in razmerja med njimi

Rezultat mikrobne aktivnosti v slepem crevesu so HMK ter amoniak in drugi plini (vodik,
ogljikov dioksid, metan), ki nastanejo v glavnem s fermentacijo polisaharidov
(hemiceluloz in pektinov). NajpogostejSe tri hlapne mascobne kisline nastale v slepem
¢revesu so ocetna, propionska in maslena kislina. Presnovne poti nastanka vseh treh so

podobne tistim v predzelodcih (slika 1).

Kunci imajo specificno razmerje s fermentacijo nastalih HMK, ki je bolj odvisno od
sestave cekalne flore, kot od fermentiranega substrata (Gidenne, 1997). S fermentacijo
nastane najve¢ ocetne kisline, sledi maslena, najmanj pa nastane propionske kisline.
Razmerje je torej pri kuncih drugacno, kot pri prezvekovalcih, kjer je najve¢ ocetne, sledi
propionska, najmanj pa je maslene kisline. Za tak$no razmerje med HMK je kriva
specificna mikrobna zdruzba v slepem crevesu kunca, kjer prevladujejo anaerobni
predstavniki iz rodu Bacteroides, najdemo pa tudi predstavnike rodu Butyrivibrio, ki
producirajo masleno kislino (Bellier in sod., 1995). Ve¢ji delez maslene kisline je tudi
zaradi pretvorbe ocetne kisline v masleno, ki poteka v slepem crevesu. Razmerje s
fermentacijo nastalih mascobnih kislin v slepem ¢revesu naj bi bilo odvisno od starosti
kunca. Ob 25. dnevu starosti so opazili nenaden obrat v razmerju med propionsko in
masleno kislino, saj naj bi od takrat naprej nastajalo ve¢ maslene kisline (Piattoni in sod.,
1995). Te ugotovitve pa se ne ujemajo z ugotovitvami Bellier in sod. (1995), ki so opazili

manj$o vsebnost maslene kisline pri odraslih kuncih, kot ob odstavitvi kuncev.

Fermentacijska aktivnost bakterij je odvisna tudi od dnevnega ritma. V Casu cekotrofije je
opazna manj$a produkcija HMK, kot v €asu izlo€anja trdega blata (Gidenne, 1986, cit. po
Gidenne, 1997; Gidenne, 1995, cit. po Gidenne, 1997). Ta dnevni ritem sovpada z ritmom
absorbcije HMK (Vernay in sod., 1984, cit. po Gidenne, 1997).

2.3.5 Plini nastali ob fermentaciji hranljivih snovi v slepem ¢revesu kuncev

Podobno kot v predzelodcih, tudi v slepem ¢revesu kuncev ob fermentaciji nastajajo plini
(ogljikov dioksid, metan in vodik). Fermentacija v slepem crevesu in kolonu je
ucinkovitejSa z vidika oskrbe Zzivali s potencialno energijo, kot fermentacija v

predzelodcih. Razlog za to bi naj bila reduktivna acetogeneza, ki delno nadomesti
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metanogenezo (Demeyer in De Graeve, 1991). Acetogeneza je Se posebej obsezna v
predodstavitvenem obdobju, ko naj bi bila metanogeneza odsotna. Piattoni in sod. (1996)
dopuscajo moznost obstoja genetskega vpliva na metanogenezo pri kuncih, saj so opazili
veliko variabilnost v produkciji metana med posameznimi gnezdi pri kuncih. Obseg
acetogeneze se po odstavitvi kuncev postopno zmanjSuje, poveCuje pa se metanogeneza.
Nasprotno pa so Bennegadi in sod. (2003) Ze pri sesnih kuncih odkrili razmeroma velik

delez metanogenih bakterij.

2.4 VPLIV PREHRANE NA AKTIVNOST MIKROORGANIZMOV V SLEPEM
CREVESU KUNCEV IN PREDZELODCIH PREZVEKOVALCEV

Krma vpliva na mikroorganizme v prebavnem traktu na vsaj dva nacina. Z njo imajo zivali
zagotovljeno ustrezno koli¢ino in kakovost hranljivih snovi, obenem pa zagotavlja tudi
ustrezno motori¢no delovanje prebavnega trakta in ustrezno hitrost pretoka vsebine

prebavil skozi prebavni trakt.
2.4.1 Vlaknina

Lignoceluloza je bila vedno pomemben del prehrane prezvekovalcev, saj zagotavlja
ustrezno delovanje predzelodcev. Lignin je odporen na mikrobno razgradnjo v
predzelodcih, zavira pa tudi razgradnjo celuloze, s katero je povezan preko Stevilnih
kemijskih vezi, ter tako mikroorganizmom onemogoca dostop do substrata (celuloze)

(Krause in sod., 2003).

Cas zadrzevanja krme v predzelodcih je bistveno daljsi kot tisti v slepem &revesu kuncev,
zato je razgradnja celuloze s pomocjo celulolitiénih bakterij vecja. Vse vrste vlaknin
(HPRV in PIPRV) so zelo pomemben dejavnik za vzdrzevanje stabilnega okolja za
vampove mikroorganizme. Ob razgradnji vlaknine nastajajo HMK, posebej ocetna kislina,
ki preprecujejo pretiran razvoj mle¢nokislinskih bakterij in drugih bakterij, ki znizujejo pH
v predzelodcih (Slyter, 1976). Russel (1998) je opazil, da pri zreli voluminozni krmi
nastaja veliko ocetne in malo propionske kisline, pri nezreli voluminozni krmi pa je
razmerje med ocetno in propionsko kislino ozje. Ozje razmerje med ocetno in propionsko

kislino je opazno tudi pri mocnih krmilih, vendar vsebnost propionske kisline ni nikoli
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vecja od vsebnosti ocetne kisline. Na vsebnost maslene kisline s prehrano ne vplivamo v

tolik$ni meri, kot na vsebnosti ocetne in propionske kisline (Russel, 1998).

Vlaknina (polisaharidi in fenolne substance) v krmi ima pozitivne vplive na zdravje
kuncev, prepreuje pojav prebavnih motenj. Vlaknino lahko razdelimo na dve skupini.
Prvo skupino predstavljajo pocasi in izjemoma popolnoma razgradljive vlaknine (PIPRV),
v glavnem lignin in celuloza, ki vzdrZujejo motori¢no funkcijo prebavila. V drugi skupini
so v glavnem vlaknine, ki so glavni substrat za mikrobno fermentacijo v slepem ¢revesu.

Gre predvsem za hemiceluloze in pektinske snovi (Lavrencic, 2007b).

Ob zmanjSanju vsebnosti vlaknine v obroku, ne pride do statisticno znacilnih sprememb
koncentracije kon¢nih produktov fermentacije in pH vsebine slepega ¢revesa. Razlike so le
v razmerjih med HMK (Bellier in Gidenne, 1996, cit. po Gidenne, 1997). Ob zozanju
razmerja med vlaknino in Skrobom se poveca vsebnost maslene kisline, vsebnost ocetne
kisline pa se zmanjSa. Pocasi in izjemoma popolnoma razgradljiva vlaknina (PIPRV), ki
pride v slepo ¢revo, ne doloca potek fermentacije, najverjetneje zaradi relativno kratkega
Casa zadrzevanja substrata v slepem crevesu. Ta je dovolj dolg le za razgradnjo hitreje in
popolnoma razgradljivo vlaknino (HPRV), kot so pektini in hemiceluloze. O manjSem
vplivu celuloze, Skroba in beljakovin na fermentacijsko aktivnost mikroorganizmov v
slepem crevesu kuncev porocajo tudi Marounek in sod. (2000), Kermauner in Lavrencic

(2005) in Lavrenci¢ (2007a).

Lignin naj bi bil odporen na bakterijsko razgradnjo. Inhibitoren ucinek lignina na
fermentacijo je dobro raziskan pri prezvekovalcih, pri kuncih pa so rezultati raziskav zelo
razli¢ni. Gidenne in Perez (1993) sta opazila, da pove€ana vsebnost lignina v krmi vpliva
na manjso razgradljivost vlaknine in skrajSa cas zadrZzevanja krme v prebavilih, opazen pa
je tudi pozitiven ucinek pri zmanjSevanju pogina pri odras¢ajocih kuncih. Nekateri avtorji
(Motta Ferreira, 1990, cit. po Gidenne, 1997; Chiou in sod., 1994, cit. po Gidenne, 1997)
trdijo, da lignin vpliva na manjSo produkcijo HMK in amoniaka, medtem ko drugi
(Gidenne, 1986, cit. po Gidenne, 1997; Falcao e Cunha, 1988, cit. po Gidenne, 1997; Perez

de Ayala, 1989, cit. po Gidenne, 1997) niso opazili nobeh sprememb v fermentaciji.
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Vpliv celuloze na razgradnjo vlaknine in na prehod krme skozi slepo ¢revo, je manjsi kot
vpliv lignina. Celuloza ima pozitiven vpliv na zmanjSevanje pogina pri odraS¢ajocCih

kuncih (Gidenne, 1997).

Raziskava poteka in vitro produkcije plina pri razli¢nih Cistih substratih (pektin, ksilan,
Skrob in celuloza) in komercialni krmni meSanici za kunce (Lavrencic, 2007a) je pokazala,
da samo na podlagi skupne produkcije plina (B) in najvecje hitrosti fermentacije (MFR), Se
ne moremo sklepati o pomembnosti dolo¢enega substrata in vivo, saj je ¢as zadrZzevanja
substrata v slepem ¢revesu omejen na okoli 10 ur (Gidenne in sod., 2002). V omenjenem
poskusu sta le pektin in komercialna krmna meSanica v tem ¢asu dosegla najve¢jo MFR.
To dokazuje, kako pomembni so pektini za mikroorganizme slepega ¢revesa kuncev. Tudi
hemiceluloze so pomemben substrat za mikroorganizme (Gidenne in sod., 2002), ¢eprav je
bil ¢as, ko je bila dosezZena najvecja hitrost fermentacije (TMFR) daljsi od pricakovanega.
Lavrenci¢ (2007a) predvideva, da je TMFR za hemiceluloze in vitro daljsi od TMFR in
Vivo, ker je in vitro fermentacija upocasnjena zaradi razred¢itve inokuluma, zaradi Cesar je
mikrobna kolonizacija substrata pocasnejSa in zakasnitev zacetka fermentacije (LAG)
daljsa. HPRV pospesijo razgradnjo hranljivih snovi v slepem ¢revesu in pozitivno vplivajo
na vzpostavitev mikrobne zdruzbe pri odrascajocih kuncih. Candau in sod. (1978), cit po
Gidenne (1997) so porocali o zgodnejsi stabilizaciji fermentacije v slepem crevesu kuncev,
ki so zauzivali obroke, sestavljene na osnovi sladkorne pese v primerjavi s kunci, ki so
zauzivali obroke, sestavljene na osnovi lucerne. Jehl in Gidenne (1996) porocata, da
zamenjava Skroba z HPRV izboljSa razgradnjo vlaknine, ne da bi to vplivalo na cas

prehoda krme skozi prebavni trakt.
2.4.2 Skrob

Krma prezvekovalcev, ki temelji na zitih lahko vsebuje tudi 500 gramov Skroba na
kilogram. Fermentacija Skroba v predzelodcih je zelo obsezna, saj se lahko fermentira tudi
90 % vsega Skroba. Tako obsezna fermentacija pogosto pomeni znizanje pH vampove
vsebine, kar inhibira celulolitiécne mikroorganizme. Rymer in Givens (2002) sta ugotovila,
da je razgradljivost sena manjsa, ¢e je v krmi velik delez hitro razgradljivega Skroba. Nizek
pH nudi ugodne razmere za delovanje mlecnokislinskih bakterij, ki so drugace v

predzelodcih prisotne v zelo omejenem Stevilu. Delovanje mle¢nokislinskih bakterij Se
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dodatno zniza pH vampove vsebine, kar lahko vodi do acidoze vampa. Uspesni
razgrajevalci Skroba so poleg bakterij (Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus,
Prevotella ruminicola, Butyrivibrio brisolvens, Succinimonas amylolytica, Selenomonas
ruminantium...) in nekaterih gliv predvsem prazivali, ki prispevajo od 20 % do 45%
amilolitine aktivnosti v predzelodcih (McAllister in Cheng, 1996). PoveCana vsebnost
Skroba v krmi povzro¢i povecanje deleza propionske kisline v predzelodcih glede na delez

ocetne kisline (Keady in Mayne, 2001; Rymer in Givens, 2002).

Rezultati raziskav o vplivu Skroba na mikrobno fermentacijo v slepem c¢revesu so si
nekoliko nasprotujoci. Blas in sod. (1994) so ugotovili, da se velik delez koruznega Skroba
ne prebavi v tankem c¢revesu, nato pa v slepem ¢revesu povzro¢i nezazeleno fermentacijo
in vzpostavitev nezeljene mikroflore slepega Crevesa, kar poveca pogin kuncev. Rezultati
te Studije potrjujejo Ze znana dejstva, da mora krma kuncev prve tri tedne po odstavitvi
vsebovati manj Skroba in ve¢ vlaknine. Gutierréz in sod. (2002) so ugotovili tudi, da
nadomestitev pSenicnega Skroba s Skrobom iz graha vodi do statisticno znacilnega
povecanja koncentracije Skroba na terminalnem delu tankega ¢revesa. Vecina tega Skroba
naj bi se fermentirala v slepem ¢revesu. Tudi Padilha in sod. (1995) porocajo o velikem
Stevilu amilolitiénih mikroorganizmov v slepem crevesu. Po drugi strani pa Gidenne in
Bellier (2000) in Gidenne in sod. (2004) ugotavljajo, da se ve€ina Skroba prebavi Ze v
tankem crevesu, tako da ga malo pride v slepo ¢revo. Lavrenci¢ (2007a) je ugotovil, da
Skrob sicer fermentira v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega Crevesa kuncev,
vendar je zakasnitev zacetka fermentacije (LAG) daljsa od 10 ur, cas, ko je dosezena
najvecja hitrost fermentacije (TMFR) pa daljsi od 22 ur, pri tem pa nastane le malo plina
(15 ml/g suhe snovi). Cetudi predvidevamo, da so LAG in TMFR in vivo krajsi, so $e
vedno predolgi, da bi bila fermentacija Skroba obseznej$a. S to raziskavo je Lavrencic
(2007a) potrdil, da Skrob ni pomemben substrat za mikroorganizme v slepem crevesu

kuncev.
2.4.3 Beljakovine

Na splosno velja, da razgradljive beljakovine zvisajo mikrobno aktivnost v predzelodcih

prezvekovalcev, vendar le, ¢e je istocasno v obroku tudi dovolj energije, saj je zaradi
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pomanjkanja energije rast bakterij v predzelodcu zmanjSana (Cruz Soto in sod., 1994, cit.

po Chikunya in sod., 1996).

Najvecji delez (dve tretjini) vseh surovih beljakovin v slepem ¢revesu kuncev predstavljajo
prave beljakovine. To so v glavnem bakterijske beljakovine, neprebavljive beljakovine
krme in endogene beljakovine (encimi, mucini, odmrle celice endotela prebavil...). Drugi
najve€ji delez surovih beljakovin predstavlja nebeljakovinski dusik, ki zajema
aminokisline, peptide, amoniak in se¢nino (Marounek in sod., 2000). Amoniak v slepem
¢revesu pa ne nastaja le zaradi mikrobne fermentacije, ampak ga okrog 25 % izhaja iz
seCnine iz krvi, ki jo ureoliti¢ni encimi pretvorijo v amoniak. Kar polovica seCnine, ki
nastane v katabolnih procesih, se iz krvi absorbira v prebavila. Majhna vsebnost secnine v

slepem Crevesu nakazuje, da se¢nino zelo hitro hidrolizirajo bakterije (Gidenne, 1997).

Nadomescéanje beljakovin v krmi z nebeljakovinskimi viri du$ika, se je izkazalo za
neuporabno, saj se 90 % se€nine absorbira v kri Ze pred slepim ¢revesom. Po drugi strani
pa secnino uspeSno porabijo mikroorganizmi, ¢e jo vnesemo direktno v slepo crevo.
Makkar in sod. (1990) porocajo o dvigu celuliticne aktivnosti ob povecani koli€ini secnine
v krmi. Al - Bar in Al - Aghbari (1996, cit. po Gidenne 1997) sta ugotovila, da povecanje
koli¢ine beljakovin v krmi iz 12,8 % na 16 % poveca koncentracijo dusika v slepem
¢revesu in zniza pH vrednost. S povecanjem vsebnosti beljakovin v krmi se poveca tudi
koncentracija hlapnih mascobnih kislin v slepem crevesu kuncev. Presezek beljakovin v
krmi lahko pri mladih kuncih povzroci prekomerno namnozitev klostridijev in povecano
moznost namnozitve E. coli, kar lahko vodi do prebavnih motenj in driske (Cortez in sod.,

1992, cit. po Gidenne, 1997).
2.4.4 Mascobe

Zmoznost vampovih mikroorganizmov za razgradnjo mascob je omejena in tudi krma
prezvekovalcev nadeloma vsebuje le malo maséob. Ce se delez mas¢ob v krmi poveéa nad
100 g/kg se aktivnost mikroorganizmov zmanjSa, zaradi Cesar se zmanjSata fermentacija
vlaknine in zauzivanje krme. Raziskave in vitro razgradljivosti pri prezvekovalcih so
pokazale, da masc¢obe negativno vplivajo na razgradnjo strukturnih ogljikovih hidratov v

predzelodcih. Po drugi strani pa opazovanja in vivo kazejo, da mascobe v krmi ne vplivajo
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na bakterijsko floro predzelodcev, saj se je negativen vpliv pokazal le pri nekaterih
fibroliticnih bakterijah. Nasprotno pa masc¢obe negativno vplivajo na Stevilo prazivali v
predzelodcih (Doreau in Ferlay, 1995). Nasi¢ene maScobe ne prizadenejo mikrobne

fermentacije v predzelodcih v tak$ni meri kot nenasic¢ene mascobne kisline.

Podatkov o ucinku mascob na mikroorganizme slepega Crevesa kuncev je malo. Falcao e
Cunha in sod. (1996, cit. po Gidenne, 1997) poro€ajo o boljsi razgradnji vlaknine, vecji
masi stene slepega Crevesa in povecani tezi vsebine slepega ¢revesa ob dodatku mascob v

obroku kuncev.
2.5 POMEN HLAPNIH MASCOBNIH KISLIN

Skupna produkcija hlapnih mas¢obnih kislin (HMK) ima Stevilne ugodne vplive, tako na
energetski metabolizem, kot tudi na zdravje. HMK spodbujajo absorbcijo vode in natrija v
debelem crevesu sesalcev in tako preprecujejo osmotsko drisko. Maslena kislina ima pri
tem vecjo vlogo kot ocetna in propionska. Produkcija hlapnih mascobnih kislin ima tudi
pomembno vlogo pri vzdrzevanju morfoloske in funkcionalne zgradbe epitela debelega
¢revesa, saj HMK spodbujajo proliferacijo epitela debelega ¢revesa. Visoka koncentracija
HMK tudi spodbuja sekrecijo karbonatnega iona v debelo ¢revo ter s tem vpliva na
pufersko kapaciteto vsebine debelega Crevesa in na vzdrZzevanje konstantnega pH

(Williams in sod., 2001).

HMK v debelem c¢revesu vplivajo tudi na kréenje miSic debelega Crevesa, vendar je
njihova vloga Se nejasna (Edwards, 1993). Mortensen in sod. (1990, cit. po Edwards, 1993)
poroc¢ajo o vplivu HMK na dilatacijo arterijskih kapilar debelega ¢revesa, kar vpliva na

pretok krvi v tem delu in na hitrost absorbcije hranljivih snovi iz vsebine debelega crevesa.

Absorbcija hlapnih mascobnih kislin lahko zagotavlja kar 30% potrebne energije za
vzdrzevanje bazalnega metabolizma zivali. Del hlapnih mascobnih kislin absorbira stena
debelega ¢revesa, vendar pride le acetat v sistemski krvni obtok v vecji koli¢ini in je
dostopen za metabolizem v miSicah. Metabolizem propionata se nadaljuje v jetrih, kjer
inhibira glukoneogenezo. Butirat predstavlja pomemben energetski vir za mukozne celice
slepega Crevesa. Prispeval naj bi 70% energije, ki jo porabijo kolonocite za svoje delovanje

(Williams in sod., 2001).
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Sunvold in sod. (1995) in Fukuda (1999) ugotavljajo, da je uzivanje prehranske vlaknine
tesno povezano z manjSim tveganjem za nastanek raka debelega Crevesa. Mehanizem
preventivnega vpliva prehranske vlaknine na razvoj raka, je v veliki meri povezan z
nastankom HMK v debelem crevesu. Zaradi nastalih kislin se pH v vsebini debelega
Crevesa zniza, kar inhibira delovanje bakterij, katerih presnovki delujejo kancerogeno.
Fukuda (1999) poroca tudi o antineoplasti¢nih ucinkih (diferenciacija in apoptoza) maslene

kisline proti rakastim celicam debelega Crevesa.

Nizji pH v slepem in debelem crevesu zavira delovanje kolibacilov in drugih potencialno
patogenih mikroorganizmov, ki povzrocajo drisko in druge prebavne motnje pri kuncih
(Jehl in Gidenne, 1996), s ¢imer pripomorejo k ohranjanju dobrega zdravstvenega stanja in

k zmanjSanju pogina kuncev v ¢asu pitanja.

Z vidika energije so HMK =zelo pomembne tudi za prezvekovalce. Skozi stene
predzelodcev se absorbira velika kolicina HMK, ki pokrije velik del potreb po energiji
prezvekovalcev (Bergman, 1990, cit. po Sehested in sod., 1999). Od prevladujo¢ih HMK
ima butirat najve¢jo energijsko vrednost, najpogosteje pa ga porabijo ze celice epitela
predzelodcev, kar jim pokriva velik del potreb po energiji. Epitelne celice predzelodcev

porabijo najve¢ maslene kisline, sledi propionska, najmanj pa ocetne kisline.

Povecanje koncentracije najpomembnejSih HMK v predZelodcih (ocetna, propionska in
maslena kislina) povec¢a mitotsko delitev celic epitela predzelodcev ovc in vivo , pri cemer
ima maslena kislina na proliferacijo celic najvecji ucinek (Skata in Tamate, 1978, cit. po

Baldwin, 1999) .

KratkoveriZzne mascobne kisline zagotavljajo od 60 % do 70% presnovljive energije pri
prezvekovalcih, zato so zelo pomembne tudi pri prireji mleka (Armentano, 1992, cit. po
Seymour in sod., 2005; Van Soest, 1982, cit. po Seymour in sod., 2005). 1z ocetne in
maslene kisline zivali z oksidacijo pridobijo energijo, sluzita pa tudi kot prekurzorja za
sintezo mascob, propionska kislina pa je samo glukogena in zagotavlja od 65 % do 80 %
glukoze za metabolizem krav v laktaciji. Maslena kislina lahko stimulira glukoneogenezo,

¢eprav sama ni glukogena. Pri tvorbi mleka pa maslena kislina poleg zagotavljanja energije
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in zagotavljanja prekurzorjev za sintezo mascob, spodbuja tudi pretvorbo propionske

kisline v glukozo, iz katere nastaja laktoza (Seymour in sod., 2005).

Nenazadnje so pomemben produkt fermentacije pri prezvekovalcih tudi Stevilne mikrobne
celice, ki so pomemben vir beljakovin in aminokislin za gostitelja. Te se prebavijo in

absorbirajo v glavnem v tankem crevesu (McDonald in sod., 2002).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 SUBSTRATI

Za substrate smo izbrali osem krmil z razlicno kemijsko sestavo (preglednica 2).
Energijska krmila so vsebovala predvsem skrob (zrnje koruze in je¢mena). V sojinih in
son¢ni¢nih tropinah so prevladovale beljakovine. Celuloza je prevladovala v peletiranem
senu in dehidrirani lucerni, medtem ko so hemiceluloze (ksilani) prevladovali v pSeni¢nih
otrobih, pektinske snovi pa v pesnih rezancih. Vsi vzorci so bili pred zacetkom in vitro

inkubacije zmleti na velikost delcev 1 mm.

Preglednica 2: Kemijska sestava uporabljenih substratov (g/kg SS vzorca)

Pelet.  Dehidr. PSen. Jefmen Koruza  Pesni Son. Soj.
seno  lucerna otrobi rezanci tropine tropine

SS (na vzorec) 930,6 928,8 883,3 895,0 877,8 9333 920,7 890,8

SB 1102 1793 1743 1069 88,0 953 387.9 5154
SM 11,7 245 33,0 19.7 34.8 9.6 9,5 12,4
SP 1098 1147 56.9 24,7 12.8 943 87.6 63.4
NDV 6700 4771 4665 1729 1139 3260 3099 1284
KDV 4494 3544 1574 66,6 36,7 1908  247.1 87.9
KDL 112,6 98,9 443 13.6 5.8 15.6 70,5 2.9
Celuloze
KDV-KDLy 3368 2555 113 530 30,9 1752 176,6 85.0
Hemiceluloze
NDV KDYy 2206 1227 309 106.3 772 135.2 62.8 40,5
Nevlaknasti
ogljikovi 983 2044 2693 6758 7505 4748 205,01 2804
hidrati

(NVOH)

SS=suha snov, SB=surove beljakovine, SM=surove mascobe, SP=surov pepel, NDV=v nevtralnem detergentu netopna vlaknina,
KDV=v kislem detergentu netopne vlaknine, KDL=v kislem detergentu netopen lignin, NVOH=nevlaknasti ogljikovi hidrati (NVOH =
SS - (SP + SB + SM + NDV), pelet. seno=peletirano seno, dehidr. lucerna=dehidrirana lucerna, pSen. otrobi=psenic¢ni otrobi, son.
tropine=son¢nicne tropine, soj. tropine=sojine tropine

3.2 INVITRO FERMENTACIJA

In vitro fermentacijo substratov smo izvedli z Hohenheimskim plinskim testom. Metoda je

povzeta po avtorjih Menke in Steingass (1988).
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3.2.1 Priprava vampovega soka

Vampov sok smo dobili iz dveh fistuliranih ovnov jezersko—solcavske pasme, ki sta bila
krmljena s senom po volji in z 250 g koruznega zrnja za pokrivanje potreb za vzdrzevanje.
Temu obroku smo dodali §e 20 g mineralno vitaminskega dodatka na dan. Vampov sok
smo odvzeli dve uri po krmljenju in ga v predhodno ogreti (na 39 °C) in s CO, prepihani

termo steklenici prenesli v in vitro laboratorij.
3.2.2 Priprava inokuluma iz vsebineslepega ¢revesa kuncev

Za pripravo inokuluma iz vsebine slepega ¢revesa kuncev smo uporabili metodo, ki jo je
opisal Calabro in sod. (1999). Zrtvovali smo dva 78 dni stara novozelandska bela kunca
(slovenska mesna linija SIKA), ki sta bila od odstavitve krmljena povolji s komercialno
krmno mesSanico, ki je vsebovala (v susini) 201 g SB, 22 g SM, 155 g SV, 524 g BDI, 334
g NDV, 190 g KDV in 51 g KDL (Krka, Novo mesto, Slovenija). Priblizno 16 ur pred
klanjem smo jima odvzeli krmo, vodo pa smo jima pustili S¢ vedno na razpolago. Po
zakolu smo kuncema odstranili prebavila, slepo ¢revo pa na obeh koncih prevezali z
najlonsko vrvico, da smo preprecili iztok in pomeSanje vsebine slepega ¢revesa z vsebino
preostalega dela prebavil. Slepi ¢revesi smo v plasti¢ni posodi v nekaj minutah prenesli v
in vitro laboratorij. Vsebini slepih ¢reves smo stisnili v predhodno ogreto (39 °C) in' s CO,

prepihovano ¢aso ter vsebini z meSanjem homogenizirali.
3.2.3 1Izvedba in vitro fermentacije

Ciste in osusene brizgalke smo osteviléili in vanje zatehtali priblizno 175 mg substrata.
Vsak substrat smo zatehtali v pet brizgalk. Brizgalke smo nepredusno zaprli, jih postavili v

stojalo, stojalo pa postavili v kad z deionizirano vodo, segreto na 39 + 0,5 °C.

Pufer smo pripravili iz raztopin A, B in C, katerih sestava je prikazana v preglednici 3 in
raztopine resazurina (preglednica 4). Steklenico s pufrom smo na dan zacetka poskusa
namestili v vodno kopel v kadi za meSanje pufra, ki smo jo segreli na 39 + 0,5 °C. Pufer
smo mesSali z magnetnim meSalom in ga prepihovali s CO; pod pritiskom 1,8 do 2,0 bara.
Pet do deset minut preden smo pufru dodali vampov sok, smo v pufer dodali redukcijsko

raztopino (preglednica 4).
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Vampov sok smo filtrirali skozi $tiri plasti gaze v ogret (40 °C) in s CO, prepihovan
merilni valj. Potrebno koli¢ino vampovega soka smo, ob stalnem prepihovanju s CO,,
dodali kon¢nemu puftru, in sicer v razmerju tretjina vampovega soka in dve tretjini pufra.

Vse skupaj smo prepihovali s CO; Se 15 minut ob neprestanem mesSanju.

Preglednica 3: Sestava puferskih raztopin A, B in C

Raztopina A Raztopina B Raztopina C
13,2 g CaCl, x 2H,0O 35,0 g NaHCO; 5,7 g Na,HPO,
10,0 g MnCl, x 4H,0 4,0 g (NH4)HCO;4 6,2 g KH,PO,
1,0 g CoCl, x 6H,O deionizirana voda do 1000 ml 0,6 g MgSO, x 6H,0O
0,8 g FeCl, x 6H,O deionizirana voda do 1000 ml

deionizirana voda do 100 ml

Preglednica 4: Sestava resazurina, redukcijske raztopine in kon¢nega pufra

Raztopina resazurina Redukcijska raztopina Pufer*
100 mg resazurina 47,5 ml deionizirane vode 474 ml deionizirane vode
deionizirana voda do 100 ml 2 ml 1 M NaOH 0,12 ml raztopine A
285 mg Na,S x 7H,0 237 ml raztopine B

237 ml raztopine C
1 ml raztopine resazurina

40 ml redukcijske raztopine

* koli¢ina redukcijske raztopine in pufra zado$ca za 50 brizgalk

Pri pripravi inokuluma iz vsebine slepega crevesa kuncev smo najprej pripravili 250 ml
¢aso s pufrom brez redukcijske raztopine. Ob prepihovanju s CO, smo v ¢aSo zatehtali
potrebno koli¢ino vsebine slepega ¢revesa in vse skupaj premesali na magnetnem mesalu s
termostatom. Homogenizirano vsebino slepega ¢revesa in pufra smo filtrirali skozi 4 plasti
gaze v drugo 250 ml Caso in ostanek vsebine slepega Crevesa na gazi prelili manjSo
koli¢ino pufra. Filtrat smo nato prenesli v 2 | steklenico s preostankom pufra, ki smo mu
predhodno dodali redukcijsko raztopino. Tako pripravljen inokulum smo prepihovali s CO,

Se 15 minut pod pritiskom enega bara.
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S tako pripravljenim inokulumom iz vsebine slepega ¢revesa in inokulumom iz vampovega
soka smo napolnili brizgalke z zatehtanim substratom in odcitali zacetni polozaj bata v
brizgalki. Vsebino smo nato premesali in brizgalko postavili nazaj v stojalo v kadi, kjer je
bila deionizirana voda segreta na 39 °C. Istoasno z vzorci smo inkubirali tudi tri slepe
vzorce (brez substrata) in tri vzorce s standardnim senom, za spremljanje aktivnosti
inokulumov, pripravljenih iz vsebine slepega crevesa kuncev oz. vampovega soka.
Prostornine nastalega plina smo odcitali po 2., 4., 6., 8., 10., 12., 24., 36., 48., 72. in 96.
urah inkubacije. Ce je prostornina nastalega plina narasla ¢ez 80 ml, smo plin iz brizgalke

iztisnili, prostornino plina pa na novo odcitali in nadaljevali z inkubacijo.
3.3 ANALIZA HLAPNIH MASCOBNIH KISLIN

Po osmih urah inkubacije smo, po od¢itavanju prostornine nastalega plina, izlocili po dve
brizgalki z istim substratom in ju postavili v hladno vodo. Vsebino brizgalk smo prelili v
oznacene 50 ml centrifugirne epruvete in dodali AgCl,, da smo ustavili delovanje
mikroorganizmov. Epruvete smo shranili v zamrzovalniku na — 20 °C do zadetka analize

vsebnosti hlapnih mascobnih kislin.
3.3.1 Potek eterske ekstrakcije hlapnih masc¢obnih kislin (HMK)

Zamrznjene vzorce smo najprej odmrznili na sobni temperaturi nato pa centrifugirali 5
minut pri 2000 rpm. Po centrifugiranju smo po 3 ml supernatanta iz vsake epruvete
prenesli v prazne epruvete in dodali H,SO4 do pH 2. Supernatant smo nato centrifugirali Se

10 minut pri 3000 rpm.

V epruvete smo si pripravili po 0,4 g suSenega NaCl in dodali 1 ml vzorca. Vzporedno smo
naredili tudi ekstrakcijo standardne meSanice HMK, katere sestava je prikazana v

preglednici 5.
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Preglednica 5: Sestava standardne raztopine HMK

Kislina Koncentracija (g/1) Koli¢ina (ml)
Ocetna kislina (C,) 0,525 5
Propionska kislina (C;) 0,099 1
[zo-maslena kislina (C,) 0,095 1
N-maslena kislina (C,) 0,096 1

Vzorcu in standardu smo dodali 100 pl internega standarda (krotonska kislina
koncentracije 1 g/1), nato pa Se 200 pul 50% H,SO4 Na koncu smo dodali Se 1 ml dietiletra.
Vzorce smo centrifugirali do 2000 rpm, nato pa centrifugo izkljucili. Po centrifugiranju
smo etersko (zgornjo) fazo posesali s Pasteurjevimi pipetami, v spodnjo fazo pa dodali Se 1
ml etra. Vsebino smo premesali z obraCanjem epruvete (20%) in ponovili postopek
centrifugiranja. Etersko fazo smo prenesli v epruveto, kjer smo Ze imeli ekstrakt ter dodali

Se priblizno 0,3 g CaCl, (Holdeman in sod., 1977).
3.3.2 Analitska oprema in pogoji analize

Vsebnost HMK v vzorcu smo dolocili s plinsko kromatografijo. Uporabili smo plinski
kromatograf Hewlett Packard 5890 A; proizvajalca Hewlett Packard, ZDA. Za loCevanje
hlapnih mascobnih kislin smo uporabili kapilarno kolono NUKOL, dolzine 30 m, premera
0,25 mm in debelino standardne faze 0,25 pm, proizvajalca SUPELCO, ZDA. V

preglednici 6 sta navedena temperaturni program analize in pretok plinov.
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Preglednica 6: Temperaturni pogoji in pretok plinov za plinsko kromatografijo

T* program Pretok plinov
T injektorja 185°C Ar (nosilni) 2 ml/min
Zacletna T kolone 75°C Dusik (make-up ) 30 ml/min
Zadrzevalni Cas 3,5 min Vodik 30 ml/min
Dvig T 14 °C/min Zrak 300 ml/min
Kon¢na T kolone 160 °C
Kon¢ni zad. ¢as 3 min V" INJICIRANJA 1 pl; split 30:1
T detektorja 290 °C

T=temperatura, * V=prostornina

3.4 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Podatke o prostornini nastalega plina ob razlicnih casih inkubacije in koli¢ini HMK,
spros€enih po 8. urah inkubacije smo za statisticno obdelavo pripravili v programu
Microsoft Excel. Vse podatke smo korigirali s prostornino plina ali HMK, nastalih iz/v
slepem vzorcu ob danem casu inkubacije. Dobljene vrednosti smo korigirali Se na vsebnost

suhe snovi (SS) substratov.
3.4.1 Kazalniki poteka fermentacije

Kazalnike produkcije plina smo ocenili s pomoc¢jo Gompertzovega modela (Bidlack in

Buxton, 1992):
Yt — B x efc><97At

kjer je Y prostonina plina (ml/g SS) nastalega v €asu t, B je skupna potencialna produkcija
plina (ml/g SS), C je specifi¢na hitrost fermentacije, na katero vpliva parameter A, ki je
konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti. Kazalnike B, C in A smo ocenili z
Marquardtovo nelinearno regresijo (PROC NLIN) v statisticnem programskem paketu
SAS/STAT (SAS/STAT, 1994). 1z ocenjenih kazalnikov Gompertzovega modela smo
izraCunali najvecjo hitrost fermentacije (MFR; ml/h), €as, ko je hitrost fermentacije

najve¢ja (TMFR; h), zakasnitev zacetka fermentacije (LAG; h). Prostornino plina,
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nastalega v 8. urah (Gasg) fermentacije, smo izracunali tako, da smo v Gompertzov model

vstavili Cas inkubacije 8 ur.

Cas, ko je bila hitrost fermentacije najveéja (TMFR), smo izradunali z drugim odvodom

Gompertzovega modela, ki smo ga izenacili z 0 in resili po t:

dy
dt?

AX BZ « C2 > (e—At)Z % e—Cxe’At _ AX B > C2 % e—Cxe’A[ =0
Najvecjo hitrost fermentacije (MFR) smo izracunali tako, da smo vstavili ustrezno
vrednost TMFR v enacbo prvega odvoda Gompertzovega modela.

Zakasnitev zacetka fermentacije (LAG) smo izracunali z enacbo:

LaG = log(€)-1

3.4.2 Statisti¢ni model

Morebitne statisticno znacilne razlike med substrati in med vrstama inokulumov za
spremenljivke B, A, C, MFR, TMFR, LAG in GASg smo izraunali z statisticnim

modelom:

Yij =u+ Ii+Sj + ISij +€,

kjer so:

Y= B, C, A, MFR, TMFR, LAG in GAS;, vsebnost skupne koli¢ine HMK,
vsebnost ocetne, propionske in maslene kisline ter deleze ocetne, propionske
in maslene kisline od skupne koli¢ine HMK

= srednja vrednost

Ii= vrsta inokuluma; i = inokulum, pripravljen iz vsebine slepega ¢revesa kunca
ali vampovega soka ovna

S;= vrsta substrata, j = zrnje jeCmen in koruze, dehidrirana lucerna, pesni rezanci,
pSenicni otrobi, seno, sojine in son¢nicne tropine

IS;i = interakcija med vrsto inokuluma in vrsto substrata

€ij = ostanek
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI ANALIZE VARIANCE KAZALNIKOV IN POTEKA
FERMENTACIJE TER HLAPNIH MASCOBNIH KISLIN

Rezultati analize variance kazalnikov fermentacije, kot so skupna potencialna produkcija
plina (B), specifi¢na hitrost fermentacije (C) in faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (A), ter
izraCunanih parametrov, kot so zakasnitev zafetka fermentacije (LAG), najvecja hitrost
fermentacije (MFR), Cas, ko je bila hitrost fermentacije najvecja (TMFR), ter prostornina
plina, nastala po osmih urah inkubacije (GAS;s), so predstavljeni v preglednici 7, kjer smo

navedli tudi determinacijske koeficiente za posamezne vplive (R?).

Preglednica 7: Rezultati analize variance za ocenjene in izracunane kazalnike fermentacije

Parameter B C A LAG (h) MFR TMFR GASg
(ml/h) (h) (ml/g SS)
R’ 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99
substrat <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
inokulum <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

substrat*inokulum  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

B — skupna potencialna produkcija plina, C - specifiéna hitrost fermentacije, A - konstantni faktor mikrobne (ne)uéinkovitosti, LAG -
zakasnitev fermentacije na zacetku, MFR - maksimalna stopnja fermentacije, TMFR - ¢as maksimalne stopnje fermentacije, GASs -
koli¢ina plina po osmih urah inkubacije

Delez pojasnjene variance (R?) je za vse kazalnike in izraunane parametre presegel 0,97.
Na vse kazalnike fermentacije sta statisticno znacCilno vplivala tako uporabljen substrat
(P<0,0001), kot vrsta inokuluma (P<0,0001). Statisticno znacilen pa je bil tudi vpliv

interakcije substrata in inokuluma (P<0,0001).

Rezultati analize variance za koli¢ino nastale ocetne, propionske in maslene Kkisline,
skupne koli¢ine hlapnih mas¢obnih kislin (HMK), ter delezev posameznih HMK po osmih
urah inkubacije posameznih krmil, so predstavljeni v preglednici 8, kjer je prikazan tudi

deleZ pojasnjene variance (R?).
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Preglednica 8: Rezultati analize variance za koli¢ino nastalih hlapnih mascobnih kislin

Parameter Ocetna Propionska Maslena HMK Delez Delez Delez
kislina kislina kislina (mmol/g SS)  ocetne  propion. maslene

(mmol/g SS) (mmol/g SS) (mmol/g SS) kisline kisline kisline

R’ 0,98 0,98 0,86 0,97 0,98 0,99 0,98
substrat <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
inokulum <0,0001 <0,0001 <0,3488 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
substrat * <0,0001 <0,0001 <0,0059 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
inokulum

HMK - skupna produkcija hlapnih mas¢obnih kislin po osmih urah inkubacije, delez propion. kisline=delez propionske kisline

Delez pojasnjene variance (R?) za koli¢ino nastale ocetne in propionske kisline, skupne

kolicine HMK ter za deleze posameznih HMK je bil vecji od 0,97, medtem ko je za

koli¢ino maslene kisline znaSal le 0,86. Vsi vplivi, ki smo jih uporabili v statisticCnem

modelu (substrat, inokulum in interakcija med substratom in inokulumom), so bili

statisti¢no znacilni (P<0,0001) za koli¢ino nastale ocetne in propionske kisline, za skupno

kolicino HMK ter za deleze ocetne, propionske in maslene kisline. Vpliv substrata

(P<0,0001) in interakcija med substratom in speciesom (P<0,0059) sta bila tudi za koli¢ino

maslene kisline statisticno znacilna, medtem ko vpliv inokuluma ni bil statisticno znacilen

(P<0,3488).

4.2 KAZALNIKI IN POTEKA FERMENTACIJE

4.2.1 Vpliv vrste inokuluma in substrata na ocenjene kazalnike in vitro fermentacije

Ocenjeni parametri in vitro produkcije, kot so skupna potencialna produkcija plina (B),

specificna hitrost fermentacije (C) in faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti razli¢nih

substratov, inkubiranih v inokulumih, pripravljenih bodisi z vampovim sokom ovnov,

bodisi z vsebino slepega ¢revesa kuncev, so prikazani v preglednici 9.
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Preglednica 9: Ocenjeni kazalniki fermentacije (B, C in A) razli¢nih substratov

Substrat B (ml/g SS) C A
ovni Kkunci ovni Kkunci ovni kunci
e d c c
Peletirano seno 232 fi % 2’33 4’:2} 0,091° 0,081Cd
Dehidrirana 190 117 1,99 3,11 0,149" 0,096
lucerna ok k Hokok sk ok ok *k sk
d b d c
Pienicni otrobi 2>, 164 202 457 0,164 0,161™
Jei 375° 300" 2,32¢ 11,83 0,157 0,191%
ecmen kkk kokk kkk kokk kk *%
K 404" 317* 3,017 20,61° 0,183" 0,197"
oruza Kok O soksk eoskosk * %
b c a be
Pesni rezanci 324¢ 288? 2’22 3’%:5 0%14 0’1*2 *8
Sonénitne 183" 974 228" 3,92 0,269 0,114%¢¢
tropine skkk skkk kkck skkk kkck ek
Sofine tropi 2501 137 2,26 3,11 0,172" 0,071
OJlne I'Oplne k% k% %k k% %k k%

B — skupna potencialna produkcija plina; C - specificna hitrost fermentacije; A - konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti;

a,b,c,d, - vrednosti z razli¢nimi malimi ¢rkami v stolpcih znotraj vrste inokuluma (z vampovim sokom (ovni) ali iz vsebine slepega
¢revesa (kunci)), oznacujejo substrate, ki se med seboj statisticno razlikujejo pri P<0,05;

* ¥* in *** oznacCujejo statistiCno znacilne razlike pri P<0,05, P<0,01 in P<0,001 med vrstama inokulumov znotraj substratov in
kazalnikov fermentacije

4.2.1.1 Skupna potencialna produkcija plina

Vrednosti skupne potencialne produkcije plina (parameter B) so se gibale od 404 mg/g SS
pri fermentaciji koruznega zrnja v inokulumu, pripravljenem iz vampovega soka
(inkubacija v VS), do 83 mg/g SS pri fermentaciji sena v inokulumu, pripravljenem iz
vsebine slepega ¢revasa kuncev (inkubacija v SC). Med substrati in vrstama inokulumov
so v glavnem obstajale statisticno znacilne razlike. Vrednosti spremenljivke B so bile v
povpredju vedje pri substratih, inkubiranih v VS, kot pri substratih, inkubiranih v SC.
Najvec¢ji B smo pri inkubaciji substratov v VS, ugotovili pri koruzi (404 mg/g SS),
najmanjsega pa pri son¢niénih tropinah (183 ml/g SS). Tudi pri inkubaciji substratov v SC,
smo ugotovili najvecji B pri koruzi (317 mg/g SS), najmanjSega pa pri senu (83 ml/g SS).
Pri inkubaciji pesnih rezancev nismo ugotovili statisticno znacilne razlike (P<0,1269) v
kazalniku B med obema vrstama uporabljenih inokulumov. Zelo veliko razliko v skupni
potencialni produkciji plina med obema inokulumoma smo ugotovili pri fermentaciji

voluminoznih in beljakovinskih krmilih. Pri senu, inkubiranem v VS, je B znasal 206 mg/g
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SS, pri inkubaciji v SC pa le 83 mg/g SS. Tudi pri inkubaciji sonéni¢nih in sojinih tropin v
VS, je bil parameter B vecji (183 ml/g SS pri son¢ni¢nih in 250 ml/g SS pri sojinih
tropinah), kot pri njihovi inkubaciji v SC (97 mg/g SS pri son¢niénih in 137 mg/g SS pri

sojinih tropinah).
4.2.1.2 Specifi¢na hitrost fermentacije

Vrednosti specificne hitrosti fermentacije (C) so bile od 1,99 pri inkubaciji dehidrirane
lucerne v VS, pa vse do 20,61 pri inkubaciji koruze v SC. Pri vseh substratih smo
ugotovili, da je kazalnik C vedji pri njihovi inkubaciji v SC, kot pri inkubaciji v VS.
Najvecjo razliko med vrstama inokulumov smo zabelezili pri koruzi in jeémenu, najmanjSo

pa pri beljakovinskih krmilih in delno pri voluminozni krmi (preglednica 9).
4.2.1.3 Faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti

Ugotovili smo, da se vrednosti faktorjev mikrobne (ne)ucinkovitosti (A) gibljejo med
0,071 pri inkubaciji sojinih tropin v SC kuncev, in 0,269 pri inkubaciji sonéni¢nih tropin,
inkubiranih v VS. V povprecju so bile vrednosti spremenljivke A vecje pri inkubaciji
substratov v VS, kot pri njihovi inkubaciji v SC (preglednica 9). Pri krmilih z veliko
vsebnostjo Skroba (koruza, je¢men), pa so bile vrednosti spremenljivke A vecje pri
inkubaciji v SC kot pri inkubaciji v VS. Pri inkubaciji pSeni¢nih otrobov in sena, vrsta

inokuluma ni statisticno znacilno vplivala na vrednosti kazalnika A.
4.2.2 Vpliv zivalske vrste na izraCunane parametre in vitro fermentacije

IzraCunani parametri in vitro produkcije plina, kot so zakasnitev zaCetka fermentacije
(LAG), najvecja hitrost fermentacije (MFR), ¢as, ko je hitrost fermentacije najvecja
(TMFR) in koli¢ina plina, nastala v osmih urah inkubacije (GASs), so predstavljeni v
preglednici 10.
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Preglednica 10: Izratunani kazalniki in vitro produkcije plina (LAG, MFR, TMFR in GASy) razli¢nih

substratov
Substrat LAG (h) MFR (ml/h) TMFR (h) GAS; (ml/g SS)
ovni kunci ovni kunci ovni kunci ovni kunci
Peletirano seno 2,24 5,8" 6,9¢ 2,54 8,8" 18,4* 70,6% 8,5¢
k% k% kkk kkk kkk kkk kkk kkk
Dehidrirana -2,1¢ 1,4 10,41 4,1¢ 4,6 11,8% 103,9¢ 27,6
lucerna sksksk sksksk skkok sksksk skkok sksksk skkok kkk
Péenitni otrobi -1,8¢ 3,2¢ 15,6 9,7 434 9,54 150,2° 46,4¢
senicni otrobi kksk skkk kksk skkk kksk skkk kksk kksk
o -1,0°¢ 7,7° a 5,4 12,5% 193,6¢ 23,3"
Jecmen kkk kkk 21’6b 2191 kkk kokk kkk kkk
Koruza 0,56* 10,3* 27,1% 23,0% 6,03° 15,3 200,9¢ 46"
kkk kokk * * kkk kkk kkk kkk
Pesni rezanci -0,15" 1,3 29,1° 13,3 3,9¢ 9,54 223,6 88,8"
3k 3k Kokok *okok 3k 3k Kokok Kok
Sonéni¢ne -0,67¢ 3,2° 18,1¢ 4,19 3,1° 12,0%  140,0% 20,1¢
tropine kksk skkk kkck skkk kksk skkk kksk Kk
Soiine tropi -1,1¢ 1,9¢ 15,8° 3,61 4,7 16,0° 141,0¢ 23,6°
OJllle roplne kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk

LAG - zakasnitev zacetka fermentacije; MFR - najve¢ja hitrost fermentacije; TMFR - ¢as, ko je hitrost fermentacije najvecja, GASs -
koli¢ina plina, nastala po osmih urah inkubacije;

a,b,c,d, - vrednosti z razlicnimi malimi ¢rkami v stolpcih znotraj vrste inokuluma (z vampovim sokom (ovni) ali iz vsebine slepega
¢revesa (kunci)), oznacujejo substrate, ki se med seboj statisti¢no razlikujejo pri P<0,05;

¥ F* in *** oznaCujejo statistiCno znacilne razlike pri P<0,05, P<0,01 in P<0,001 med vrstama inokulumov znotraj substratov in
kazalnikov fermentacije

4.2.2.1 Zakasnitev zacetka fermentacije (LAG)

Zakasnitev zacCetka fermentacije (LAG) se je pri inkubaciji vseh substratov vedno
statisti¢éno znacilno razlikovala med vrstama inokulumov. LAG je variral od — 2,2 ur pri
inkubaciji sena v VS do 10,3 ur pri koruzi, inkubirani v SC. Pri vseh substratih je bila LAG
daljsa pri inkubaciji v SC kot pri inkubaciji v VS.

4.2.2.2 Najvecja hitrost fermentacije (MFR)

Najvecjo hitrost fermentacije (MFR) v VS smo izraCunali pri inkubaciji pesnih rezancev
(29,1 ml/h), medtem ko je bila najveéja MFR pri inkubaciji v SC izra¢unana za koruzo
(23,0 ml/h). NajmanjSo MFR smo izracunali pri obeh vrstah inokulumov za seno, saj je
bila pri njegovi inkubaciji v VS 6,9 ml/h, pri inkubaciji v SC pa 2,5 ml/h. MFR med obema
vrstama inokuluma so bile vedno statisticno znacilno razlicne, z izjemo jeCmena, kjer
razlike niso bile statisticno znalilne. Najvec¢je absolutne razlike v MFR med obema

vrstama inokuluma smo izracunali pri beljakovinskih krmilih, kjer je bila MFR sojinih in
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sonéni¢nih tropin, inkubiranih v VS 15,8 in 18,1 ml/h, pri inkubaciji v SC pa 3,6 in 4,1
ml/h.

4223 Cas, ko je hitrost fermentacije najve&ja (TMFR)

Cas, ko je hitrost fermentacije najve¢ja (TMFR) se je statistiéno znadilno razlikoval med
obema vrstama inokulumov. TMFR so bili vedno vegji pri inkubaciji substratov v SC kot
pri inkubaciji substratov v VS. Najdaljsi TMFR smo izracunali pri inkubaciji sena v obeh
vrstah inokulumov (8,8 ure pri inkubaciji v VS in 18,4 ure pri inkubaciji v SC), medtem ko
smo najkrajsi TMFR izracunali pri inkubaciji son¢ni¢nih tropin v VS (3,1 ure), oz. pri

inkubaciji pesnih rezancev in peni¢nih otrobov v SC (obakrat 9,5 ure).
4.2.2.4 Koli¢ina nastalega plina v osmih urah inkubacije (GASs)

Na prostornino plina, nastalega v osmih urah inkubacije (GASg), sta statisticno znacilno
vplivala tako substrat kot vrsta inokuluma. Iz vseh substratov se je veliko ve¢ plina tvorilo
ob njihovi inkubaciji v VS kot ob inkubaciji v SC. Najve&jo razliko v GASg med
inokulumoma smo izracunali pri koruzi, saj je v inokulumu iz VS nastalo kar 200,9 ml
plina/g SS, v inokulumu iz SC pa le 4,6 ml plina/g SS. Najve&ji GASg smo pri obeh vrstah
inkulumov izracunali pri inkubaciji pesnih rezancev (223,6 ml plina/g SS v inokulumu VS

in 88,6 ml plina/g SS v inokulumu SC).
43 HLAPNE MASCOBNE KISLINE

V preglednici 11 je prikazana skupna produkcija hlapnih mascobnih kislin (HMK) pri
inkubaciji substratov v vampnem soku ovnov in pri inkubaciji v inokulumu slepega
¢revesa kuncev. Prikazani so tudi delezi posameznih analiziranih mas¢obnih kislin: ocetna

(C2), propionska (C3) in maslena kislina (C4).
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Preglednica 11: Skupna koli¢ina nastalih hlapnih mascobnih kislin in delezi ocetne, propionske in maslene

kisline
Substrat HMK (mmol/g SS) DelezZ ocetne DeleZ propionske DeleZ maslene
kisline (%) kisline (%) kisline (%)
oven kunec oven kunec oven kunec oven kunec
. e 69,3* 84,5 19,9¢ 42" ac
Peletirano seno 1,83¢ 1,61 o A o e 10,8" 11,3¢
. . de ba bed b
Dellllllcdel;llrlzna 27 obe 2.86" 66;6 82;7 25 ,j 5 ,*1 g 3he 12,2%
be cb de c be ba a b
PSenitni otrobi 314 2,23 58,5 68,8 26,5 59 15,0 253
sk kk skk skk skk skk skk sk
pa cd ba ba ba ba
Jegmen oA P G X S 3 13,37 BT
Koruza 4,14"% 0807  49,7°  585¢ 38,3 9,0° 12,0 32,5
% * * % skkk skksk K3k K3k
. . b a 65,9% 75,3 24,474 5,6 9,7 19,1
Pesni rezanci 4,63 ac 3,99 * * o e " *
Sonéni¢ne 6,75 1,84 78,9 69,4 17,2¢ 7,4 3,9¢ 232"
tropine ok *ok * * * * * *
Sojine tropine 6,28" 1,79 78,0 70,6¢ 15,44 5,0° 6,6" 244"
'] p k% Kok * % skokk sk kK kK

HMK - skupna koli¢ina hlapnih mascobnih kislin (ml/g SS);

a,b,c,d, - vrednosti z razlicnimi malimi ¢rkami v stolpcih znotraj vrste inokuluma (z vampovim sokom (ovni) ali iz vsebine slepega
¢revesa (kunci)), oznacujejo substrate, ki se med seboj statisticno razlikujejo pri P<0,05;

¥ F¥ in *** oznaCujejo statisticno znacilne razlike pri P<0,05, P<0,01 in P<0,001 med vrstama inokulumov znotraj substratov in
kazalnikov fermentacije

Ce primerjamo skupno produkcijo hlapnih mas&obnih kislin (HMK) po 8. urah inkubacije,
je bila ta na splo§no vedno veéja pri inkubaciji substratov v VS, kot pri inkubaciji v SC. Pri
inkubaciji pesnih rezancev, peletiranega sena in dehidrirane lucerne pa razlike med
inokulumoma niso bile statisti¢no znacilne. Veliko razliko v produkciji HMK med obema
vrstama inokulumov smo opazili pri inkubaciji son¢ni¢nih in sojinih tropin (6,75 in 6,28
mmol/g SS v inokulumu iz VS ter 1,84 in 1,79 mmol/g SS v inokulumu iz SC) ter pri
inkubaciji koruze in jeCmena (4,14 in 4,56 mmol/g SS pri inkubaciji v VS, ter 0,8 in 1,5

mmol/g SS pri inkubaciji v SC).

Najvecjo skupno produkcijo HMK smo pri inkubaciji v VS izmerili pri son¢ni¢nih tropinah
(6,75 mmol/g SS), najmanjSo pa pri lucerni (2,70 mmol/g SS). Pri substratih, inkubiranih v
SC, smo najvedjo vsebnost HMK po 8. urah inkubacije izmerili pri pesnih rezancih (3,99

mmol/g SS), najmanjSo pa pri koruzi (0,80 mmol/g SS).
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V povprecju je vecji delez ocetne kisline od skupne produkcije HMK nastal pri inkubaciji
substratov v SC, kot v inokulumu iz VS. Izjeme so bile sojine in sonéni¢ne tropine, pri
katerih je bil delez ocetne kisline ve&ji pri inkubaciji v VS, kot pri inkubaciji v SC.
Najvecje razlike smo opazili pri inkubaciji lucerne. Delez ocetne kisline pri lucerni
inkubirani v SC je znasal kar 82,8 %, medtem ko je pri inkubaciji v VS znasal le 66,3 %. V
primeru ostalih substratov je bila razlika v delezu ocetne kisline med obema vrstama
inokuluma okrog 10 %, ali razlika ni bila statisticno znacilna, kot je to bilo v primeru

inkubacije je¢mena (preglednica 11).

Na delez nastale ocetne kisline je vplivala tudi vrsta substrata. Pri inkubaciji v VS smo
opazili najmanj$i deleZ nastale ocetne kisline pri inkubaciji koruze (49,7 %), majhen pa je
bil tudi pri inkubaciji je¢mena (55,6 %) in pSeni¢nih otrobov (58,5 %). Pri inkubaciji
soncnicnih tropin in sojinih tropin v VS, je bil delez ocetne kisline najvecji (78,9 % in 78
%). Najveéja deleza ocetne kisline pri inkubaciji v SC kuncev smo opazili pri inkubaciji
sena (84,5 %) in lucerne (82,8 %), najniZjega pa prav tako ob inkubaciji koruze (58,6 %).
Absolutne vrednosti ocetne kisline pri inkubaciji v VS so se gibale od 1,27 mmol/g SS
(seno) do 5,32 mmol/g SS (sonéniéne tropine), pri inkubaciji v SC pa od 0,48 mmol/g SS
(koruza) do 3,01 mmol/g SS (pesni rezanci). Vrednost ocetne kisline se je med obema
inokuluma mo¢no razlikovale (P<0,007) v primeru inkubacije son¢ni¢nih tropin (VS 5,32
mmol/g SS, SC 1,28 mmol/g SS) in sojinih tropin (VS 4,90 mmol/g SS, SC 1,26 mmol/g
SS), v primeru inkubacije lucerne, sena in pesnih rezancev, pa razlike niso bile statisti¢no

znacilne.

Delez propionske kisline je bil za vse substrate statisticno znacilno vecji pri inkubaciji v
VS. Najvedji razliki smo opazili ob inkubaciji koruze, kjer je, ob inkubaciji v VS, delez
propionske kisline zna3al 38,3%, pri inkubaciji v SC pa le 9 % in je¢mena (inkubacija v
VS 31,2% in inkubacija v SC 7,3%). Najmanjso razliko med obema Zivalskima vrstama,
kar se propionske kisline ti¢e, smo opazili ob inkubaciji son¢ni¢nih tropin (inkubacija v VS
17,0% in inkubacija v SC 7,4%) in sojinih tropin (inkubacija v VS 15,5% in inkubacija v
SC 5%). Absolutna vrednost propionske kisline pri inkubaciji v VS se je gibala od 0,37
mmol/g SS (seno) do 1,59 mmol/g SS (koruza), pri inkubaciji v SC pa od 0,07 mmol/g SS

(seno) do 0,14 mmol/g SS (lucerna in son¢ni¢ne tropine). Vrednosti propionske kisline so
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se med obema inokuluma mocno razlikovale (P<0,05), razen v primeru inkubacije

peletiranega sena in dehidrirane lucerne, kjer razlike niso bile statisticno znacilne.

V vseh primerih je visji delez maslene kisline nastal ob inkubaciji substratov v SC, ali pa
razlika ni bila statistiéno znacilna (dehidrirana lucerna in peletirano seno). Posebej izrazita
razlika med obema Zzivalskima vrstama je bila v primeru inkubacije son¢ni¢nih tropin
(inkubacija v VS 4,1 % in inkubacija v SC 32,2 %), koruze (inkubacija v VS 12 % in
inkubacija v SC 32,4 %) in sojinih tropin (inkubacija v VS 6,6 % in inkubacija v SC 24,5
%). Zelo majhna razlika pa se je pojavila ob inkubaciji sena (inkubacija v VS 10,8 % in
inkubacija v SC 11,2 %) in lucerne (inkubacija v VS 8,1% in inkubacija v SC 12,2 %).
Absolutne vrednosti maslene kisline pri inkubaciji v VS so se gibale od 0,2 mmol/g SS
(seno) do 0,60 mmol/g SS (jeémen), pri inkubaciji v SC pa od 0,18 mmol/g SS (seno) do
0,76 mmol/g SS (pesni rezanci). Razlike v absolutnih vrednostih maslene kisline med
obema inokulumoma za vecino krmil niso bile statisti¢no znacilne (je¢men, koruza, seno,

sojine tropine in son¢nicne tropine).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Pri fermentaciji hranljivih snovi, bodisi v predzelodcih, ali v slepem ¢revesu, nastajajo
hlapne mascobne kisline (ocetna, propionska in maslena kislina), plini (vec¢inoma ogljikov
dioksid in metan) ter mikrobna biomasa. Kazalniki, ki jih dobimo ob meritvah in vitro
produkcije plina, so zato pomembni za ugotavljanje dinamike in obsega razgradnje topnih

in netopnih hranljivih snovi krme v razli¢nih delih prebavil (Getachew in sod., 1998).
5.1.1 Razlike v in vitro fermentaciji hranljivih snovi med prezvekovalci in kunci

Krma za Zivali se med seboj razlikuje po lastnostih in kemijski sestavi. Zato se potek
njihove fermentacije v prebavilih razlikuje. Nastanek plina je v glavnem rezultat pretvorbe
ogljikovih hidratov v ocetno, propionsko in masleno kislino, pri fermentaciji beljakovin pa
v primerjavi z ogljikovimi hidrati nastane zelo malo plina (Wolin, 1960; Cone in van
Gelder, 1999). To smo potrdili tudi z nasimi rezultati, saj je bila potencialna produkcija
plina najve¢je pri mo¢nih krmilih, najmanjSa pa pri beljakovinskih krmilih. Pri tem so
izstopale sojine tropine, ki so imele vecjo skupno potencialno produkcijo plina kot
soncnicne tropine, seno in lucerna, kar je verjetno posledica manjSe vsebnosti vlaknine
(hemiceluloze, celuloze in lignina) in nekoliko vecje vsebnosti v vodi topnih ogljikovih

hidratov (NVOH: $krob, sladkorji, pektini...).

Krmila, ki vsebujejo vecji delez HPRV (npr. skrob) na splosno v prebavilih obsezneje in
hitreje fermentirajo, kot krmila z veliko vsebnostjo PIPRV (npr. celuloza). Hitrost in obseg
razgradnje Skroba se razlikuje med vrstami zit (McAllister in Cheng, 1996). Na splosno
pSenica in je¢men v predZelodcih hitreje fermentirata kot koruza (Nordin in Campling,
1976). Endosperm koruznega zrna je obdan z zelo odpornim beljakovinskim matriksom, ki
ga lahko predrejo le nekatere glive (McAllister in sod., 1990). V nasem poskusu je bila
skupna potencialna produkcija plina pri inkubaciji koruze, tako v inokulumu vsebine
vampa, kot v inokulumu iz vsebine slepega ¢revesa kunca, vecja kot pri inkubaciji jeémena
in pSenice, zakasnitev zacetka fermentacije pa daljSa. Prav tako je pri inkubaciji koruze
preteklo ve¢ casa do trenutka, ko je bila hitrost fermentacije najvecja, kar je v skladu z

ugotovitvami McAllister in sod. (1990). ManjSo skupno potencialno produkcijo plina,
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manjSo najvecjo hitrost fermentacije ter daljsi Cas, do nastopa najvecje hitrosti fermentacije

pri senu in lucerni povezujemo z vecjo vsebnostjo PIPRV (predvsem celuloze in lignina).

Kemicna sestava krme vpliva tudi na razmerje s fermentacijo nastalih hlapnih ma$cobnih
kislin, tako v predzelodcih, kot v slepem ¢revesu. Vec¢ja vsebnost HPRV v krmi povecuje
tvorbo propionske kisline in zmanjSuje sintezo ocetne kisline (Rymer in Givens, 2002).
Nasi rezultati se s to ugotovitvijo ujemajo, saj smo pri inkubaciji zrnja koruze in jeCmena v
obeh uporabljenih inokulumih ugotovili ve¢ji delez propionske in manjsi delez ocetne
kisline, kot jih je izracunal Wolin (1960); 65 % ocetne, 20 % propionske in 15 % maslene
kisline. Nasprotno pa pri fermentaciji voluminozne krme v predzelodcih nastaja ve¢ ocetne
in manj propionske kisline od teoreti¢no izracunanih (Wolin, 1960), kar so potrdili tudi
nasi rezultati. Te ugotovitve se skladajo z ugotovitvami McDonald in sod. (2002), ki
navajajo, da fermentacija s Skrobom bogatih krmil v predzelodcih vodi v tvorbo
propionske kisline, medtem ko fermentacija voluminozne krme vodi v tvorbo ocetne

kisline.
5.1.2 Vpliv vrste inokuluma na in vitro fermentacijo

Med obema zivalskima vrstama (ovca in kunec) obstajajo razlike v vzorcu fermentacije, ki
so posledica razlik v zgradbi prebavil, mestu poteka fermentacije, Casu zadrZzevanja krme v
prebavilih in razlik v sestavi mikroorganizmov. Pomembna razlika med obema Zivalskima
vrstama je tudi ta, da v predzelodce pride vsa krma popolnoma nerazgrajena, pred vstopom
v slepo ¢revo pa se skrob, sladkorji, beljakovine in nekatere mascobe v krmi skoraj v celoti

prebavijo.

Fermentacija v slepem ¢revesu kunca je manj obseZzna kot v predzelodcih ovce. Skupna
produkcija plina iz vseh substratov inkubiranih v SC, kot je razvidno iz nasih podatkov, je
manjSa od skupne produkcijo plina v inokulumu iz VS. Prav tako je bila ob uporabi
inokuluma iz SC, ob&utno manjsa tudi produkcija hlapnih magéobnih kislin. Razloge za to
gre verjetno iskati v drugacni sestavi mikroorganizmov, ki se nahajajo v slepem ¢revesu
kunca v primerjavi z mikroorganizmi v predzelodcih ovce, kar je posledica dejstva, da do

slepega Crevesa pridejo nerazgrajene le dolocene hranljive snovi.
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Se ogitnejsa razlika med obema Zivalskima vrstama je v koli¢ini nastalega plina po osmih
urah in vitro inkubacije, saj je pri inkubaciji substratov v SC, nastalo do desetkrat manj
plina, kot pri inkubaciji v VS. Poleg tega je pri inkubaciji v SC kasneje nastopil trenutek,
ko je bila fermentacija najhitrejSa (TMFR), saj je bil TMFR le pri inkubaciji pesnih
rezancev in pSeni¢nih otrobov krajsi od 10 ur, kolikor znasa povprecen Cas zadrzevanja
krme v slepem crevesu (Gidenne in sod.; 2002, Lavrenci¢, 2007a). To pomeni, da so le
pesni rezanci in pSeni¢ni otrobi lahko v ve¢jem obsegu fermentirani in vivo. To se lahko
dogodi tudi zato, ker je najvecja hitrost fermentacije obeh omenjenih substratov
razmeroma velika. Pektini in hemiceluloze, ki jih je v pesnih rezancih in pSeni¢nih otrobih
relativno veliko, so pomembne sestavine krme za kunce in hkrati pomemben substrat za
¢revesne mikroorganizme (Gidenne in Bellier, 2002). To potrjujejo tudi nasi rezultati
(preglednica 2), saj je kemijska analiza pSeni¢nih otrobov pokazala visoko vsebnost
hemiceluloz (predvidoma ksilanov), pesni rezanci pa vsebujejo poleg hemiceluloz Se dokaj
veliko NVOH, ki jih sestavljajo predvsem pektinske snovi in topni sladkorji. Tako pektini

kot hemiceluloze pa so snovi, ki pridejo v slepo ¢revo prakti¢no nerazgrajene.

Najve¢jo MFR pri in vitro inkubaciji v SC, sta imela koruza in je¢men, katerih glavna
sestavina je Skrob, vendar je bil pri obeh susbtratih TMFR daljsi od 10 ur. Prav tako sta
imela oba substrata dolg Casovni zaostanek zaCetka fermentacije (LAQG), zaradi tega
menimo, da Skrob nima pomembnega vpliva na potek fermentacije v slepem Crevesu
Skroba v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega crevesa kuncev, ugotovil, da sta
LAG in TMFR veliko predolga, da bi $krob lahko imel pomembno vlogo pri in vivo
fermentaciji v slepem Crevesu kuncev. Tudi Giddene in Bellier (2000) ugotavljata, da
Skrob ne more pomembno znalilno vplivati na aktivnost mikroorganizmov v slepem
¢revesu, saj se vecina Skroba razgradi in absorbira ze v tankem crevesu, tako da le majhna

kolic¢ina pride v slepo ¢revo.

Pri prezvekovalcih je potek in vitro fermentacije s Skrobom bogatih krmil precej drugacen,
saj sta TMFR in LAG zelo kratka, daljSi pa je Cas zadrZevanja krmil v predzelodcih
(Lavren¢i¢ in Stefanon, 2001). Skrob je zato pomemben substrat za vampove

mikroorganizme in povecuje obseg fermentacije v predzelodcih. Zaradi hitre in obsezne
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fermentacije v predZelodcih pride tam do kopi¢enja HMK in posledi¢no znizanja pH
(Rymer in Givens, 2002). Nizji pH (nizZji od 5,2) zavira rast in aktivnost celuloliti¢nih
bakterij. Ce se ob znizanem pH namnoZijo mle¢nokislinske bakterije, v predzelodcih
prevlada nefiziolosko nizka vrednost pH, za¢nejo pa se kopiciti mle¢na kislina in drugi

toksi¢ni presnovki, kar povzrocajo akutno acidozo in obolenja parkljev (Slyter, 1976).

Gidenne (1997) poroca, da je fibroliticna aktivnost mikroorganizmov slepega crevesa v
primerjavi s tistimi v predzelodcih manjsa. Celuloliticna aktivnost je pri kuncih do 15 krat
manjSa kot pektinoliticna (Bennegadi-Laurent in sod, 2004). Inhibitorno uc¢inkovanje
lignina na fermentacijo v predzelodcih je dobro prouceno. Tudi pri kuncih lignin zmanjSa
razgradnjo vlaknine in skrajSuje Cas zadrZevanja substrata v slepem crevesu (Gidenne,
1997). To potrjujejo tudi nasi rezultati, saj je bila najvecja hitrost fermentacije (MFR) sena
in lucerne zelo majhna, majhna pa je bila tudi koli¢ina plina, ki je nastala v prvih osmih
urah inkubacije. Pri inkubaciji sena je bila relativno majhna tudi produkcija hlapnih
mascobnih kislin (HMK), medtem ko je bila produkcija HMK pri inkubaciji lucerne
relativno velika v primerjavi z ostalimi substrati, kar bi lahko pripisali veliki vsebnosti
NVOH (pektinov in drugih sladkorjev). Poleg majhne celulolitiCne aktivnosti
mikroorganizmov v slepem ¢revesu, na obseg fermentacije vpliva tudi ¢as zadrzevanja
krme v slepem crevesu, ki je v povprecju krajSi od 10. ur (Gidenne in Bellier, 2000).
TMFR v naSem poskusu so bili pri fermentaciji sena in lucerne v inokulumu,
pripravljenem iz vsebine slepega Crevesa, daljsi od 10. ur, pri senu celo daljsi od 18. ur
(preglednica 10). PIPRV v prehrani kuncev torej ne vpliva na fermentacijo v slepem
¢revesu in ima vecjo vlogo pri skrajSevanju Casa zadrzevanja krme v celotnem prebavnem
traktu in zmanjSanju razgradljivosti drugih hranljivih snovi v slepem crevesu, s tem pa

prispeva k zmanjSanju prebavnih motenj pri kuncih (Gidenne, 2003).

Na splosno velja, da v predzelodcih razgradljive beljakovine stimulirajo fermentacijo,
vendar le v primeru, ¢e je istocasno na voljo dovolj energije (slika 3) (Chikunya in sod.,
1996). Nasi rezultati to potrjujejo, saj so pokazali zelo veliko (najve¢jo) produkcijo HMK
ob inkubaciji obeh beljakovinskih krmil v inokulumu, pripravljenem iz vampovega soka,
prav tako pa tudi veliko MFR. Omenjeni krmili poleg velikega deleza beljakovin vsebujejo

tudi veliko hemiceluloz, pektinov in sladkorjev, ki so vir energije za mikroorganizme.
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Doprinos zaradi peptidov/aminokislin

Stopnja rasti zaradi dostopnosti energije

Slika 3: Ucinek razgradljivih beljakovin na fermentacijo v predzelodcih (Chikunya in sod., 1996)

Ucinkovitost fermentacije beljakovinskih krmil v inokulumu, pripravljenem iz vsebine
slepega Crevesa kuncev, je majhna in je podobna kot pri senu in je¢menu. Vecina
beljakovin krme za mikroorganizme v slepem crevesu ni dostopnih, saj se jih veina
prebavi ze pred vstopom v slepo ¢revo. Kljub temu pa Emaldi in sod. (1979, cit. po
Gidenne, 1997) porocCajo o proteoliticni aktivnosti mikroorganizmov v slepem crevesu
kuncev. Gidenne (1997) poroca o nekoliko ve¢ji produkciji HMK ob povecani vsebnosti
beljakovin v krmi. Presezek beljakovin lahko tudi favorizira proliferacijo klostridijev in

rahlo poveca Stevilo E. coli (Cortez in sod., 1992, cit. po Gidenne, 1997).

Profil HMK v slepem c¢revesu kuncev je specifi¢en. Pri tem prevladuje ocetna kislina (60
do 80 %), sledi maslena (8 do 20%), najman;j pa je propionske (3 do 10%). Razmerja se
zelo razlikujejo od razmerij, opazenih pri fermetaciji v predzelodcih, kjer je delez
propionske kisline vecji kot delez maslene kisline. Adjiri in sod. (1992, cit. po Gidenne,
1997) so ugotovili tudi, da je takSen profil HMK pri kuncih vezan na specificno sestavo
cekalne mikroflore, kjer prevladuje rod Bacteroides, ne pa na vrsto fermentabilnega
substrata. Vendar maslena kislina ni glavni produkt rodu Bacteroides, ampak rodu
Fusobacterium (Holdenman in sod., 1984, cit. po Bennegadi-Laurent in sod., 2004). Nasi
rezultati podpirajo trditev, da med HMK prevladuje ocetna kislina, ki ji sledi maslena
kislina, tej pa propionska kislina. Ne podpirajo pa tudi trditev Adjiri in sod. (1992, cit. po
Gidenne, 1997), da na profil HMK vrsta substrata ne vpliva. Tudi Vernay in Raynaud
(1975), cit. po Gidenne, 1997; Gidenne in Bellier (1992), cit. po Gidenne, 1997; Piattoni in
sod. (1997), cit. po Gidenne, 1997 ugotavljajo, da je aktivnost cekalnih mikroorganizmov

pri kuncu tesno povezana z oskrbo s hranljivimi snovmi.
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5.2 SKLEPI

Pomembna razlika v in vitro fermentaciji med obema Zzivalskima vrstama je, da v
predzelodce pride krma popolnoma nerazgrajena in so vse hranljive snovi podvrZene
razgradnji vampovih mikroorganizmov, medtem ko v slepo ¢revo pridejo le hranljive
snovi, ki se v zelodcu in tankem Crevesu niso prebavile, to pa je predvsem vlaknina

(pektini, hemiceluloze, celuloza in lignin).

Potencialna produkcija plina (B) je bila za vsa krmila vecja pri inkubaciji substratov v VS
kot pri inkubaciji v SC. Pri obeh Zivalskih vrstah je bila najveéja potencialna produkcija
plina ob fermentaciji koruze in je¢mena, najmanjSa pa ob fermentaciji beljakovinskih
krmil. Tudi najvecja hitrost fermentacije (MFR) je bila vecja ob inkubaciji substratov v
VS, kot ob inkubaciji v SC. Od krmil sta za obe Zivalski vrsti imeli najve¢jo MFR je¢men
in koruza, najmanj$o pa seno in obe beljakovinski krmili. Cas, ko je bila hitrost
fermentacija (TMFR) najvecja je bil pri inkubaciji v VS za vsa krmila krajsi kot pri
inkubaciji v SC. Najdaljgi TMFR je bil pri obeh Zivalskih vrstah pri fermentaciji sena,
najkrajsi pa pri pesnih rezancih in pSeni¢nih otrobih. Le pri teh dveh krmilih je bil TMFR
pri inkubaciji v SC dovolj kratek, da bi ti krmili lahko fermentirali in vivo.

Ucinkovitost mikroorganizmov slepega ¢revesa za fermentacijo je manjSa od u¢inkovitosti
vampovih mikroorganizmov. Fibroliticna aktivnost mikroorganizmov v slepem crevesu je
manjSa kot v predzelodcih. V slepem Crevesu kunca so najucinkovitejsi pektinoliti¢ni in
ksilanoliticni mikroorganizmi. V predzelodcih ovnov so, poleg pektinoliticnih in

ksilanoliti¢nih, zelo uc¢inkoviti tudi celuloliticni mikroorganizmi.

Produkcija HMK je v inokulumu SC manjsa kot v VS. Produkcija HMK je pri kuncih
najvecja pri fermentaciji krmil z veliko vsebnostjo pektina in/ali hemiceluloz (pesni
rezanci in pSeni¢ni otrobi), najmanjSa pa pri fermentaciji Skrobnih krmil in sena. Pri ovnih
je najvecja kolicina HMK nastala pri fermentaciji beljakovinskih krmil (sojine in
son¢ni¢ni¢ne tropine), najmanjSa pa pri voluminoznih krmilih (seno in lucerna). Med
obema uporabljenima inokulumoma smo opazili tudi razlike v razmerjih med
posameznimi, s fermentacijo nastalimi, HMK. Pri inkubaciji substratov v VS je znacilen

vzorec produkcije HMK: acetat > propionat > butirat, pri inkubaciji v SC pa: acetat >
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butirat > propionat. Na razmerja med omenjenimi HMK pri obeh inokulumih vpliva tudi
krma. Fermentacija Skrobnih krmil producira predvsem propionsko kislino, medtem ko
fermentacija voluminoznih krmil producira ocetno kislino. Razmeroma velik delez ocetne

kisline smo opazili tudi ob fermentaciji beljakovinskih krmil.
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6 POVZETEK

Posebnost prebave pri prezvekovalcih je razgradnja hranljivih snovi v predZelodcih. Krma
pride vanj prezveCena in prepojena s slino, tako da so vse hranljive snovi dostopne
simbiontskim mikroorganizmom za razgradnjo in fermentacijo. Do mesta, kjer poteka
fermentacija pri kuncih, pridejo le hranljive snovi, ki se v Zelodcu in tankem c¢revesu niso
uspele prebaviti. Razlika med obema Zzivalskima vrstama je tudi v sestavi mikrobne
populacije v omenjenih delih prebavil ter v mikrobni uc¢inkovitosti za razgradnjo dolo¢enih
snovi. Pri fermentaciji hranljivih snovi, tako v predzelodcih kot v slepem ¢revesu, nastajajo
plini (ogljikov dioksid in metan) ter hlapne mascobne kisline (ocetna, propionska in
maslena kislina). In vitro produkcija plina je metoda, s katero lahko prikazemo, kaksen je
potek fermentacije krme v predzelodcih, lahko pa jo uporabimo tudi za ugotavljanje poteka
fermentacije v slepem c¢revesu drugih zivalskih vrst, na primer v slepem Crevesu kuncev
(Marounek in sod., 2000; Calabro in sod., 1999; Kermauner in Lavrenci¢, 2005; Lavrencic¢

2007a).

Namen naSe naloge je bil ugotoviti, kaksne so razlike v kazalnikih fermentacije razli¢nih
skupin krmil pri dveh vrstah rastlinojedih zivali (ovce in kunci). Zanimale so nas razlike v
fermentaciji energijskih mocnih krmil (koruza, pSeni¢ni otrobi, jeCmen in pesni rezanci),
voluminoznih (dehidrirana lucerna in peletirano seno) in beljakovinskih moc¢nih krmil
(son¢niéne in sojine tropine). Zeleli smo ugotoviti tudi, kaksna je razlika med temi krmili

in med zivalskima vrstama v produkciji hlapnih mascobnih kislin.

In vitro fermentacijo substratov smo izvedli z metodo po Menke in Steingass (1988)
(Hohenheimski plinski test). Zgoraj naStete substrate smo inkubirali 96 ur v inokulumu,
pripravljenem iz vampovega soka ovnov in v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega
¢revesa kuncev. Po osmih urah inkubacije smo odvzeli Se vzorce substratov in inokulumov
za analizo hlapnih mascobnih kislin, ki smo jih doloc¢ili s plinskim kromatografom.
Meritve nastalega plina smo opravljali prvi dan vsaki dve uri, drugi dan vsakih 12 ur in
nato na vsakih 24 ur. Zbrane podatke smo nato korigirali glede na produkcijo plina in
vsebnosti suhe snovi v substratih. S tako korigiranimi podatki smo s pomocjo
Gompertzovega modela ocenili kazalnike fermentacije, ki so skupna potencialna

produkcija plina (B), specificna hitrost fermentacije (C) in faktor mikrobne
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(ne)ucinkovitosti (A). S temi kazalniki smo izracunali Se druge kazalnike fermentacije, ki
so najvecja hitrost fermentacije (MFR), Cas, ko je bila hitrost fermentacije najvecja
(TMFR), zakasnitev zacetka fermentacije (LAG) in koli¢ino nastalega plina v osmih urah
inkubacije (GASs). V vzorcih substratov in inokulumov odvzetih po 8. urah inkubacije

smo dolocili tudi vsebnosti ocetne, propionske in maslene kisline.

Na ocenjene in izracunane kazalnike fermentacije so statisti¢no znacilno vplivali tako vrsta
substrata (P<0,0001) in vrsta inokuluma (P<0,0001) kot interakcija med substratom in
vrsto inokuluma (P<0,0001). Tudi na skupno koli¢ino hlapnih maScobnih kislin, na
koli¢ino nastale ocetne in propionske kisline so statisti¢no znacilno vplivali vrsta substrata
(P<0,0001), vrsta inokuluma (P<0,0001) in interakcija med substratom in vrsto inokuluma
(P<0,0001). Na koli¢ino nastale maslene kisline sta statisticno znacilno vplivala le vrsta
substrata (P<0,0001) in interakcija med vrsto substrata in vrsto inokuluma (P<0,0059),

vpliv vrste inokuluma pa je bil statisti¢no neznacilen (P<0,3488).

Skupna produkcija plina (B) je bila za vse uporabljene substrate ve¢ja v primeru inkubacije
v VS. Pri obeh vrstah inokulumov je bila skupna produkcija plina najvec¢ja pri inkubaciji
$krobnih krmil, tj. koruze (VS 404 ml/g SS, SC 317 ml/g SS) in je¢mena (VS 375 ml/g SS,
SC 300 ml/g SS), najman;jsi pa pri inkubaciji v VS ob inkubaciji son¢niénih tropin (183
ml/g SS), pri inkubaciji v SC pa ob inkubaciji sena (83 ml/g SS). Specifi¢na hitrost
fermentacije (C) je bila pri vseh substratih ve¢ja pri inkubaciji v SC. Razpon vrednosti
kazalnika C je bil pri substratih inkubiranih v SC (od 3,11 pri lucerni do 20,61 pri koruzi),
veliko vecji kot pri substratih inkubiranih v VS (od 1,99 pri lucerni do 3,01 pri koruzi).
Vrednosti konstantnega faktorja mikrobne (ne)ucinkovitosti (A) so se gibale od 0,071 do
0,269. Vrednosti kazalnika A so bile statisti¢no znacilno vecje pri inkubaciji substratov v
VS, kot v SC, razen pri inkubaciji jeémena in koruze, kjer je bil kazalnik A ocenjen z
inkubacijo teh dveh substratov, v inokulumu iz SC (0,197 pri koruzi in 0,191 pri jeémenu)

vecji kot v inokulumu iz VS (0,157 pri jeCmenu in 0,183 pri koruzi).

Zaostanek zacetka fermentacije (LAG) je bil pri vseh krmilih dalj$i pri inkubaciji
substratov v SC v primerjavi z inkubacijo v VS. Pri inkubaciji v VS so bile vse vrednosti
LAG negativne, razen pri koruzi (0,56 h). NajdaljSo zakasnitev smo izracunali pri

inkubaciji koruze v SC (10,3 h). Kratke LAG smo izra¢unali pri inkubaciji pesnih rezancev



Golob A. Primerjava in vitro fermentacije voluminozne krme in mo¢nih krmil...kuncev...ovc 57
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2010

(1,3 h), lucerne (1,4 h) in soje (1,9 h) v SC. Najve¢jo hitrost fermentacije (MFR) smo
izradunali pri obeh vrstah inokuluma pri inkubacije koruze (VS 27,1 ml/h, SC 23,0 ml/h) in
je¢mena (VS 21,6 ml/h, SC 21,1ml/h), najmanjie pa v primeru inkubacije sena (VS 6,9
ml/h, SC 2,5 ml/h). MFR je bil v primeru inkubacije vseh krmil vegji pri inkubaciji v VS,
kot V SC. Cas, v katerem je bila doseZena najveéja hitrost fermentacije (TMFR), je bil v
primeru vseh krmil krajsi ob inkubaciji substratov v VS. Najdaljsi TMFR pri inkubaciji v
VS je bil izra¢unan za inkubacijo sena (8,8 h), dolg je bil tudi pri inkubaciji koruze (6,03 h)
kratek pa pri inkubaciji son¢ni¢nih tropin (3,1 h). Najdaljsi TMFR smo izracunali pri
inkubaciji substratov v SC; pri inkubaciji sena je bil TMFR dolg 18,4 h, pri sojinih
tropinah pa 16,0 h. Najkrajsi TMFR v SC smo izracunali pri inkubaciji pesnih rezancev in
pSeni¢nih otrobov (9,5 h). Prostornina plina, nastala po osmih urah inkubacije (GASy), je
bila pri vseh krmilih ob&utno vedja pri inkubaciji v VS kot pri inkubaciji v SC. Pri
inkubaciji substratov v VS je v osmih urah nastalo najvec plina iz pesnih rezancev (223,6
ml/g SS) in koruze (200,9 ml/g SS), najmanj pa iz sena (70,6 ml/g SS) in beljakovinskih
krmil (140 ml/g SS). Pri inkubaciji v SC je po osmih urah nastalo najve plina ob
inkubaciji pesnih rezancev 88 ml/gSS) in pSeni¢nih otrobov (46,4 ml/g SS), najmanj pa ob
inkubaciji koruze (4,6 ml/g SS) in sena (8,5 ml/g SS).

Skupna koli¢ina hlapnih masc¢obnih kislin (HMK), je bila ve¢ja ob inkubaciji krmil v VS v
primerjavi z inkubacijo v SC, ali pa razlika ni bila statistiéno znailna (lucerna, pesni
rezanci in seno). Najvecje razlike med obema vrstama so se pojavile pri inkubaciji
sonéni¢nih tropin (VS 6,75 mmol/g SS, SC 1,84 mmol/g SS), sojinih tropin (VS 6,28
mmol/g SS, SC 1,79 mmol/g SS) in koruze (VS 4,14 mmol/g SS, sC 0,8 mmol/g SS). V
povprecju je vecji delez ocetne kisline od skupne koncentracije HMK nastal pri inkubaciji
krmil v SC v primerjavi z inkubacijo v VS, razen v primeru inkubacije sojinih tropin (VS
77,9%, SC 70,5%) in sonéni¢nih tropin (VS 78,9 %, SC 69,4%). DeleZ propionske kisline
je bil za vsa krmila obcutno vecji ob inkubaciji v VS. Delez maslene kisline je bil za vsa

krmila vedji ob inkubaciji v SC.
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