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Proucevali smo vpliv vrste in koncentracije razli¢nih taninskih izvleCkov na
obseg in hitrost in vitro fermentacije Skroba in celuloze v vampnem soku.
Uporabili smo pet taninskih izvleckov (F75, FAK, KPS, QUE in TAK) razli¢nih
koncentracij (0 (kontrola) 0,17, 0,33, 0,67, 1,33 in 2,67 mg/ml medija). In vitro
produkcijo plina smo v prvih 12 urah merili na dve uri, potem do 48 ur na 12 ur
in do 96 ur na 24 ur (pri koncentracijah 1,33 in 2,67 mg/ml medija smo
inkubacijski ¢as celuloze podaljsali do 168 ur ter po 48 urah opravljali meritve na
8 in 16 ur). S pomoc¢jo Gompertzove funkcije smo ocenili kazalnike fermentacije
(skupna potencialna produkcija plina (B), specificna hitrost fermentacije (C) in
konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (A)) ter izracunali ¢as najvecje
hitrosti fermentacije (TMFR), najvecjo hitrost fermentacije (MFR) in €asovni
zaostanek zacetka fermentacije (LAG). F75 (366,8 ml/g SS) je najbolj zavrl
skupno potencialno produkcijo plina iz celuloze. Cas najve&je hitrosti
fermentacije celuloze je bil najvecji pri TAK (37,3 h), ki je tudi najbolj zmanjsal
najveéjo hitrost fermentacije celuloze (15,7 ml/h). Ceprav je bila hitrost
fermentacije Skroba najvecja pri QUE (37,4 ml/h), je le-ta najbolj zmanjsal
skupno potencialno produkcijo plina iz Skroba (386,5 ml/g SS). TAK je najbolj
zavrl produkcijo plina iz Skroba v 24 urah (370,7 ml/g SS) in produkcijo plina iz
celuloze v 48 urah (346,4 ml/g SS). Najvecja koncentracija (2,67 mg/ml medija)
taninskih izvleCkov je imela najvecji negativni uc¢inek na produkcijo plina v 24 in
48 urah.
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Effects of different tannin extracts and concentrations on the extent and rate of in
vitro fermentation of starch and cellulose in rumen liquor were investigated in
this study. Five different types (F75, FAK, KPS, QUE and TAK) and six
concentrations (0 (control) 0.17, 0.33, 0.67, 1.33 and 2.67 mg/ml medium) of
tannin extracts were used. Gas readings were taken at two hours interval for the
first 12 hours then each 12 hours up to 48 hours and each 24 hours up to 96 hours
(for concentrations 1.33 and 2.67 mg/ml medium the incubation time of cellulose
was extended to 168 hours and after 48 hours readings were taken at intervals of
8 and 16 hours. With Gompertz model we estimated total potentially gas
production (B), relative degradation rate (C) and constant decay in relative
degradation rate (A). We calculated the time of maximum fermentation rates
(TMFR), maximum fermentation rate (MFR), and lag phase (LAG). F75 (366.8
ml/g DM) had the highest negative effect on total potential gas production from
cellulose. TAK (37.3 h) had the highest time of maximum fermentation rate of
cellulose and the lowest maximum fermentation rate of cellulose (15.7 ml/h).
Although QUE (37.4 ml/h) had the highest maximum fermentation rate of starch
it also had the lowest potential gas production from starch (386.5 ml/g DM). TAK
had the highest negative effect on gas production from starch in 24 hours (370.7
ml/g DM) and gas production from cellulose in 48 hours (346.4 ml/g DM).
Concentration 2.67 mg/ml medium had the highest negative effect on gas
production in 24 and 48 hours.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

F75 farmatan 75

FAK farmatan 75 z dodano kislino
KPS kps

QUE quebracho taninski izvlecek

TAK taninska kislina

B skupna potencialna produkcija plina
C specifi¢na hitrost fermentacije
A konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti

TMFR  cas najvecje hitrosti fermentacije

MFR najvecja hitrost fermentacije
LAG Casovni zaostanek zacetka fermentacije

PEG polietilenglikol

SS suha snov
h ura

ml mililiter

1 liter

mg miligram
g gram

°C stopinje Celzija
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1 UVOD

Clovek je zelo radovedno in znanja Zeljno bitje. Njegova lakota po znanju je nenasitna in
prav ta Zelja »vedeti ve€« mu je omogocila, da se je razvil v najbolj inteligentno bitje na
Zemlji. Zelja po obleki je ¢loveka pripeljala do uporabe taninov. Sprememba Zivalske koZe
v usnje je poznana ze od 600 let p. n. . (Haslam, 1989). Kozo zivali so namocili v vodo,
kamor so predhodno dodali zmleto hrastovo lubje ali SiSke. Seveda te pretvorbe koze v
usnje niso povezovali s tanini, ampak so sklepali, da je sprememba povezana s hrastovim
lubjem, ki skréi in strdi koZo. Sele nekje v 18. stoletju je ¢lovek odkril tanine in njihovo
lastnost pretvorbe koze v usnje (Haslam, 1989). Od tod tudi izvor besede tanin, saj

angleski izraz »tanning« pomeni strojenje.

Sele v prej$njem stoletju so ugotovili, da imajo tanini mnogo veé¢ koristnih lastnosti, kot
samo pretvorbo koz v usnje. Tanine najdemo v travinju, grmovju in drevesih. V rastlinah
imajo tanini obrambno funkcijo, saj s svojim trpkim okusom varujejo rastline pred
rastlinojedimi Zivalmi. Tanine lahko uporabljamo tudi v zdravstvu, saj pomagajo pri
zdravljenju ran, opeklin in vnetij. Prisotni so v prehrani ljudi in Zzivali ter tvorijo s
hranljivimi snovmi reverzibilne in ireverzibilne vezi. Najpogosteje se tanini povezujejo z
beljakovinami, ogljikovimi hidrati, rudninskimi snovmi, vitamini ter mikroorganizmi. Zelo
dobro je raziskana tvorba kompleksa med taninom in beljakovinami. Z vezavo taninov na
beljakovine krme se izboljSa prireja mleka, mesa ter volne (Makkar, 2003). Tvorba
taninsko-beljakovinskega kompleksa vodi tudi do zmanjSane produkcije metana ter manjse
izgube secnine s seCem, kar vodi do manjSega onesnazevanja okolja (Makkar, 2003).
Vendar pa prekomerno zauZzitje taninov povzro€i zastrupitev organizma, ki je posledica
prekomerne koncentracije fenolov v krvi. Zivali se pred zastrupitvijo lahko zasitijo s
povecanim izlocanjem beljakovin v slini, ki veZejo tanine. Tanini omejujejo delovanje
mikroorganizmov z vezavo na njihovo membrano ali encime, ki sodelujejo pri razgradnji

hranljivih snovi. Negativno delujejo tako na bakterije kot na glive in kvasovke.

Namen nase naloge je ugotoviti, kako razli¢ni taninski izvlecki v razli¢nih koncentracijah
vplivajo na potek in vitro fermentacije celuloze in Skroba. S spremembo poteka in vitro

fermentacije bo posredno spremenjeno tudi delovanje mikroorganizmov vampnega soka.
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Zanima nas obseg kazalnikov fermentacije (skupna potencialna produkcija plina (B),
specifi¢na hitrost fermentacije (C) in konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (A)) ter
obseg Casovnega zaostanka zaCetka fermentacije (LAG), najvecja hitrost fermentacije
(MFR) in cas najvecje hitrosti fermentacije (TMFR). Hkrati nas zanima tudi produkcija
plina v 24 in 48 urah. Predpostavljamo, da bodo razli¢ni taninski izvlecki razlicno delovali
na potek in vitro fermentacije ter, da se bo zaviralen ucinek poveéeval s poveéevanjem

koncentracije taninskih izvleckov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 LASTNOSTI TANINOV

Tanini so rastlinski polimeri, sestavljeni iz fenolnih enot. Hidroksilne skupine fenolnih
obrocev so vecinoma proste in niso derivatizirane kot pri ligninu. Zaradi velikega Stevila
monomernih enot je najmanjSa molekulska masa okoli 500, medtem ko so najvecje
molekulske mase lahko vecje od 20000. Na splo$no so tanini topni v vodi, ¢eprav je lahko
topnost molekul z veliko molekulsko maso mo¢no omejena (Lavrenci¢, 2001). Zaradi
velikega Stevila hidroksilnih skupin tvorijo tanini razlicne vrste vezi z beljakovinami
(encimi), aminokislinami, ogljikovimi hidrati, kovinskimi ioni, vitamini in bakterijskimi
celi¢nimi membranami (Makkar, 2003; Mole in Waterman, 1987; Butter in sod., 1999). Pri
tem nastajajo razli¢ni kompleksi, ki pogosto onemogocajo mikrobno razgradnjo substrata.

Tanini rastline $¢itijo pred rastlinojedimi organizmi, patogenimi mikroorganizmi ter pred
gnitjem. Najdemo jih v travinju, grmovju in drevesih (v lubju, lesu, listju, plodovih in
koreninah) (Scalbert, 1991). Prvi odziv zivali na krmo bogato s tanini, je zmanjSanje
zauzivanja krme, ki je odvisno od okusnosti in prebavljivosti krme. Tanini so poznani po
svojem astringentnem (trpkem) okusu, ki zmanjSuje okusnost in zauzivanje krme, kar
vpliva na produktivnost zivali (Butter in sod., 1999; Kumar in Vaithiyanathan, 1990). Na
splosno so tanini nezazeleni v prehrani neprezvekovalcev, ker zmanjSujejo prirejo s

slabsanjem dostopnosti hranljivih snovi (Mangan, 1988).

Po Mangan (1988) je napenjanje pri govedu in ovcah najbolj razSirjena prehranska motnja,
ki nastane zaradi krmljenja voluminozne krme bogate z beljakovinami, kot so lucerna in
razlicne vrste detelj. Butter in sod. (1999) ugotavljajo, da krmljenje zelo nizkih
koncentracij taninov (pod 5 g/kg SS) prepreCuje napenjanje zivali. Prav tako nizke
koncentracije taninov povecujejo sintezo mikrobnih beljakovin in zmanjSujejo
razgradljivost beljakovin in ostalih makromolekul v vampu, kar zmanjSuje produkcijo
metana ter izlo¢anje dusSika v okolje (Makkar, 2003). Pri prezvekovalcih imajo ti procesi
pozitiven ucinek, saj povecujejo tok esencialnih aminokislin v tanko c¢revo in tako

izboljSujejo prirejo mleka, mesa in volne. Poleg tega, da tanini preprecujejo napenjanje pri
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prezvekovalcih, delujejo tudi kot sredstvo proti Crevesnim zajedavcem (Kahn in Diaz-
Hernandez, 2000). Z zmanjSevanjem razgradljivosti beljakovin, izboljSujejo tanini
kakovost silaz. Zaradi vseh zgoraj naStetih ucinkov, Makkar (2003) meni, da oznaka

taninov kot antinutritivnih snovi ni ve¢ primerna.

Tanine delimo na hidrolizirajo¢e in kondenzirane tanine. Obe skupini taninov imata tako
Skodljive kot koristne ucinke, ki so odvisni od vrste in koncentracije tanina v obroku, vrste
zivali ter fizioloSkega stanja zivali (Kumar in Vaithiyanathan, 1990; Butter in sod., 1999;
Makkar, 2003). Hidrolizirajo¢i in kondenzirani tanini se med seboj razlikujejo po strukturi

in reaktivnosti s hidroliti¢nimi reagenti (Kumar in Vaithiyanathan, 1990).

Dolgotrajno zauzivanje krme bogate s tanini lahko povzroci zastrupitev zivali (Kumar in
Vaithiyanathan, 1990). Strupene ucinke imajo tako kondenzirani kot hidrolizirajo¢i tanini.
Vampni mikroorganizmi so sposobni razgrajevati hidrolizirajoce tanine (Makkar, 2003),
medtem ko razgradnja kondenziranih taninov v vampu ne poteka (McSweeney in sod.,
2001; Makkar, 2003). Do zastrupitve organizma pride zaradi absorpcije razgradnjih
produktov hidrolizirajo¢ih taninov in povecane koncentracije fenolov v krvi, ki jih jetra
niso sposobna razstrupiti. Posledica so poSkodbe notranjih organov. Kondenzirani tanini se
ne absorbirajo v kri, zato za notranje organe niso nevarni. Zivali se pred §kodljivimi u¢inki
taninov zasCitijo s povecanim izlo¢anjem s prolinom bogatih beljakovin (proline-rich
proteins (PRPs)) v slini (Mehansho in sod., 1987, cit. po Makkar in Becker, 1998). Ker se

PRPs hitro veZejo na tanine, je za vezavo na tanine potrebno manj beljakovin krme, kar

vodi do zmanjSanja izlocanja dusika v okolje (Makkar in Becker, 1998).

S tanini se srecujemo tudi v ¢loveski prehrani. Chung in sod. (1998a) povezujejo nastanek
raka na poziralniku z zauzivanjem hrane bogate s tanini kot so betelovi orehi (Areca
catechu L.) in zeli§¢ni c¢aji, ¢eprav Se ni znano ali je karcinogenost odvisna samo od
taninov ali tudi od drugih faktorjev oziroma molekul, ki se povezujejo s tanini. Mnogo
raziskav poroca o antikarcinogenosti taninov. Polifenoli ¢aja in mnoge sestavine taninov
delujejo antikarcinogeno. DoloCene sestavine taninov zmanjSujejo mutageno aktivnost
razli¢nih snovi. Karcinogene in/ali mutagene snovi sintetizirajo proste kisikove radikale, ki

se vezejo na celicne makromolekule. Antikarcinogenost in antimutagenost sta povezani z
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antioksidativno sposobnostjo taninov, ki je pomembna pri zasciti celic pred oksidacijo,

vklju¢no z lipidno peroksidacijo (Chung in sod., 1998b).
2.1.1 Vrste taninov
2.1.1.1 Hidrolizirajo¢i tanini

Hidrolizirajo¢i tanini vsebujejo ogljikohidratno jedro (ponavadi D-glukozo) s hidroksilnimi
skupinami, ki tvorijo estre s karboksilnimi kislinami kot so galna, elagna in
heksahidroksidifenska kislina (Mangan, 1988). HidrolizirajoCe tanine delimo na galotanine
in elagitanine (Chung in sod., 1998a). Galotanini so estri galne in elagne kisline,
elagitanini pa heksahidroksidifenske kisline z D-glukozo. Pri hidrolizi esterskih vezi
prostih heksahidroksidifenskih kislin se tvori elagna kislina (lakton) (Hagerman in Butler,
1991), medtem ko galotanini pri hidrolizi s kislinami, bazami ali encimi razpadejo na
glukozo in galno kislino (Chung in sod., 1998a). Taninska kislina (slika 1) je tipi¢en
hidrolizirajo¢i tanin (Singh in sod., 2001) in jo uvrs¢amo med galotanine. Po Mangan
(1988) vsebuje taninska kislina 8 do 10 molov galne kisline na mol glukoze.
Najenostavnejsi elagitanin je korilagin in ga najdemo v rodovih in vrstah Caesalpinia,
Coriaria, Terminalia chebula, Schinopsis in Eucalyptus sieberiana. Med elagitanine

uvrSc¢amo tudi ¢ebulinsko in ¢ebulagno kislino.

Ob prisotnosti kislin, baz in encimov esteraz, hidrolizirajoc¢i tanini razpadejo na sladkorje
in fenolne karboksilne kisline. V vampu prezvekovalcev esterske vezi cepijo
mikroorganizmi vrst Selenomonas ruminantium in Streptococcus spp., ki sintetizirajo
esteraze imenovane tanin acilhidrolaze (McSweeney in sod., 2001). Pri razgradnji
hidrolizirajocih taninov, s tanin acilhidrolazo, nastaneta galna in elagna kislina. V vampu
galna kislina dekarboksilira v pirogalol, le-ta pa se nato pretvori v resorcinol in
fluoroglucionol. Tudi Singh in sod. (2001) poroc¢ajo o nastanku galne kisline, pirogalola in

resorcinola pri in vitro razgradnji taninske kisline z vampnim sokom goved.
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Slika 1: Taninska kislina (Chung in sod., 1998b)

Hidrolizirajoci tanini se nahajajo v semenih, strokih, lubju, lesu, sadju, listju ter SiSkah
rastlin iz druzin octovk (Anacardiaceae), metuljnic (Leguminosae), bukvovk (Fagaceae),

kombretovk (Combretaceae) in mirtovk (Myrtaceae) (Mueller-Harvey, 2001).
2.1.1.2 Kondenzirani tanini

Po Hagerman in Butler (1991) so kondenzirani tanini (slika 2) oligomeri in polimeri
flavanolnih enot (flavan-3-olov in flavan-3,4-diolov), povezanih z ogljikovimi vezmi (C-
C), ki niso dovzetne na hidrolizo. Kondenzirane tanine imenujemo tudi proantocianidini,
ker pri segrevanju z dodatkom kisline in kovinskimi ioni v sledovih, tvorijo barvne
antocianidine. Nastanek antocianidinov v kislem mediju uvrsca flavan-3,4-diole med
leukoantocianidine. Leukocianidine, leukopelargonidine in leukodelfinidine uvr§¢amo med
flavan-3,4-diole. Flavan-3-oli, pogosto jih imenujemo katehini, tvorijo Stiri izomere. Po
Chung in sod. (1998a) lahko epikatehin izoliramo iz kakavovih zrn, epigalokatehin pa iz
zelenih €ajev. V zelenih ¢ajih so poleg epigalokatehina prisotni tudi galokatehin, katehin in

epikatehin.
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E=H, OH

Slika 2: Kemijska zgradba kondenziranega tanina (McSweeney in sod., 2001)

Kondenzirani tanini nimajo ogljikohidratnega jedra kot hidrolizirajoci, vendar se pojavljajo
kot razliéni polimeri sestavljeni iz flavanolnih enot (procianidin) (Mangan, 1988) v
celi¢nih vakuolah (Min in sod., 2003). V primerjavi s hidrolizirajoimi tanini imajo
kondenzirani tanini kompleksnejSo strukturo. Odpornost ogljikovih vezi na hidrolizo
omogoca kondenziranim taninom vecjo stabilnost kot hidrolizirajo¢im. Depolimerizacija
kondenziranih taninov, s cepitvijo ogljikovih vezi, ne poteka pod anaerobnimi pogoji, zato

razgradnja kondenziranih taninov v vampu verjetno ne poteka (McSweeney in sod., 2001;

Makkar, 2003).

Kondenzirane tanine najdemo v navadni nokoti (Lotus corniculatus), moc¢virski nokoti
(Lotus pedunculatus) in medenici (Hedysarum coronarium) (Barry in sod., 2001) ter tudi v
navadni turSki detelji (Onobrychis viciifolia), topolistni kislici (Rumex obtusifolius), akaciji
(Acacia spp.), bombazevem semenu (Gossypium sp.), sirku (Sorghum sp.) ter bobu (Vicia
faba) (Butter in sod., 1999).
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2.2  DELOVANIJE TANINOV
2.2.1 Povezovanje z makromolekulami

Koristni in Skodljivi u¢inki taninov so posledica tvorbe kompleksov z:
1. beljakovinami (encimi),
2. ogljikovimi hidrati,
3. rudninskimi snovmi in vitamini,
4

. bakterijskimi celi¢nimi stenami.
2.2.1.1 Taninsko-beljakovinski kompleks

Sposobnost vezave taninov na beljakovine je znana ze od zacetkov usnjarske industrije. Pri
strojenju tvorijo tanini s kolagenom komplekse, ki trajno zascitijo usnje pred napadi
mikroorganizmov (Mangan, 1988). Mnogi avtorji opisujejo nastanek taninsko-
beljakovinskega kompleksa, ki nastane pri obarjanju beljakovin ob prisotnosti taninov
(Kumar in Singh, 1984; Hagerman in Klucher, 1986; Mangan, 1988; Kumar in

Vaithiyanathan, 1990; Chung in sod., 1998b; Butter in sod., 1999).

Obstojnost vezi med taninsko-beljakovinskim kompleksom je odvisna od lastnosti taninov
in lastnosti beljakovin, kot so molekulska masa, terciarna struktura, izoelektri¢na tocka in
kompatibilnost mest za vezavo (compatibility of binding sites) (Silanikove in sod., 2001).
Velikost molekule tanina je zelo pomembna za nastanek taninsko-beljakovinskega
kompleksa. Molekula tanina mora biti dovolj majhna, da prodre med verige beljakovinske
molekule in dovolj velika, da se lahko veze na ve¢ mest beljakovinske verige (Chung in
sod., 1998b). Najmanj$a molekulska masa tanina za u¢inkovito obarjanje beljakovin je 350
(Kumar in Singh, 1984; Chung in sod., 1998b). Teoreti¢no sta za obarjanje beljakovin, pri

hidrolizirajo¢ih taninih, dovolj najmanj dve galni kislini ali ena elagna kislina.

Kot poroc¢ata Hagerman in Klucher (1986) se tanini z beljakovinami povezujejo na osnovi
kovalentnih, ionskih, vodikovih ter hidrofobnih interakcij. Najpogosteje se na beljakovine
vezejo z vodikovimi vezmi, ki nastanejo med hidroksilnimi skupinami taninov in
karboksilnimi skupinami beljakovin. Nastanek vodikovih vezi pri preZvekovalcih poteka

ze v ustih med Zve€enjem krme ter se nadaljuje v vampu. Nastanek kovalentnih vezi je
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povezan z oksidacijo fenolov pri visokem pH (Hagerman in Klucher, 1986). Tvorba
kovalentnih, ionskih in vodikovih vezi je odvisna od pH okolja, medtem ko je hidrofobna

interakcija neodvisna od pH okolja (Hagerman in Klucher, 1986).

Nastanek taninsko-beljakovinskega kompleksa je odvisen od lastnosti taninov in
beljakovin, pH okolja ter kot so ugotovili Perez-Maldonado in sod. (1995) tudi od
temperature in prisotnosti anorganskih ionov (Ca, Mg, Na in K). Po Hagerman in Klucher
(1986) ima vsaka beljakovina svoj optimalen pH, ki je ponavadi blizu izoelektricne tocke
beljakovine. V ustih in vampu prezvekovalcev je pH ugoden za obstoj taninsko-
beljakovinskega kompleksa. In vitro je taninsko-beljakovinski kompleks najbolj stabilen
pri pH med 5,6 in 7,0 (Martin in sod., 1985, cit. po Butter in sod., 1999), pod pH 5,6 in nad
pH 7,0 kompleks razpade. Tudi Perez-Maldonado in sod. (1995), ki so naredili poskuse in
Vitro z govejim serumskim albuminom in rastlinskimi beljakovinami, so prisli do podobnih
zakljuckov. Netopni kompleksi z govejim serumskim albuminom so nastali pri pH med 4,5

in 5,5, medtem ko so kompleksi z rastlinskimi beljakovinami nastali pri pH med 3,5 in 5,5.

Tanini imajo do nekaterih beljakovin zelo veliko afiniteto (privlacnost), do drugih
beljakovin pa zelo majhno. Zelo veliko privla¢nost imajo do s prolinom bogatih beljakovin
sline. Po Hagerman in Klucher (1986) imajo tanini majhno afiniteto do beljakovin, ki so
majhne in imajo zaprto terciarno strukturo, zaradi ¢esar ne morejo tvoriti vodikovih vezi s

tanini. Goveji serumski albumin je za tanine bolj privla¢en kot ovalbumin.

Sinteti¢ni polimeri, kot so v vodi topen polivinil pirolidin, v vodi netopen polivinil
pirolidin in v vodi topen polietilenglikol (PEG), tvorijo mo¢ne vodikove vezi s tanini
(Silanikove in sod., 2001), s tem pa prepreCujejo nastanek taninsko-beljakovinskega
kompleksa. Na PEG se v Sirokem pH obmocju vezejo tako kondenzirani kot hidrolizirajo¢i
tanini. PEG se uporablja za preprecevanje Skodljivih ucinkov taninov na mikrobno

fermentacijo v predZelodcih in hkrati izboljSuje prirejo Zivali (Getachew in sod., 2001).
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2.2.1.2 Kompleksi z ogljikovimi hidrati, rudninskimi snovmi in vitamini

Kot pri taninsko-beljakovinskemu kompleksu, na tvorbo vezi med ogljikovimi hidrati in
tanini vplivajo topnost, molekulska masa in struktura ogljikovih hidratov (Haslam, 1989).
Tanini se z ogljikovimi hidrati povezujejo z reverzibilnimi hidrofobnimi vezmi.
Najpogosteje se tanini povezujejo s celulozo, hemicelulozo, Skrobom ter pektinom

(McSweeney in sod., 2001; Reed, 1995).

Fenolne skupine taninov se povezujejo z rudninskimi snovmi in vplivajo na njihovo
izkori$canje. Obarjanje mineralnih soli s taninsko kislino je odvisno od pH. Kompleks med
Zelezom in taninom ne razpade niti v siri§¢niku, kar je znacilno za ostale komplekse s
tanini. South in Miller (1998) sta ugotovila, da dodatek etilendiamintetraocetne kisline
(EDTA) in vitro prepreCuje vezavo tanina na zelezo in hkrati cepi Zzelezo-taninske
komplekse. Tanini delujejo negativho na absorbcijo vitamina A in zmanjSujejo

izkoristljivost vitamina B;, (Chung in sod., 1998b).
2.2.2 Prebavljivost in razgradnja taninskih kompleksov
2.2.2.1 Taninsko-beljakovinski kompleks

Nastanek taninsko-beljakovinskega kompleksa zasciti beljakovine krme pred mikrobno

razgradnjo v vampu prezvekovalcev.

Kondenzirani | Zvecenje . o
o Netopen Prosti kondenzirani
tanini |:" > <:>
taninsko- tanini
+
. | beljakovinski +
Rastlinske | raztrganje ) )
. ' . kompleks Proste beljakovine
beljakovine celic
usta vamp siriScnik, Crevesje

Slika 3: Nastanek in razgradnja taninsko-beljakovinskega kompleksa (povzeto po Mangan,
1988)

Kot prikazuje slika 3 nastanejo taninsko-beljakovinski kompleksi ze v ustih
prezvekovalcev pri Zvecenju krme. Po Mangan (1988) je najbolj pogosta rastlinska

beljakovina F1 beljakovina oziroma ribuloza-1,5-difosfat karboksilaza. Min in sod. (2003)
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porocajo o zmanjSani mikrobni razgradnji F1 beljakovine pri uporabi kondenziranih
taninov iz navadne nokote (Lotus corniculatus) in moc¢virske nokote (Lotus pedunculatus).
V vampu prezvekovalcev je taninsko-beljakovinski kompleks netopen zaradi neugodnega
pH (od 5 do 7), kar vodi do povecanega toka taninsko-beljakovinskega kompleksa v
siri§¢nik in tanko ¢revo. O povecanem toku taninsko-beljakovinskega kompleksa v tanko
¢revo pri ovcah in kozah krmljenih z Desmodium intortum in Calliandra calothyrsus
porocata tudi Perez-Maldonado in Norton (1996). Zaradi nizkega pH v siriS¢niku (od 2,5
do 3,5) in visokega pH soka trebusne slinavke (8,0) taninsko-beljakovinski kompleks
razpade, s tem pa postanejo beljakovine dostopne za razgradnjo in absorbcijo v tankem

¢revesu (Butter in sod., 1999).

Vezava kondenziranih taninov na beljakovine pri ovcah zmanjsa koncentracijo amoniaka v
vampu, poveca koncentracijo esencialnih aminokislin v plazmi in tok neamoniakalnega
dusika iz vampa (Min in sod., 2003). Tudi Butter in sod. (1999) porocajo o povecanem
neamoniakalnem duSiku in zmanjSani koncentraciji amoniaka. ManjSa koncentracija
amoniaka v vampu vodi do zmanjs$ane izgube se¢nine s seCem (Reed, 1995; Butter in sod.,
1999). Sliwinski in sod. (2002) porocajo o manjsi produkciji metana v in Vitro poskusu s
hrastovimi tanini. Tudi Roth (2003) porofa o statisticno znacilnem zmanjSevanju
proizvedenega metana s povecevanjem koli¢ine dodanega tanina v in vitro poskusu s
sojinimi tropinami. Manj$a izguba se¢nine s seCem in produkcija metana vodita do

manjSega onesnazevanja okolja.
2.2.2.2 Kompleksi z ogljikovimi hidrati

Na splosno ogljikovi hidrati tanine manj privlacijo kot beljakovine. Perez-Maldonado in
Norton (1996) ugotavljata, da se tanini pri vezavi na vlaknino (celi¢no steno) najverjetneje
vezejo na beljakovine znotraj celicne stene, zaradi ¢esar onemogocijo razgradnjo celi¢ne
stene. Z vezavo na celulozo ali hemicelulozo tanini onemogocajo encimsko razgradnjo
vlaknine. Razgradljivost ogljikovih hidratov se ob dodatku mocvirske nokote (Lotus
pedunculatus) zmanjsa (Barry in Manley, 1984). Tanini zmanjsSujejo razgradljivost
vlaknine tako z vezavo na lignocelulozo, kar preprecuje mikrobno razgradnjo kot z

neposrednim oviranjem celulolitiénih mikroorganizmov (McSweeney in sod., 2001).
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Butter in sod. (1999) trdijo, da je manjSa razgradnja vlaknine v vec¢ji meri posledica
ovirane mikrobne razgradnje s strani taninov. McSweeney in sod. (2001) so ugotovili, da
ze 2 do 3 odstotke taninov v obroku, zmanjSa populacijo mikroorganizmov vklju€enih v
razgradnjo vlaknine. Razpad polisaharidov (hemiceluloza, pektin) je zaradi kostanjevih
taninov mo¢no zmanjSan, kadar je razmerje med taninom in substratom vecje kot ena
(Scalbert, 1991). Prisotnost taninske kisline ali katehinov zmanjSa prebavljivost Skroba za

9 do 17 odstotkov.

Slabsa prebavljivost vlaknine vodi do zmanjSanja sinteze ATP, ki je potreben vampnim
mikroorganizmom za rast in sintezo mikrobnih beljakovin. Makkar in sod. (1995) so
ugotovili, da se ob prisotnosti taninov in vitro zmanj$a produkcija hlapnih masc¢obnih
kislin. Poleg zmanjSane produkcije hlapnih mascobnih kislin, se ob prisotnosti taninov
zmanjSa tudi razmerje med ocetno in propionsko kislino (Butter in sod., 1999). Kot sta
ugotovila Perez-Maldonado in Norton (1996) je koncentracija hlapnih mascobnih kislin pri
ovcah vecja kot kozah, vendar se delezi posameznih hlapnih masc¢obnih kislin med ovcami
in kozami ne razlikujejo. Tudi Zimmer in Cordesse (1996) porocata o spremenjeni

koncentraciji hlapnih maS¢obnih kislin pri ovcah in kozah.
2.2.3 U¢inek taninov na vampne mikroorganizme

Na splosno tanini omejujejo rast mikroorganizmov. Tanini se lahko vezejo na celi¢no steno
bakterije ali se povezujejo z mikrobnimi encimi, kar onemogoca transport hranljivih snovi
v celico in ovira rast organizma (McSweeney in sod., 2001). Vezava taninov na zelezove
ione omejuje njihovo dostopnost mikroorganizmom (Scalbert, 1991). Tanini preprecujejo
aktivnost bakterijskih encimov kot so celulaza, amilaza in galaktozidaza, ki so vkljuceni v
presnovo ogljikovih hidratov (Makkar in sod., 1987, cit. po Butter in sod., 1999). Makkar
in sod. (1988) porocajo o zmanjsani aktivnosti ureaze, karboksimetil celulaze, glutamat
dehidrogenaze ter alanin aminotransferaze v poskusu s hrastovimi tanini in sacco. In vitro
kondenzirani tanini iz navadne nokote (Lotus corniculatus) omejujejo rast nekaterim
proteolitiénim bakterijam (Min in sod., 2003). V poskusu s taninsko kislino in encimom
tripsinom sta Mole in Waterman (1987) ugotovila, da taninska kislina preprec¢uje delovanje

tripsina, vendar ne z vezavo na encim, ampak z vezavo na goveji serumski albumin. Tudi
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Scalbert (1991) poroca o oviranem delovanju proteoliticnih bakterij, ki je posledica vezave

taninov na substrat (beljakovino ali celicno steno bakterije).

Tanini negativno ucinkujejo na bakterije, kvasovke in glive. V primerjavi z bakterijami in
glivami so kvasovke bolj ob¢utljive na kostanjeve tanine, tanine iz Quebracha ter taninsko
kislino. Po Scalbert (1991) je najmanjSa koncentracija taninov, ki preprecuje rast 0,5 g/l pri

kvasovkah, medtem ko je pri bakterijah ponavadi manjsa in se giblje med 0,012 in 1 g/I.

Kondenzirani tanini omejujejo rast proteoliticnih bakterij (Butyrivibrio fibrisolvens,
Ruminobacter amylophilus in Streptococcus bovis) ter preprecujejo endoglukanazno
delovanje Fibrobacter succinogenes in vitro (McSweeney in sod., 2001). V poskusu s
kondenziranimi tanini iz navadne nokote (Lotus corniculatus) in moc¢virske nokote (Lotus
pedunculatus) so Molan in sod. (2001) ugotovili, da je pri koncentraciji 400 in 600 pg/ml
in vitro rast proteoliti¢nih bakterij onemogocena. Prisotnost taninov v mediju in vitro ovira
rast Streptococcus gallolyticus in Streptococcus bovis. V primerjavi s Streptococcus
gallolyticus je Streptococcus bovis 30-krat bolj obcutljiv na taninsko kislino ali akacijeve
kondenzirane tanine (O'Donovan in Brooker, 2001). Po Sliwinski in sod. (2002) se je pri
najvecji koncentraciji taninov (2,5 g/kg SS), koncentracija amoniaka zmanjSala
najverjetneje zaradi manjse aktivnosti mikrobne deaminaze. Galna kislina, elagna kislina in
katehini veliko bolj omejujejo razgradnjo celuloze kot taninska kislina (Acamovic in
Stewart, 1999), vendar pa taninska kislina veliko bolj zavira metanogene bakterije kot

galna kislina ali pirogalol (Scalbert, 1991).

Kljub antimikrobnemu delovanju taninov, lahko veliko mikroorganizmov normalno raste
in se razvija v prisotnosti taninov (Scalbert, 1991). Mikroorganizmi zunaj celice izlo¢ajo
polisaharide in tvorijo debel sloj glikoproteinov, ki lo¢i mikrobno celi¢no steno od taninov
(Scalbert, 1991; McSweeney in sod., 2001). Ker so glikoproteini za tanine zelo privlacni,
se le-ti veZejo nanje in ne na mikrobne encime, ki se pomembni za rast mikroorganizmov
(Scalbert, 1991). Po McSweeney in sod. (2001) Streptococcus gallolyticus, Clostridium sp.
in Proteobacteria dobro prenasajo visoke koncentracije hidrolizirajo¢ih in kondenziranih
taninov. Streptococcus gallolyticus bo rasel tudi v 10-krat ve¢ji koncentraciji taninov kot

Streptococcus bovis (O'Donovan in Brooker, 2001). Ravno zaradi tega je najbolj razsirjen
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pri prezvekovalcih, ki se prehranjujejo s tanini bogato krmo. Mnogim encimom tanini
preprecujejo delovanje, vendar obstajajo encimi kot so tanaze in o—amilaze, ki normalno
delujejo v visokih koncentracijah taninov. Penicillium in Aspergillus lahko izkoriscata
hidrolizirajoCe tanine kot vir ogljika za svojo rast (Haslam, 1989). Po Scalbert (1991)
mikroorganizmi rodov Aspergillus, Penicillium, Fomes, Polyporus, Poria in Trametes
bolje rastejo v prisotnosti galotaninov kot elagitaninov (kostanjevi tanini) ali kondenziranih
taninov, medtem ko Achromobacter sp. raste samo v prisotnosti galotaninov in kostanjevih
taninov. Mikroorganizmi, ki rastejo v prisotnosti taninov, rastejo tudi v prisotnosti

enostavnih fenolov kot je galna kislina in katehin (Scalbert, 1991).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 SUBSTRAT

Za substrat smo uporabili celulozo (BWW 40) (Arbocel®) in krompirjev §krob (Merck).

Lastnosti obeh substratov so predstavljene v preglednici 1.

Preglednica 1: Lastnosti BWW 40 in Skroba (podatki proizvajalcev)

BWW 40 Skrob
Oblika kosmici fini prah
Barva bela bela
Gostota 530-630¢g1" 300g1"
pH vrednost 6,0+ 1,0 6,0 — 7.5 (pr1 25°C in 2 % vodni raztopini)

BWW 40 je nevtralnega okusa in vonja. Vsebuje 93.8 % suhe snovi in 6,2 % vode. Suho
snov sestavlja 0,6 % surovih beljakovin, < 0,1 % surovih mas¢ob, 72,0 % surovih vlaknin,

20,9 % brezdusic¢nega izvlecka in 0,3 % pepela.

Skrob vsebuje 89,6 % suhe snovi ter 10,4 % vode. Topnost skroba v vodi pri temperaturi

90 °C znaga 50 g 1.
3.2 TANINSKI IZVLECKI

V poskusu smo uporabili pet vrst taninskih izvleCkov. Farmatan 75 (F75), farmatan 75 z
dodano kislino (FAK), KPS (KPS) in taninska kislina (TAK) so predstavljali
hidrolizirajoCe tanine, medtem ko je quebracho (QUE) kondenzirani tanin. Kostanjeve
tanine (F75, FAK in KPS) smo prejeli od podjetja Tanin Sevnica, taninsko kislino od
Sigma-Aldrich ter quebracho tanin od podjetja Roy Wilson Dickson iz Velike Britanije.

Sestava posameznih taninskih izvleckov je predstavljena v preglednici 2.

Preglednica 2: Sestava taninskih izvleckov (podatki proizvajalcev)

F75 FAK KPS QUE* TAK
Tanin (%) 75,8 60,7 68,5 72,0 90,0
Netanin (%) 16,5 15,0 23,6 3,6 5,0
Netopno (%) 1,5 10,6 0,7 0,3 0,0
pH 3,6 2,8 4,6 4,5-50 3,0

*vir: Vegetabil extracts (2000)
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3.2.1 Kostanjevi izvlecki (F75, FAK, KPS)

* Druzina: Bukvovke (Fagaceae)

* Rod: Kostanj (Castanea P. Mill.)

»  Vrsta: Evropski kostanj (Castanea sativa P. Mill.)
= Nabhajalisce: Evropa

Kostanjevi tanini so naravni izvlecki iz kostanjevega lesa (Castanea sativa P. Mill). So
zmes estersko in glikozidno vezanih taninov to je hidrolizirajo¢ih in kondenziranih, kjer
hidrolizirajo¢i tanini prevladujejo. Farmatan se uporablja kot dodatek h krmi, saj
preprecuje driske, $Citi sluznico Crevesja pred drazljaji in preprecuje resorbcijo Skodljivih
snovi (Farmatan ..., 2003). FAK sestavlja farmatan 75 (F75) kateremu so bile dodane
fosforna, metanojska in mlec¢na kislina. KPS vsebuje poleg taninske in netaninske

substance Se natrijev sulfit in natrijev hidroksid.

3.2.2 Taninska Kislina

* DruZina: Bukvovke (Fagaceae)
* Rod: Hrast (Quercus L.)

" Vrsta: Quercus infectoria

= Nabhajalisce: Evropa

Taninska kislina je rumen prah, ki na zraku in svetlobi potemni. Kemijsko je taninska
kislina penta-m-digalo-glukoza z visoko molekularno maso. Je hidrolizirajo¢i tanin, ki ga
pridobivajo iz hrastovih $isk. Netopne oborine tvori z albuminom, gelatinom, alkaloidi in
tezkimi kovinskimi solmi. Taninska kislina se raztaplja v etanolu (100 mg/ml), vodi (2,8
g/ml), toplem glicerolu (1 mg/ml) in acetonu. Raztopina je bistra, rumeno rjave barve. Tudi
raztopina je obcutljiva na svetlobo in zrak, saj pri izpostavljanju potemni. V benzenu,
kloroformu, etru, petrol etru, ogljikovem disulfidu in ogljikovem tetrakloridu se taninska

kislina ne topi (Product Information, 2003).
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3.2.3 Quebracho izvlecek

* Druzina: Octovke (Anacardiaceae)

= Rod: Schinopsis Engler

" Vrsta: Quebracho (Schinopsis balansae) in rde¢ quebracho (Schinopsis
lorentzii)

* Nabhajalisce: JuZzna Amerika (Argentina)

Quebracho izvlecek pripravljajo iz Quebracho Colorado dreves (Schinopsis balansae in
Schinopsis lorentzii), ki rastejo samo v Juzni Ameriki, v geografskem obmocju Chaco.
Quebracho izvlecek vsebuje zelo velik delez kondenziranih taninov. Raztaplja se v hladni
vodi, a se topnost povecuje s segrevanjem vode. Zelo je cenjen v usnjarski industriji, saj je

zaradi nevtralnega pH odli¢no sredstvo za strojenje usnja (Quebracho Extract, 2003).
3.3 PLINSKI TEST

Metodo izvedbe plinskega testa smo povzeli po Menke in Steingass (1988) (Hohenheimski
plinski test). Vampni sok smo odvzeli eno do dve uri po krmljenju, iz dveh fistuliranih
kastriranih ovnov jezersko-solavske pasme. Ovna sta bila krmljena s senom in
koncentratom za pokrivanje vzdrzevalnih potreb. Vampni sok smo zbirali v termo
steklenico, ki smo jo predhodno segreli na 39°C. Pred in po odvzemu vampnega soka smo

steklenico prepihovali z ogljikovim dioksidom.

Pred dodatkom vampnega soka smo pufer v vodni kopeli segreli na 39 + 0,5°C in ga
prepihovali z ogljikovim dioksidom pod tlakom 1,8 do 2,0 bara. Pufer je vseboval
destilirano vodo, raztopine A, B in C (preglednica 3), raztopino resazurin in redukcijsko
raztopino (preglednica 4). Dobro prepihanem in premeSanem pufru, smo dodali
redukcijsko raztopino pet minut pred dodatkom vampnega soka. Redukcijsko raztopino
smo vedno pripravili tik pred odvzemom vampnega soka. Pri dodatku redukcijske

raztopine se je modra raztopina pufra najprej obarvala rdece, kasneje pa se je razbarvala.
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Preglednica 3: Sestava raztopin A, B in C

Raztopina A Raztopina B Raztopina C
13,2 g CaCl, x 2H,0 35,0 g NaHCO; 5,7 g Na,HPO4
10,0 g MnCl; x 4H,O 4,0 g (NH4)HCOs 6,2 g KH,PO4
1,0 g CoCl;, x 6H,0O destilirana voda do 1 litra 0,6 g MgSO,4 x 7TH,0
0,8 g FeCl, x 6H,O destilirana voda do 1 litra

destilirana voda do 100 ml

Preglednica 4: Sestava redukcijske raztopine in pufra

Redukcijska raztopina Raztopina resazurin Pufer*
47,5 ml destilirane vode 100 mg resazurin 474,0 ml destilirane vode
2 ml NaOH 1M destilirana voda do 100 ml 0,12 ml raztopine A
285 mg Na,S x 7TH,0 237 ml raztopine B

237 ml raztopine C
1,22 ml raztopine resazurin
50,0 ml redukcijske raztopine

*koli¢ina pufra zado$¢a za 50 brizgalk

Vampni sok smo precedili skozi §tiri plasti gaze v merilni valj, ogret na 40°C in prepihan z
ogljikovim dioksidom. Vampni sok smo dodali v popolnoma brezbarvno pufersko
tekocino. Koli¢ina vampnega soka in pufra je bila odvisna od Stevila brizgalk, ki smo jih
morali napolniti. MeSanico vampnega soka in pufra (v razmerju 1:2) smo pred polnjenjem

brizgalk mesali in prepihovali z ogljikovim dioksidom $e 15 minut pod tlakom 1,0 bara.

Ob zacetku polnjenja brizgalk smo v prostor nad meSanico vampnega soka in pufra uvajali
ogljikov dioksid pod tlakom 1,0 bara. Brizgalke smo napolnili s 30 ml meSanice vampnega
soka in pufra (10 ml vampnega soka in 20 ml pufra). V vsako serijo poskusa smo vkljuéili
slepe vzorce (brizgalke brez vzorca) in standardne vzorce (seno mnogocvetne ljuljke). Za
slepe in standardne vzorce smo namenili Sest brizgalk, ki smo jih napolnili z meSanico
pufra in vampnega soka na samem zacetku polnjenja brizgalk, na sredini polnjenja in na

koncu polnjenja.

Brizgalke z vzorci so vsebovale okoli 175 mg substrata (celuloza ali Skrob) in razli¢ne
koncentracije taninskih izvle€¢kov. Ob dodatku 30 ml meSanice vampnega soka in pufra,
smo brizgalke postavili v vodno kopel ogreto na 39 + 0,5°C. Koli¢ino proizvedenega plina
smo prvih 12 ur od¢itavali na 2 uri, potem do 48 ur na 12 ur in do 96 ur na 24 ur. Ko je bilo

proizvedenega ve¢ kot 50 ml plina, smo brizgalko obrnili, iztisnili proizvedeni plin in
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brizgalko postavili nazaj v vodno kopel. Vsako kombinacijo substrata z razlicno
koncentracijo in vrsto taninskega izvlecka smo izvedli v treh ponovitvah. V preglednici 5
so predstavljene vsebnosti substrata, taninskih izvle¢kov in medija.

Preglednica 5: Vsebnost substrata, taninskih izvle¢kov (TI) ter medija uporabljenega v

poskusu
TI (mg) Substrat (mg) Medij (ml) Koncentracija T1 (mg/ml medija)

0 (kontrola) ~ 175 30 0
5 ~175 30 0,17
10 ~175 30 0,33
20 ~175 30 0,67
40 ~175 30 1,33
80 ~ 175 30 2,67

*substrat: celuloza in Skrob
taninski izvlecki: F75, FAK, KPS, QUE in TAK
medij: 20 ml pufra in 10 ml vampnega soka

Ker je bila vodna kopel dovolj velika samo za 48 brizgalk, smo poskus opravili v Sestih
serijah. Sesto serijo poskusa smo izvedli zato, ker smo v prvih treh serijah pri fermentaciji
celuloze pri najvecjih koncentracijah (1,33 in 2,67 mg/ml medija) taninskih izvleckov
opazili, da se proizvedejo vecje koli¢ine plina Sele na koncu inkubacijske dobe (72 in 96
ur). Zaradi te ugotovitve smo v Sesti seriji podaljsali inkubacijsko dobo na 168 ur in smo

po 48 urah meritve opravljali na 8 in 16 ur.
3.4  STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV
3.4.1 Kazalniki fermentacije

S pomocjo Gompertzove funkcije smo izracunali kumulativno produkcijo plina za vsak
substrat, koncentracijo in vrsto taninskega izvlecka. Za ocenitev kazalnikov B, C in A smo
uporabili nelinearno regresijsko metodo (PROC NLIN) v statistiénem programskem paketu

SAS/STAT (SAS Institute Inc., 2001).
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Gompertzova funkcija:

oAt
y(t)=BeC® (1)
Kjer je:
y= kumulativna produkcija plina (ml)
B= skupna potencialna produkcija plina (ml/g SS)
C= specifi¢na hitrost fermentacije, na katero vpliva kazalnik A

= konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti

t= cas (h)

e
LAG

Slika 4: Shematski prikaz Gompertzove funkcije (B — skupna potencialna produkcija plina
(ml/g SS), MFR — najvecja hitrost fermentacije (ml/h), LAG — ¢asovni zaostanek zacetka

fermentacije (h))

Cas najvedje hitrosti fermentacije (TMFR — Time of Maximum Fermentation Rate (h))
smo izracunali z drugim odvodom Gompertzove funkcije (3). Z vstavitvijo TMFR v prvi
odvod Gompertzove funkcije (2) smo izracunali najvecjo hitrost fermentacije (MFR —

Maximum Fermentation Rate (ml/h)).

Prvi odvod:

_At
%:ABCe_Ate_Ce Q)
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Drugi odvod:
—At At

2 B
A%y _ap2c2(eAt)2eCe ™ _ppgc2eCe ..03)

a2t

IFE.

TMEE.
Slika 5: Shematski prikaz MFR glede na TMFR (MFR — najvecja hitrost fermentacije

(ml/h), TMFR — ¢as, ko je dosezena najvecja hitrosti fermentacije (h))

Za vsak substrat, vrsto ter koncentracijo taninskega izvlecka smo s pomocjo kazalnikov

fermentacije izracunali tudi casovni zaostanek zacetka fermentacije (LAG (h)).

logC-1

LAG = . (4

3.4.2 Model

Za razvoj modela smo uporabili metodo najmanjsih kvadratov v proceduri GLM (General
Linear Model). Model smo razvili glede na substrat, zato vpliv substrata nismo vkljucili v
model kot sistematski vpliv. Vpliv taninskega izvlecka (pet razredov) in koncentracije
taninskega izvlecka (Sest razredov) smo v model vkljucili kot sistematska vpliva z nivoji.
Za izbor modela smo se odlocili na podlagi statisticno znacilnega vpliva (p — vrednost),
koeficienta determinacije (R?) ter stopinj prostosti za posamezen vpliv in model v celoti. S
pomoc¢jo Tukey-Kramer testa smo ovrednotili statisticno znacilne razlike (p < 0,05) med

vrsto in koncentracijo taninskega izvlecka pri posameznem substratu.
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Statisti¢ni model:

yijk:,u+Ti+Kj+eijk ...(5)
Kjer je:
yiik=  skupna potencialna produkcija plina (B), specifi¢na hitrost fermentacije (C),

konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (A), cCas najveCje hitrosti
fermentacije (TMFR), najvec¢ja hitrost fermentacije (MFR), ¢asovni zaostanek
zaCetka fermentacije (LAG), produkcija plina v 24 urah (GAS,4) in produkcija
plina v 48 urah (GASgs)

srednja vrednost

taninski izvlecek;1=1,2,3,41in 5

koncentracija taninskega izvlecka; j=1,2,3,4,51n 6

ostanek
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4 REZULTATI
4.1  OPISNA STATISTIKA

V preglednici 6 je predstavljena opisna statistika za posamezno opazovano lastnost glede
na substrat. V povprecju je bila skupna potencialna produkcija plina (B) iz celuloze 390,6
ml/g SS, z razponom med 222,6 in 513,6 ml/g SS. Razpon specificne hitrosti fermentacije
(C) je pri celulozi segal od 3,3 do 1340,5. Faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti je pri celulozi
v povprecju dosegal 0,166, s standardnim odklonom 0,028. Najvecja hitrost fermentacije
(MFR) celuloze je bila v povpre¢ju 16,7 ml/h in je nastopila v povprecno 27,5 uri (TMFR).
Razpon Casovnega zaostanka zaCetka fermentacije (LAG) celuloze se je raztezal od 5,2 do
90,9 ure. V 24 urah je bila povprec¢na produkcija plina (GAS,4) iz celuloze 254,2 ml/g SS,
v 48 urah (GAS4s) pa 372,8 ml/g SS.

Povpre¢na skupna potencialna produkcija plina (B) iz Skroba je bila 414,1 ml/g SS.
Razpon med najmanjSo (349,3 ml/g SS) in najvecjo (485,5 ml/g SS) skupno produkcijo
plina je znasal 136,2 ml/g SS. Specifi¢na hitrost fermentacije (C) Skroba je bila povprecno
18,8, s standardnim odklonom 16,4. Pri Skrobu je bil faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti v
povprecju 0,246, z razponom med 0,086 in 0,421. V povprec¢no 11,7 uri (TMFR) je
nastopila najve&ja hitrost fermentacije, ki se je gibala od 15,4 ml/h do 61,2 ml/h. Casovni
zaostanek zacetka fermentacije (LAG) Skroba je segal od 5,3 do 10,9 ure. V 24 urah
(GAS,4) je iz Skroba nastalo v povpre¢ju 375,6 ml/g SS plina, medtem ko je v 48 urah
nastalo povprec¢no 420,6 ml/g SS plina.

Preglednica 6: Opisna statistika po substratu

CELULOZA SKROB
Lastnost N 0 SD  MIN MAX N v SD  MIN MAX
B (ml/g SS) 87 390,6 48,1 2226 5136 90 414,1 284 3493 4855
C 87 650 199,5 33 1340,5 90 18,8 164 54 1056
A 87 0,116 0,028 0,019 0,153 90 0,246 0,072 0,086 0,421
TMER (h) 87 27,5 20,0 12,8 1056 90 11,7 2,6 83 21,2
MFR (ml/h) 87 16,7 46 23 223 90 373 11,0 154 612
LAG (h) 87 17,5 173 52 909 90 72 1,3 53 109

GAS,4 (ml/g SS) 162 2542 114,5 7,8 356,5 150 375,6 40,9 176,6 448,8
GAS4 (ml/g SS) 162 372,8 101,2 29,0 454,8 150 420,6 28,8 354,8 471,7
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4.2  SKUPNA POTENCIALNA PRODUKCIJA PLINA (B)

Na skupno potencialno produkcijo plina sta statisticno znacilno (p < 0,05) vplivala tako
vrsta kot koncentracija taninskega izvletka. V primerjavi s $krobom (R* = 0,60) je bil

koeficient determinacije pri celulozi (R* = 0,44) manjsi.
4.2.1 Celuloza

Skupna potencialna produkcija plina (B) se je statisticno znacilno razlikovala (p < 0,05)
med koncentracijami posameznih taninskih izvleCkov (preglednica 7). V primerjavi z
drugimi koncentracijami sta najvecji koncentraciji F75 in KPS najbolj zmanjsali skupno
potencialno produkcijo plina (265,6 ml/g SS in 258,1 ml/g SS) (slika 6). Glede na kontrolo
je QUE (najvecjo koncentracijo smo zaradi prevelikega negativnega ucinka izkljucili) pri
vseh koncentracijah statistino znacilno (p < 0,05) zmanjsal skupno potencialno produkcijo
plina. Pri FAK (445,1 ml/g SS) in TAK (457,9 ml/g SS) je najvecja koncentracija povecala
skupno potencialno produkcijo plina. Razlika med kontrolo in najve¢jo koncentracijo ni
bila statisticno znacilna (p > 0,05).

Preglednica 7: Vpliv razli€nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na skupno
potencialno produkcijo plina (ml/g SS) iz celuloze

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 431,9 431,9% 431,9° 431,9° 431,9%°
0,17 369,4°AB 388,544 363,498 378,20AB 387,6%8
0,33 357,6° 369,1° 386,1% 371,4° 365,0°
0,67 386,47 413,6°B 426,68 376,8°C 441,877
1,33 389,928 396,4°9AB 407,548 347,5° 417,0%0A
2,67 265,62 445,14 258,18 / 457,9*

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.edeyrednosti v stolpcih oznadene z malimi &rkami se statistiéno znagilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznadene z velikimi érkami se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p<0,05)

Statisticno znacilne razlike smo opazili tudi med taninskimi izvlecki znotraj posameznih
koncentracij (preglednica 7). Glede na ostale taninske izvlecke je KPS (363,4 ml/g SS) pri
koncentraciji 0,17 mg/ml medija najbolj zmanjsal skupno potencialno produkcijo plina in
se je statisti¢no znacilno razlikoval samo od FAK (388,5 ml/g SS). Pri koncentracijah 0,67
(376,8 ml/g SS) in 1,33 mg/ml (347,5 ml/g SS) je bila skupna potencialna produkcija plina
pri QUE statisticno znacilno (p < 0,05) manjsa od ostalih taninskih izvleckov, razen od F75

(386,4 ml/g SS) pri koncentraciji 0,67 mg/ml medija. Najvecja koncentracija KPS (258,1
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ml/g SS) je najbolj zmanjSala skupno potencialno produkcijo plina (slika 6). Skupna
potencialna produkcija plina je bila pri F75 (265,6 ml/g SS) in KPS (258,1 ml/g SS)
statisticno znacilno (p < 0,05) manjsa od FAK (445,1 ml/g SS) in TAK (457,9 ml/g SS), ki
sta najmanj ovirala produkcijo plina. Najbolj sta skupno potencialno produkcijo plina
zmanjSala F75 in KPS. Pri koncentraciji 0,33 mg/ml medija razlike med taninskimi

izvlecki niso bile statisticno znacilne (p > 0,05).

500,0
4000 +
300,0 |-

200,0 |-

B (ml/g SS)

100,0 -

00 = L
> & & & &
< ¥ & & N
O kontrola M 0,17 0 0,33 00 0,67 B 1,33 @ 2,67

Slika 6: Skupna potencialna produkcija plina (ml/g SS) iz celuloze
4.2.2 Skrob

Kot pri celulozi se je tudi pri Skrobu skupna potencialna produkcija plina statisti¢no
znacilno (p < 0,05) razlikovala med koncentracijami znotraj posameznih taninskih
izvleCkov (preglednica 8). V primerjavi s celulozo so taninski izvle¢ki manj ovirali skupno
potencialno produkcijo plina iz Skroba (slika 7). Najmanjse koncentracije F75 (397,1 ml/g
SS), FAK (402,5 ml/g SS) ter TAK (415,1 ml/g SS) in najvecji koncentraciji KPS (377,6
ml/g SS) in QUE (354,9 ml/g SS) so najbolj zmanjSale skupno potencialno produkcijo
plina. Samo pri QUE je zaslediti trend zmanjSevanja skupne potencialne produkcije plina z

narascajoCo koncentracijo (slika 7).

Tudi med taninskimi izvlecki znotraj posameznih koncentracij so bile statisticno znacilne
(p < 0,05) razlike (preglednica 8). Najmanj je skupno potencialno produkcijo plina oviral
TAK, ki je pri koncentracijah 0,67 (473,1 ml/g SS), 1,33 (449,4 ml/g SS) in 2,67 mg/ml
medija (481,0 ml/g SS) povecal skupno potencialno produkcijo plina (slika 7). QUE je
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najbolj zmanjsal skupno potencialno produkcijo plina iz Skroba in je pri koncentracijah
0,67 (370,1 ml/g SS), 1,33 (364,6 ml/g SS) in 2,67 mg/ml medija (354,6 ml/g SS)

statisti¢no znacilno (p < 0,05) zmanjsal skupno potencialno produkcijo plina.

Preglednica 8: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na skupno
potencialno produkcijo plina (ml/g SS) iz Skroba

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 432,5° 432.5° 432.5° 4325 432,5%
0,17 397,18 402,548 399,308 396,0°8 415,19
0,33 399,0°¢ 410,18 400,4°B¢ 400,8°5¢ 429,9°4A
0,67 408,0°¢ 422,1%8BC 431,5%8 370,1°P 473,174
1,33 402,68 432,1%4B 407,28 364,6°¢ 449 4%°A
2,67 418,178 417,1%8 377,6% 354,9°C 481,0°

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
b4 yrednosti v stolpeih oznadene z malimi érkami se statisti¢no znagilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C.D yrednosti v vrsticah oznadene z velikimi érkami se statistiGno znacilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 7: Skupna potencialna produkcija plina (ml/g SS) iz Skroba
43  SPECIFICNA HITROST FERMENTACIJE (C)

Pri obeh substratih sta na specifi¢no hitrost fermentacije statisticno znacilno (p < 0,05)
vplivala tako vrsta kot koncentracija taninskih izvleckov. Koeficient determinacije je bil

pri celulozi (R* = 0,27) manjsi kot pri §krobu (R* = 0,44).
4.3.1 Celuloza

Specifi¢na hitrost fermentacije se je statisticno znacilno (p < 0,05) razlikovala samo med

koncentracijami FAK, KPS in QUE (preglednica 9). Na splosno je bila specificna hitrost
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fermentacije najmanjSa brez dodanih taninskih izvleckov (5,5), medtem ko je bila pri FAK

najvecja koncentracija tista, ki je najbolj zmanjsala specifi¢no hitrost fermentacije (3,6).

Preglednica 9: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvle¢kov na specifi¢no hitrost
fermentacije celuloze

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 5,5 5,5° 5,5° 5,5° 55
0,17 10,24 7,18 9,6°AB 10,1°4 7,548
0,33 11,68 9,3°AB 10,0°B 14,7°A 6,9%
0,67 40,54 6,5% 8,08 6,6°2 14,9%
1,33 125,348 75,0° 128,68 432 211,04
2,67 4324 3,6° 89,7° / 5743

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
&%.¢ yrednosti v stolpcih oznadene z malimi &rkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
A-B yrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi érkami se statistiéno znaéilno razlikujejo (p<0,05)

Razlike med taninskimi izvlecki so bile statisticno znacilne (p < 0,05) le pri koncentracijah
0,33, 0,67 in 1,33 mg/ml medija. TAK je najmanj zmanjsal specifi¢no hitrost fermentacije.

Razpon specificne hitrosti fermentacije je segal od 3,6 (FAK) do 574,3 (TAK).
4.3.2 Skrob

Samo pri KPS se specificna hitrost fermentacije ni statisticno znacilno (p < 0,05)
razlikovala med koncentracijami taninskega izvlecka (preglednica 10). Najvecja
koncentracija taninskih izvleCkov je najbolj zmanjSala specificno hitrost fermentacije.
Razpon specifi¢ne hitrosti fermentacije Skroba je bil manjsi in je segal od 5,9 (TAK pri

najvecji koncentraciji) do 87,7 (QUE pri najmanjsi koncentraciji).

Specificna hitrost fermentacije se je med taninskimi izvlecki statisticno znacilno (p < 0,05)
razlikovala pri koncentracijah 0,17, 0,33, 1,33 in 2,67 mg/ml medija (preglednica 10). Pri
koncentracijah 0,17 (87,7) in 0,33 mg/ml medija (59,7) je bila specificna hitrost
fermentacije pri QUE statisticno znacilno (p < 0,05) vecja od ostalih taninskih izvle¢kov.

QUE je najmanj zmanjsal specifi¢no hitrost fermentacije, medtem ko jo je TAK najbol;.
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Preglednica 10: Vpliv razlicnih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na specificno
hitrost fermentacije Skroba

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 14,4° 14,4° 14,4 14,4° 14,4
0,17 14,88 25,78 26,38 87,74 16,5
0,33 9,28 11,2°8 12,38 59,7% 10,0°B
0,67 242° 17,0 17,7 15,6° 15,4
1,33 15,1°AB 15,4748 21,04 12,78 10,828
2,67 9,4°BC¢ 7,8°B¢ 18,6" 12,48 5,9°C

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
®b-¢ yrednosti v stolpcih oznaGene z malimi érkami se statistiéno zna¢ilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi érkami se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p<0,05)

44  KONSTANTNI FAKTOR MIKROBNE (NE)UCINKOVITOSTI (A)

Vpliv vrste in koncentracije taninskega izvlecka na konstantni faktor mikrobne
(ne)uéinkovitosti, je bil statisti¢no znagilen (p < 0,05) tako pri celulozi (R* = 0,82) kot pri

skrobu (R* = 0,62).
4.4.1 Celuloza

Samo pri QUE se konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti ni statisticno znacilno (p >
0,05) razlikoval med koncentracijami taninskega izvlecka (preglednica 11). Kot pri
specificni hitrosti fermentacije Skroba je tudi pri konstantnem faktorju mikrobne
(ne)ucinkovitosti najvecja koncentracija taninskih izvleCkov najbolj zmanjsala konstantni
faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti. Brez dodanega taninskega izvleCka je bil konstantni
faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti najvec;i.

Preglednica 11: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na konstantni
faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti pri celulozi

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 0,132° 0,132° 0,132° 0,132 0,132°
0,17 0,124°A8 0,120°48 0,123%AB 0,1374 0,117
0,33 0,112°® 0,120°48 0,113 0,138 0,100°®
0,67 0,121°8¢ 0,132%48 0,133% 0,12748 0,113%¢
1,33 0,136*8 0,149** 0,132%8 0,133% 0,100°¢
2,67 0,058" 0,033¢ 0,075° / 0,058°

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.¢d yrednosti v stolpcih oznadene z malimi &rkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznadene z velikimi érkami se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p<0,05)
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Med taninskimi izvlecki se je konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti statisticno
znacilno (p < 0,05) razlikoval pri koncentracijah 0,33, 0,67 in 1,33 mg/ml medija
(preglednica 11). Pri vseh treh koncentracijah je konstantni faktor mikrobne
(ne)ucinkovitosti TAK (0,100, 0,113 in 0,100) statisti¢no znacilno (p < 0,05) manjsi od
QUE (0,138, 0,127 in 0,133). Razpon konstantnega faktorja mikrobne (ne)ucinkovitosti je
segal od 0,033 (FAK pri najvecji koncentraciji) do 0,149 (FAK pri koncentraciji 1,33

mg/ml medija).
4.4.2 Skrob

Konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti je bil pri Skrobu (0,246) v povprecju 2-krat
vecji kot pri celulozi (0,116). Statisti¢no znacilne (p < 0,05) razlike med koncentracijami
najdemo znotraj vseh taninskih izvleckov (preglednica 12). Glede na ostale koncentracije
taninskih izvleckov je najvecja koncentracija zmanjSala konstantni faktor mikrobne
(ne)ucinkovitosti. Konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti je pri Skrobu segal od
0,090 (TAK pri najvecji koncentraciji) do 0,400 (QUE pri koncentraciji 0,17 mg/ml
medija).

Preglednica 12: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvle¢kov na konstantni
faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti pri Skrobu

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 0,291° 0,291° 0,291° 0,291°¢ 0,291%
0,17 0,222°8 0,281%8 0,268 0,400* 0,226
0,33 0,164 0,192°8 0,192°8 0,359 0,145%C
0,67 0,363 0,249%°BC 0,199 0,305A8 0,310**
1,33 0,278 0,262A8 0,208"B 0,277 0,199
2,67 0,186 0,147°® 0,202 0,199 0,090

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.e.de yrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznadene z velikimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05)

Tudi med taninskimi izvlecki najdemo statisticno znacilno (p < 0,05) razlike znotraj
posameznih koncentracij (preglednica 12). Pri koncentracijah 0,17 (0,400) in 0,33 mg/ml
medija (0,359) je bil konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti statisticno znacilno (p <
0,05) najve¢ji pri QUE. QUE je najmanj zmanjSal konstantni faktor mikrobne
(ne)ucinkovitosti. Konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti je bil pri najvecji

koncentraciji TAK (0,090) statisticno znacilno (p < 0,05) najmanjsi. V primerjavi z
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ostalimi taninskimi izvlecki je TAK najbolj zmanjSal konstantni faktor mikrobne

(ne)ucinkovitosti.
4.5  CAS NAJVECIE HITROSTI FERMENTACIJE (TMFR)

Pri obeh substratih je bil vpliv vrste in koncentracije taninskih izvleCkov na cas najvecje
hitrosti fermentacije statisticno znacilen (p < 0,05). Koeficient determinacije je bil pri

celulozi (R* = 0,84) vegji kot pri skrobu (R? = 0,66).
4.5.1 Celuloza

Cas v katerem je bila doseZena najvedja hitrost fermentacije, se je statisti¢no znacilno (p <
0,05) razlikoval med koncentracijami posameznih taninskih izvleCkov (preglednica 13). Pri
vseh taninskih izvleckih je bil €as najvecje hitrosti fermentacije pri najvecji koncentraciji
statisticno znacilno (p < 0,05) daljSi kot pri ostalih koncentracijah. Prav tako so vse
koncentracije taninskih izvleCkov podaljsale ¢as najvec¢je hitrosti fermentacije glede na
kontrolo (12,9 h). Narascanje Casa najvecje hitrosti fermentacije s poveCevanjem
koncentracije taninskega izvlecka opazimo pri vseh taninskih izvleckih (slika 8).

Preglednica 13: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvle¢kov na cas, ko je
doseZena najvecja hitrost fermentacije celuloze (h)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 12,9° 12,9 12,9° 12,9¢ 12,9
0,17 18,84 16,3°8 18,3°0AB 16,9°AB 17,38
0,33 21,9%4 18,68 20,58 19,3°AB 19,3¢AB
0,67 30,5 14,24¢ 15,5%¢ 14,7°4¢ 23,28
1,33 35,48 29,0°¢ 36,9°B 28.3% 52,30
2,67 69,9°8 38,82 59,928¢ / 98,7

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.edeyrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statistiGno znaéilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznadene z velikimi érkami se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p<0,05)

Statisticno znacilne (p < 0,05) razlike smo opazili tudi med taninskimi izvlecki znotraj
posameznih koncentracij (preglednica 13). Pri koncentracijah 0,17 in 0,33 mg/ml medija je
bil ¢as najvecje hitrosti fermentacije pri F75 (18,8 h in 21,9 h) najdaljsi, vendar je bil
statisticno znacilno (p < 0,05) daljsi samo od FAK (16,3 h in 18,6 h). V primerjavi z
ostalimi taninskimi izvlecki je F75 pri koncentraciji 0,67 mg/ml medija (30,5 h) statisticno

znadilno (p < 0,05) podaljsal Eas najvedje hitrosti fermentacije. Cas najveéje hitrosti
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fermentacije je bil pri TAK pri koncentracijah 1,33 (52,3 h) in 2,67 mg/ml medija (98,7 h)
statisticno znacilno (p < 0,05) najdaljsi (slika 8). Najkasneje je Cas najvecje hitrosti
fermentacije nastopil pri TAK, medtem ko je pri QUE najvecja hitrost fermentacije

nastopila najpre;j.
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Slika 8: Cas, v katerem je doseZena najve&ja hitrost fermentacije celuloze (h)

4.5.2 Skrob

Pri Skrobu ni zaslediti enakomernega naraScanja Casa najvecje hitrosti fermentacije s
povedevanjem koncentracije taninskih izvle¢kov (slika 9). Cas najvedje hitrosti
fermentacije se je med koncentracijami taninskih izvleCkov statisti¢no znacilno (p < 0,05)
razlikoval (preglednica 14). Le pri FAK (14,0 h), QUE (12,7 h) in TAK (19,8 h) je
najvecja koncentracija statisticno znacilno (p < 0,05) podaljSala €as najvecje hitrosti
fermentacije. Pri ostalih dveh taninskih izvleckih ¢as najvecje hitrosti fermentacije pri
najvecji koncentraciji ni bil najdaljsi (slika 9).

Preglednica 14: Vpliv razliénih vrst in koncentracij taninskih izvleCkov na cas, ko je
dosezena najvecja hitrost fermentacije Skroba (h)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 9,2¢ 9,2° 9,2° 9,2¢ 9%
0,17 12,2° 11,5 12,1° 11,2° 12,3
0,33 13,5%8 12,6°¢ 13,170BC 11,4°P 15,9°4
0,67 8,7°¢ 11,38 14,34 9,0 8,8%¢

1,33 9,78 10,4 14,6 9,18 12,3448
2,67 11,9°C 14,0°® 14,4%8 12,7°B¢ 19,8°4

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.ed e yrednosti v stolpcih oznacene z malimi ¢rkami se statistiCno znacilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C.D yrednosti v vrsticah oznagene z velikimi érkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 9: Cas, v katerem je doseZena najveéja hitrost fermentacije $kroba (h)

Pri koncentraciji 0,33 mg/ml medija je bil ¢as najvecje hitrosti fermentacije pri TAK (15,9
h) statisti¢no znacilno (p < 0,05) najdaljsi, medtem ko je bil pri QUE (11,4 h) statisticno
znaéilno (p < 0,05) najkrajsi (preglednica 14). Cas najvedje hitrost fermentacije je pri KPS
(14,3 h in 14,6 h) in koncentracijah 0,67 ter 1,33 mg/ml medija nastopil kasneje kot pri
ostalih taninskih izvleckih, vendar je bila razlika med KPS in ostalimi taninskimi izvlecki
statisti¢no znailna (p < 0,05) samo pri koncentraciji 0,67 mg/ml medija. Ceprav je bil ¢as
najve¢je hitrosti fermentacije pri najmanjs$i koncentraciji (0,17 mg/ml medija) TAK
najdalj$i, razlika med taninskimi izvlecki ni bila statisticno znacCilna (p > 0,05). V
povprecju sta TAK (13,0 h) in KPS (12,9 h) najbolj podaljsala ¢as najvecje hitrosti
fermentacije, QUE (10,4 h) pa najmanj.

4.6 NAJVECJA HITROST FERMENTACIJE (MFR)

Pri celulozi (R? = 0,87) in §krobu (R? = 0,59) sta na najvecjo hitrost fermentacije statisti¢éno

znacilno (p < 0,05) vplivala tako vrsta kot koncentracija taninskih izvle¢kov.
4.6.1 Celuloza

Hitrost fermentacije se je med koncentracijami znotraj posameznih taninskih izvleckov
statisticno znacilno (p < 0,05) razlikovala (preglednica 15). Najvecja koncentracija (2,67
mg/ml medija) taninskih izvleckov je najbolj upocasnila hitrost fermentacije, medtem ko je
hitrost fermentacije celuloze potekala najhitreje brez dodanega taninskega izvlecka (21,0

ml/h). Ceprav je pri vseh taninskih izvle¢kih najvedja koncentracija najbolj upocasnila
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hitrost fermentacije, se je samo pri F75 (5,2 ml/h), FAK (5,4 ml/h) in KPS (7,1 ml/h)
statisticno znacilno (p < 0,05) razlikovala. Trend padanja najvecje hitrosti fermentacije z

nara$¢ajoco koncentracijo taninskega izvlecka opazimo le pri QUE (slika 10).

Preglednica 15: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na najvecjo hitrost
fermentacije celuloze (ml/h)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 21,0° 21,0° 21,0° 21,0° 21,0°
0,17 16,9%48 17,2048 16,4°8 19,1°4 16,68
0,33 14,78 16,3%AB 16,0°AB 18,7°A 13,5%8
0,67 17,208 20,14 20,9% 17,68 18,3%B
1,33 19,64 21,7% 19,7% 17,0 15,3%B
2,67 5,2¢ 5,4 7.1¢ / 9,5¢

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
&b d yrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statisti¢no znagilno razlikujejo (p<0,05)
A B yrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi érkami se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 10: Najvecja hitrost fermentacije celuloze (ml/h)

Od vseh taninskih izvleckov je QUE (19,1 ml/h in 18,7 ml/h) pri koncentracijah 0,17 in
0,33 mg/ml medija najmanj upocasnil hitrost fermentacije celuloze (preglednica 15). Pri
obeh koncentracijah je bila najvecja hitrost fermentacije pri QUE (19,1 in 18,7 ml/h)
statisticno znacilno ve¢ja od TAK (16,6 in 13,5 ml/h). Na splosno je QUE (18,7 ml/h)
najmanj upocasnil hitrost fermentacije celuloze, F75 (15,8 ml/h) in TAK (15,7 ml/h) pa
najbolj. Statisti¢no znacilnih (p < 0,05) razlik med taninskimi izvle€ki pri koncentracijah 0

in 2,67 mg/ml medija ni bilo.
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4.6.2 Skrob

Najvecja hitrost fermentacije Skroba se je statisti¢no znacilno (p < 0,05) razlikovala tako
med koncentracijami kot med taninskimi izvlecki (preglednica 16). V primerjavi s celulozo
(16,5 ml/h) je fermentacija Skroba potekala hitreje (37,4 ml/h). Najvecja koncentracija
(2,67 mg/ml medija) FAK (22,5 ml/h), KPS (28,0 ml/h), QUE (25,9 ml/h) in TAK (15,9
ml/h) je najbolj upocasnila hitrost fermentacije, ki je bila v primerjavi s kontrolo (46,3
ml/h) statisticno znacilno (p < 0,05) manjsa. Statisticno znacilne (p < 0,05) razlike med
kontrolo (46,3 ml/h) in ostalimi koncentracijami taninskega izvlecka opazimo samo pri
QUIE, kjer z naraS¢ajoco koncentracijo hitrost fermentacije enakomerno pada (slika 11).

Preglednica 16: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na najvecjo hitrost
fermentacije Skroba (ml/h)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 46,3 46,3 46,3 46,3° 46,3
0,17 32,48 41,6 39,48 58,3% 34,6°8
0,33 24,19 29,08 28,2°B 52,9% 22,9%¢
0,67 54,5 38,78 31,6°B 41,5% 53,9°A
1,33 41,2° 41,6° 31,2% 37,24 32,7%
2,67 28,6°4 22,5 28,0 25,9%8 15,99

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
b.ed¢ yrednosti v stolpcih oznagene z malimi &rkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
4B Cyrednosti v vrsticah oznagene z velikimi ¢rkami se statisti¢no znagilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 11: Najvecja hitrost fermentacije Skroba (ml/h)

V primerjavi z ostalimi taninskimi izvlecki je QUE (58,3 in 52,9 ml/h) pri koncentracijah
0,17 in 0,33 mg/ml medija pospesil hitrost fermentacije Skroba (slika 11). Pri obeh
koncentracijah so bile razlike med QUE in ostalimi taninskimi izvlecki statisticno znacilne

(p < 0,05). Kot pri celulozi je QUE (43,7 ml/h) najmanj zmanjSal hitrost fermentacije
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Skroba. Najvecja koncentracija (2,67 mg/ml medija) TAK (15,9 ml/h) je najbolj upocasnila

najvecjo hitrost fermentacije.
47 CASOVNI ZAOSTANEK ZACETKA FERMENTACIE (LAG)

Na casovni zaostanek zacetka fermentacije sta statisticno znacilno vplivala vrsta in
koncentracija taninskih izvletkov. Koeficient determinacije je bil pri celulozi (R* = 0,68)

nekoliko vegji kot pri 8krobu (R* = 0,62).
4.7.1 Celuloza

Casovni zaostaneck zadetka fermentacije celuloze je povpre¢no trajal 16,4 ure. Pri vseh
taninskih izvleckih se je Casovni zaostanek zaCetka fermentacije med koncentracijami
statisticno znacilno (p < 0,05) razlikoval (preglednica 17). Najvecja koncentracija (2,67
mg/ml medija) taninskih izvleckov je cCasovni zaostanek zacetka fermentacije najbolj
podaljsala. Z narascajoCo koncentracijo je ¢asovni zaostanek zacetka fermentacije pri vseh
taninskih izvleCkih, razen FAK narascal (slika 12). F75 (43,9 h), KPS (46,5 h) in TAK
(80,0 h) so imeli najdaljsi Casovni zaostanek zacetka fermentacije pri najvecji koncentraciji
(2,67 mg/ml medija). Pri TAK (80,0 h) je bil ¢asovni zaostanek zacetka fermentacije pri
najvecji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) statistino znacilno (p < 0,05) najdaljsi.

Preglednica 17: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na casovni
zaostanek zacetka fermentacije celuloze (h)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 5,3° 5,39 5,3° 5,3° 5,3
0,17 10’7bA 8,O°C lojlchB 9’6bABC 8,7CBC
0,33 13,0°4 10,3°B¢ 11,6%BC 12,0PAB 9,2°¢
0,67 22,24 6,6 8,09 6,9°¢ 14,48
1,33 28,0%°B 22.2% 29,38 20,7 42 34
2,67 43,9°8¢ 8,1°¢ 46,58 / 80,0*

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.ede yrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 12: Casovni zaostanek zagetka fermentacije celuloze (h)

Statisticno znacilne (p < 0,05) razlike med taninskimi izvleCki najdemo pri vseh
koncentracijah taninskih izvleckov (preglednica 17). F75 (10,7 h, 13,0 h ter 22,2 h) je pri
koncentracijah 0,17, 0,33 in 0,67 mg/ml medija najbolj podaljSal Casovni zaostanek
zacetka fermentacije, ki se je pri koncentraciji 0,67 mg/ml medija statisti¢cno znacilno (p <
0,05) razlikoval od vseh taninskih izvleckov. Pri koncentracijah 1,33 in 2,67 mg/ml medija
je TAK (42,3 h in 80,0 h) statisticno znacilno (p < 0,05) podaljsal ¢asovni zaostanek
zacetka fermentacije (preglednica 17 in slika 12). Najdlje je ¢asovni zaostanek zacetka

fermentacije trajal pri TAK, medtem ko je bil pri QUE najkrajsi.
4.7.2 Skrob

Med koncentracijami posameznih taninskih izvleCkov se je Casovni zaostanek zacetka
fermentacije statisticno znacilno (p < 0,05) razlikoval. Pri FAK (7,2 h), KPS (9,5 h), QUE
(7,6 h) in TAK (8,6 h) je bil Casovni zaostanek zaCetka fermentacije pri najvecji
koncentraciji (2,67 mg/ml medija) statisticno znacilno (p < 0,05) daljsi od kontrole (5,7 h),
vendar ni bil pri nobenem taninskem izvlecku najdalj$i. Povpre¢no je najdaljsi ¢asovni
zaostanek zacetka fermentacije nastopil pri koncentracijah 0,17 (8,0 h) in 0,33 mg/ml

medija (7,9 h).
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Slika 13: Casovni zaostanek zagetka fermentacije $kroba (h)

Preglednica 18: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na casovni
zaostanek zacetka fermentacije Skroba (h)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 5,7° 5,7¢ 5,7 5,7 5,7
0917 7,6aC 7,9aBC 8,2abAB 8,6aA 7’8abBC
0,33 7,4%8 7,48 7,9°8 8,6 9,0
0,67 6,0°¢ 7,28 9,24 5,7 5,6°
1,33 6,1°8 6,68 9,8 5,58 6,98
2,67 6,5bC 7’2bBC 9’5abA 7, GPABC 8,6aAB

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.edeyrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statistiGno znaéilno razlikujejo (p<0,05)
AB.Cyrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05)

Od vseh taninskih izvleckov je F75 (7,6 h in 7,4 h) pri koncentracijah 0,17 in 0,33 mg/ml
medija najmanj povecal ¢asovni zaostanek zacetka fermentacije (preglednica 18). KPS (9,2
h, 9,8 h in 9,5 h) je pri koncentracijah 0,67, 1,33 in 2,67 mg/ml medija najbolj podaljsal
casovni zaostanek zacetka fermentacije in je bil statisticno znacilno (p < 0,05) daljsi od
ostalih taninskih izvle¢kov le pri koncentracijah 0,67 in 1,33 mg/ml medija. F57 (6,5 h) je
najmanj povecal, KPS (8,4 h) pa je s svojim delovanjem najbolj podaljsal casovni

zaostanek zacetka fermentacije Skroba.
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4.8 PRODUKCIJA PLINA V 24 URAH (GAS,4)

V 24 urah sta na produkcijo plina vplivala vrsta in koncentracija taninskih izvleckov. V
primerjavi s celulozo (R* = 0,89) je bil koeficient determinacije pri $krobu (R? = 0,44)

manjsi.
4.8.1 Celuloza

Produkecija plina se je med koncentracijami taninskih izvleckov statisti¢éno znacilno (p <
0,05) razlikovala (preglednica 19). V 24 urah je povprecno nastalo 254,3 ml/g SS plina. Pri
vseh taninskih izvleckih je bila produkcija plina pri najvecjih dveh koncentracijah (1,33 in
2,67 mg/ml medija) najmanjSa (slika 14). Statisticno znacilno najmanjsa je bila pri vseh
taninskih izvle€kih razen pri F75 (32,0 in 34,2 ml/g SS). Najbolj sta produkcijo plina
zmanjSali najvecji koncentraciji (1,33 in 2,67 mg/ml medija) taninskih izvleckov.

Preglednica 19: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvle¢kov na produkcijo plina
iz celuloze v 24 urah (ml/g SS)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 33407 3342° 334,2° 3342° 334.2°
0,17 220,98 259,7% 222,18 259,6% 247,98
0,33 170,1° 221,7° 199,8° 218,3° 206,3%
0,67 4439 306,3%A 305,84 274,5% 173,7°®
1,33 32,098 49,1948 30,08 59,244 31,198
2,67 34,298 58,204 35,18 / 42,398

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.e.de yrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
AB.Cyrednosti v vrsticah oznadene z velikimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 14: Produkcija plina iz celuloze v 24 urah (ml/g SS)
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Ucinek taninskih izvleckov na produkcijo plina v 24 urah se je statisticno znacilno (p <
0,05) razlikoval znotraj posameznih koncentracij (preglednica 19). Pri koncentracijah 0,17,
0,33 in 0,67 mg/ml medija je F75 (220,9, 170,0 in 44,3 ml/g SS) najbolj zmanjsal
produkcijo plina. FAK (259,7, 221,7 in 306,3 ml/g SS) je pri teh treh koncentracijah
najmanj oviral produkcijo plina in je bil statisticno znacilno (p < 0,05) vecji od F75. Tudi
pri najvecji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) je bila produkcija plina pri F75 (34,2 ml/g
SS) statisticno znacilno (p < 0,05) manjSa od FAK (58,2 ml/g SS). Na splosno je
produkcijo plina iz celuloze v 24 urah najbolj zmanjsal F75 (227,9 ml/g SS).

4.8.2 Skrob

Tudi pri Skrobu se je produkcija plina v 24 urah statisticno znacilno (p < 0,05) razlikovala
med koncentracijami taninskih izvleckov (preglednica 20). Taninskimi izvlecki so imeli
manj$i vpliv na produkcijo plina iz Skroba (376,3 ml/g SS) kot iz celuloze (254,3 ml/g SS).
Najvecje koncentracije (2,67 mg/ml medija) FAK (338,2 ml/g SS), KPS (332,6 ml/g SS),
QUE (316,6 ml/g SS) in TAK (209,9 ml/g SS) so najbolj zmanjSale produkcijo plina iz
Skroba v 24 urah. Ceprav je bila tudi pri najvedji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) F75
(386,3 ml/g SS) produkcija plina manjsa od kontrole (394,8 ml/g SS), ni bila v primerjavi z

ostalimi koncentracijami najmanjsa.

Preglednica 20: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvle¢kov na produkcijo plina
iz Skroba v 24 urah (ml/g SS)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 394,8° 394,8° 394,8° 394,8° 394,8°
0,17 343,1° 356,8" 355,7% 363,2% 362,3°
0,33 325,0°C 349 4°B 342,98 368,54 319,0°¢
0,67 393,1°B 380,48 372,0%°BC 347,1°¢ 443 2%
1,33 398,98 406,0** 356,1%°8C 348,25 398,3%AB
2,67 386,3** 338,28 332,6™ 316,62 209,99

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
b.ed yrednosti v stolpcih oznacene z malimi érkami se statistiéno znagilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi érkami se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p<0,05)

QUE (363,2 in 368,5 ml/g SS) je pri koncentracijah 0,17 in 0,33 mg/ml medija najman;j
zaviral produkcijo plina v 24 urah (preglednica 20). V primerjavi s QUE sta F75 (343,1
ml/g SS) pri koncentraciji 0,17 mg/ml medija in TAK (319,0 ml/g SS) pri koncentraciji

0,33 mg/ml medija najbolj zmanjSala produkcijo plina v 24 urah. TAK je pri najvecji
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koncentraciji (2,67 mg/ml medija) statisti¢no znacilno (p < 0,05) zmanjsal produkcijo plina
v 24 urah (209,9 ml/g SS). Povprecno je produkcijo plina iz Skroba v 24 urah najbolj
zmanjs$al TAK (370,7 ml/g SS).
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Slika 15: Produkcija plina iz Skroba v 24 urah (ml/g SS)
4.9 PRODUKCIJA PLINA V 48 URAH (GAS4s)

Ceprav sta na GASgg statistiéno znagilno vplivala tako vrsta kot koncentracija taninskega
izvle&ka, je bil koeficient determinacije pri $krobu (R* = 0,33) manjsi kot pri celulozi (R* =

0,85).
4.9.1 Celuloza

Produkcija plina v 48 urah se je statisticno znacilno (p < 0,05) razlikovala med
koncentracijami posameznih taninskih izvleckov (preglednica 21). Pri vseh taninskih
izvleckih je nastalo najmanj plina pri najvecji koncentraciji (2,67 mg/ml medija). Samo pri
F75 (40,3 ml/g SS), FAK (214,7 ml/g SS) in KPS (39,1 ml/g SS) je bila razlika med

najvecjo koncentracijo in ostalimi koncentracijami statisticno znacilna (p < 0,05).

Statisti¢no znacilne (p < 0,05) razlike med taninskimi izvlec¢ki opazimo samo pri najvecjih
treh koncentracijah (0,67, 1,33 in 2,67 mg/ml medija) (preglednica 21). Pri koncentracijah
0,33 in 0,67 mg/ml medija je F75 (334,6 in 331,7 ml/g SS) najbolj, KPS (366,7 in 421,2
ml/g SS) pa najmanj zmanjsal produkcijo plina v 48 urah. Razlika med F75 in KPS je bila

statisticno znacilna le pri koncentraciji 0,67 mg/ml medija. Glede na ostale taninske
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izvleCke se je pri najve¢ji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) FAK (214,7 ml/g SS)
proizvedlo statistiéno znacilno najveé plina (slika 16). Ceprav je pri najveji koncentraciji
(2,67 mg/ml medija) KPS (39,1 ml/g SS) nastalo najman;j plina, razlika med F75 (40,3
ml/g SS), KPS (39,1 ml/g SS) in TAK (53,3 ml/g SS) ni bila statisti¢no znacilna (p > 0,05).
Povprecno je bila produkcija plina iz celuloze v 48 urah najmanjsa pri TAK (346,4 ml/g
SS).

Preglednica 21: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na produkcijo plina
1z celuloze v 48 urah (ml/g SS)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 426,6° 426,6° 426,6° 426,6° 426,6°
0,17 359,3° 382,3° 354,5° 373,2° 372,4°
0,33 334,6° 358,9° 366,7° 363,9° 336,8°

0,67 331,7°C 410,3%B 421,04 375,88 410,58
1,33 335,08 373,64 325,448 319,38 78,29¢
2,67 40,39 214,7% 39,148 / 53,348

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
ab.edeyrednosti v stolpcih oznadene z malimi érkami se statistiGno zna¢ilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznaGene z velikimi érkami se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p<0,05)
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Slika 16: Produkcija plina iz celuloze v 48 urah (ml/g SS)
4.9.2 Skrob

V 48 urah je bila povprecna produkcija plina 420,3 ml/g SS. Statisti¢no znacilne (p < 0,05)
razlike med koncentracijami najdemo samo pri KPS, QUE in TAK (preglednica 22). Le pri
FAK (406,1 ml/g SS), KPS (376,1 ml/g SS) in QUE (359,3 ml/g SS) je najvecja
koncentracija (2,67 mg/ml medija) najbolj zmanjSala produkcijo plina v 48 urah.
Produkcija plina je bila pri najvecji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) KPS (376,1 ml/g
SS) in QUE (359,3 ml/g SS) statisticno znacilno (p < 0,05) manjSa od kontrole (433,8 ml/g
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SS). Pri ostalih taninskih izvleckih najvecja koncentracija (2,67 mg/ml medija) ni najbolj

zmanjSala produkcije plina v 48 urah.

Preglednica 22: Vpliv razli¢nih vrst in koncentracij taninskih izvleckov na produkcijo plina
1z Skroba v 48 urah (ml/g SS)

Konc. F75 FAK KPS QUE TAK
0 4338 4338 433.8° 433 8° 433 8%
0,17 397,78 406,318 403,1°AB 401,748 414,6°*
0,33 396,4¢ 410,148 399,8%°C 404,5%B¢ 416,6™
0,67 400,98 422,18 421,0°8 378,25 4695
1,33 398,6° 430,7* 402,78 368,6"C 435,524
2,67 414,48 406,18 376,1°C 359,3°¢ 450,724

*konc. — koncentracija (mg/ml medija)
&%.¢ yrednosti v stolpcih oznatene z malimi &rkami se statistiéno znacilno razlikujejo (p<0,05)
AB.C yrednosti v vrsticah oznadene z velikimi ¢érkami se statisti¢no znaéilno razlikujejo (p<0,05)

Produkcija plina v 48 urah se je statisticno znacilno (p < 0,05) razlikovala med taninskimi
izvlecki znotraj posameznih koncentracij (preglednica 22). Od vseh taninskih izvleckov je
TAK pri vseh koncentracijah najmanj zavrl produkcijo plina iz Skroba (slika 17). Dodatek
najvecjih treh koncentracij (0,67, 1,33 in 2,67 mg/ml medija) TAK (469,5, 435,5 in 450,7
ml/g SS) je povecal produkcijo plina iz Skroba v 48 urah, ki je bila v primerjavi z ostalimi
taninskimi izvlecki statisticno znacilno (p < 0,05) najve¢ja. QUE (378,2, 368,6 in 359,3

ml/g SS) je pri teh koncentracijah najbolj zmanjsal produkcijo plina.
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Slika 17: Produkcija plina iz Skroba v 48 urah (ml/g SS)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Menke in sod. (1979) so v svojih poskusih dokazali visoko povezavo med produkcijo plina
in vitro in navidezno prebavljivostjo in vivo. Zaradi tega se danes plinski test v veliki meri
uporablja za ocenjevanje hranilne vrednosti krme. Z merjenjem proizvedenega plina
dobimo koristne podatke o kinetiki prebave topnih in netopnih hranilnih snovi krme
(Getachew in sod., 1998). Pri in vitro dodatku substrata v vampni sok, ogljikovi hidrati
fermentirajo v hlapne mascobne kisline (ocetna, propionska in maslena kislina), tvorijo se
plini (ogljikov dioksid in metan) in mikrobne celice (Getachew in sod., 1998). Scalbert
(1991) poroca o zmanjSani razgradnji polisaharidov ob dodatku kostanjevih taninov, Se
posebej, ¢e je razmerje med taninom in substratom vecje od ena. O zmanjSani produkciji
hlapnih mascobnih kislin ob dodatku taninov poro¢ajo Makkar in sod. (1995) ter Zimmer
in Cordesse (1996). Ker pri fermentaciji beljakovin in maScob v predZelodcih nastane zelo
malo plina, je produkcija plina v vecji meri posledica fermentacije ogljikovih hidratov
(Getachew in sod., 1998). Od vrste substrata je odvisno molarno razmerje hlapnih
mascobnih kislin. Pri ogljikovih hidratih, ki hitro fermentirajo (npr. $krob) nastane vec
propionske kisline in manj ocetne kisline. Ve¢ ocetne kot propionske kisline pa nastane pri
fermentaciji pocasi fermentajocih ogljikovih hidratov (npr. celuloza). Poleg zmanjSane
produkcije hlapnih masScobnih kislin, se ob prisotnosti taninov spremeni tudi molarno
razmerje hlapnih mascobnih kislin (Makkar in sod., 1995; Perez-Maldonado in Norton,

1996, Butter in sod., 1999).

V primerjavi s kontrolnimi vrednostmi so taninski izvlecki z nara$¢ajoo koncentracijo
zmanjSali kumulativno produkcijo plina in posledi¢no razgradljivost substratov. Zmanj$ana
razgradnja substratov je, kot poro¢ajo mnogi avtorji, posledica nastanka kompleksov med
tanini in ogljikovimi hidrati, ki onemogocajo mikrobno razgradnjo substrata (Butter in
sod., 1999; Makkar, 2003; McSweeney in sod., 2001). Prav tako tanini zmanjSujejo
aktivnost bakterijskih encimov, ki so vklju€eni v presnovo ogljikovih hidratov (celulaza,

amilaza in galaktozidaza) (Makkar in sod., 1987, cit. po Butter in sod., 1999). Makkar in



Sivka U. Vpliv vrste in koncentracije taninov ... in vitro fermentacije ... vampnega soka. 44
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2005

sod. (1988) poroCajo o zmanjSani aktivnosti ureaze, karboksimetilcelulaze ter glutamat

dehidrogenaze v in sacco poskusu s hrastovimi tanini.
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Slika 18: Kumulativna produkcija plina iz $kroba z nara$¢ajoco koncentracijo quebracho

izvlecka (QUE)

Slika 18 predstavlja kumulativno produkcijo plina iz Skroba z narascajoo koncentracijo
QUE. Z naras¢ajoo koncentracijo se je kumulativna produkcija plina zmanjsevala.
Razlike med parametri Gompertzove funkcije so predstavljene v preglednicah 8, 10 in 12.
Do enakih zakljuc¢kov so prisli tudi Hervas in sod. (2003), ki so pri ovcah proucevali vpliv
razli¢nih koncentracij quebracho izvlecka na potek fermentacije in vitro. Ugotovili so, da
je bil ucinek quebracho izvlecka na potek fermentacije in vitro odvisen od koncentracije

taninskega izvlecka in vrste substrata.

Pri fermentaciji celuloze dodatek TAK in FAK ni imel enakega ucinka kot QUE. V 168
urah je bila produkcija plina pri najvecji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) TAK (446,2
ml/g SS) vec¢ja od produkcije plina iz celuloze (431,9 ml/g SS) brez dodanega taninskega
izvlecka. Prav tako je dodatek TAK v 72 (476,6 ml/g SS) in 96 urah (480,5 ml/g SS)
presegel produkcijo plina (432,5 ml/g SS pri 72 in 96 urah) iz Skroba brez dodanega
taninskega izvlecka. Podoben trend smo opazili tudi pri FAK (437,0 ml/g SS), ki je
povecal produkcijo plina iz celuloze v 168 urah za 5,1 ml/g SS. Nasa opazanja se ujemajo
z opazanji Singh in sod. (2001), ki so proucevali mikrobno razgradnjo taninske kisline in
vitro. Ob dodatku taninske kisline k $krobu se je povecala produkcija plina in zmanjSala

koncentracija amoniaka v ¢asu od 24 do 72 ur (Singh in sod., 2001). Zaradi povecane
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produkcije plina lahko sklepamo, da taninska kislina (TAK) ni ovirala delovanja vampnih
mikroorganizmov oziroma so kot poroc¢ajo Singh in sod. (2001) vampni mikroorganizmi

taninsko kislino razgradili na galno kislino, pirogalol in resorcinol.

Na splosno so taninski izvlecki bolj zmanjSali produkcijo plina iz celuloze (390,6 ml/g SS)
kot iz Skroba (414,1 ml/g SS). Najbolj je fermentacijo celuloze oviral F75 (366,8 ml/g SS),
temu pa so sledili KPS (378,9 ml/g SS), QUE (381,2 ml/g SS), FAK (407,5 ml/g SS) in
TAK (416,9 ml/g SS). Dodatek kostanjevih taninov k sojinim tropinam (Roth, 2003) in
travniSkemu senu (Zimmer in Cordesse, 1996) je statisti¢no znacilno (p < 0,05) zmanjsal
produkcijo plina oziroma razgradnjo substratov. Tudi fermentacijo Skroba sta najmanj
ovirala TAK (446,8 ml/g SS) in FAK (419,4 ml/g SS), medtem ko je kondenzirani tanin
QUE (386,5 ml/g SS) fermentacijo $kroba najbolj oviral. QUE je v in vitro poskusu Hervas
in sod. (2003) statisticno znacilno (p < 0,05) zmanjSal produkcijo plina z narascajoco
koncentracijo. Tudi v nasi nalogi je QUE z naraS¢ajoco koncentracijo statisti¢éno znacilno
(p < 0,05) zmanjsal skupno potencialno produkcijo plina (B). Mnogi avtorji poro¢ajo o
zmanjsani produkciji plina z naras¢ajoco koncentracijo taninskih izvleckov (Roth, 2003;
Longland in sod., 1995; Lavrencic, 2001; Zimmer in Cordesse, 1996), vendar v nasi nalogi
tega trenda ni moc¢ zaslediti pri vseh taninskih izvleckih. Kot porocajo avtorji je vezava
taninov na ogljikove hidrate in beljakovine odvisna od lastnosti taninov in lastnosti
makromolekul, kot so molekulska masa, terciarna struktura, izoelektriéna tocka in
kompatibilnost mest za vezavo (Silanikove in sod., 2001; Reed, 1995). Eden od razlogov,
da se nasi rezultati razlikujejo od objavljenih v strokovni literaturi, je lahko tudi ena od teh.
Pri veCini taninskih izvleckov je najve¢ja koncentracija (2,67 mg/ml medija) najbolj

zmanjSala skupno potencialno produkcijo plina.

Casovni zaostanek zadetka fermentacije (LAG) je faza prilagajanja mikroorganizmov na
novo okolje in poselitev mikroorganizmov na substrat. Taninski izvlecki so glede na
kontrolo statistiéno znacilno podaljsali Gasovni zaostanek zaGetka fermentacije. Casovni
zaostanek zacetka fermentacije celuloze se je s povecevanjem koncentracije podaljSeval
samo pri F75 in TAK (slika 12). O podaljSanem ¢asovnem zaostanku zacetka fermentacije
graha s povecano koncentracijo mimoze poroc¢a tudi Roth (2003). Daljsi ¢asovni zaostanek

zacetka fermentacije je verjetno posledica vezave taninskih izvle¢kov na mikrobne encime
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in substrat, ki postane po vezavi taninskih izvleckov »neprepoznaven« za encime (Scalbert,
1991; McSweeney in sod., 2001; Kumar in Singh, 1984) oziroma kot porocata O'Donovan
in Brooker (2001) je daljSi Casovni zaostanek zacetka fermentacije posledica tvorbe
zaSCitne bariere mikroorganizmov. ZasCitno bariero predstavljajo glikoproteini, ki
privlacijo tanine, s tem pa onemogocCijo vezavo taninov na mikrobne encime, ki so
pomembni za rast mikroorganizmov (Scalbert, 1991; McSweeney in sod., 2001). S
podaljSevanjem casovnega zaostanka zaCetka fermentacije se je posledi¢no podaljSeval
tudi ¢as najvedje hitrosti fermentacije (TMFR). Cas najveéje hitrosti fermentacije je bil
odvisen tako od vrste kot koncentracije taninskega izvleCka. Brez dodanega taninskega
izvlecka je celuloza dosegla najvecjo hitrost fermentacije v 12,9 urah. Najvecja
koncentracija (2,67 mg/ml medija) TAK je podaljSala ¢as najvecje hitrosti fermentacije
celuloze na 98,7 ure. Razlika med najkraj§im (12,9 h) in najdaljSim (98,7 h) ¢asom
najvedje hitrosti fermentacije celuloze je bila statisti¢no znagilna (p < 0,05). Cas najvedje
hitrosti fermentacije Skroba je bil povpre¢no krajsi od celuloze (27,5 h) za 15,8 ure.
Razpon casa najvecje hitrosti fermentacije Skroba je segal od 8,7 (F75 pri koncentraciji

0,67 mg/ml medija) do 15,9 ure (TAK pri koncentraciji 0,33 mg/ml medija).

Koncentracije taninskih izvleCkov so zmanjSale najvecjo hitrost fermentacije celuloze.
Najbolj je upocasnila najvecjo hitrost fermentacije najvecja koncentracija (2,67 mg/ml
medija) F75 (5,2 ml/h). Lavren¢i¢ (2001) in Roth (2003) porocata o upocasnjeni
fermentaciji sojinih tropin s povecevanjem koncentracije kostanjevega tanina (farmatan).
Kot porocajo Salawu in sod. (1997) je upocasnjena fermentacija celuloze posledica
zmanjSanega celulolititnega delovanja mikroorganizmov. Upocasnjena fermentacija
celuloze (16,7 ml/h) se odraza v zmanjS$ani produkciji plina v 24 in 48 urah. V 24 in 48
urah je bila produkcija plina iz celuloze (254,2 in 372,8 ml/g SS) manjSa od produkcije
plina iz Skroba (375,6 in 420,6 ml/g SS). Fermentacijo Skroba je najbolj upocasnil TAK pri
koncentraciji 0,33 mg/ml medija (22,9 ml/h). Enakomerno padanje najvecje hitrosti
fermentacije Skroba z naras¢ajo¢o koncentracijo taninskega izvlecka opazimo samo pri
QUE (slika 11). O zmanjsani hitrosti razgradnje substratov ob povecani koncentraciji
quebracho tanina porocajo Hervas in sod. (2003). Tudi Zimmer in Cordesse (1996)
porocata o zmanjSani hitrosti razgradnje travniSkega sena ob povecani koncentraciji

kostanjevih taninov in vivo.
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V nasi nalogi so taninski izvlecki spremenili potek fermentacije z zmanjSano produkcijo
plina in upocasnjeno fermentacijo substratov. Makkar in sod. (1995), Salawu in sod.
(1997) in Getachew in sod. (2001) so v svojih poskusih proucevali ucinek taninov s
pomocjo polietilen glikola (PEG) in polivinil pirolidona (PVP). PEG in PVP tvorita mo¢ne
vodikove vezi s tanini (Silanikove in sod., 2001), s tem pa preprecujeta nastanek
kompleksov med makromolekulami in tanini. Dodatek PEG in PVP zmanjSa negativen
ucinek taninov, kar se kaze v poveCani produkciji plina in hitrej$i razgradljivosti
substratov. Getachew in sod. (2001) so ugotovili, da manjs$i veckratni odmerki PEG
povecajo sintezo mikrobnih beljakovin v primerjavi z vecjim enkratnim odmerkom.
Veckratni odmerki PEG izboljSajo vampno fermentacijo (ki je rezultat usklajene
dostopnosti energije mikroorganizmom in mikrobne sinteze beljakovin), kar se kaze v

ucinkovitejSem izkoris¢anju krme bogate s tanini (Getachew in sod., 2001).
52  SKLEPI

Dodatek taninskih izvle¢kov je spremenil potek in vitro fermentacije celuloze in $kroba.

Potek in vitro fermentacije se je spreminjal s/z:

e zmanjSevanjem skupne potencialne produkcije plina (B)

- taninski izvlecki so delovali veliko bolj negativno na skupno potencialno produkcijo
plina iz celuloze (390,6 ml/g SS) kot iz skroba (414,1 ml/g SS). F75 je imel najvecji
negativen ucinek na skupno potencialno produkcijo plina. Od koncentracij je imela,
po pricakovanju, najvecji negativen ucinek najvecja koncentracija.

- skupno potencialno produkcijo plina iz Skroba je od taninskih izvleckov najbolj zavrl
QUE (386,5 ml/g SS). Najmanj$a koncentracija (0,17 mg/ml medija) taninskih

izvleCkov je najbolj zmanjSala skupno potencialno produkcijo plina iz Skroba.

e spremenjenim ¢asom najvecje hitrosti fermentacije (TMFR)

- v primerjavi s Skrobom (11,7 h) je najvecja hitrost fermentacije celuloze v povpre¢ju
nastopila kasneje (27,5 h). Med taninskimi izvlecki je najvecja hitrost fermentacije
najkasneje nastopila pri TAK (37,3 h). Pri koncentracijah taninskih izvleckov je
razpon ¢asa najvecje hitrosti fermentacije celuloze segal od 12,9 (kontrola) do 98,7

ure (TAK pri najvecji koncentraciji).



Sivka U. Vpliv vrste in koncentracije taninov ... in vitro fermentacije ... vampnega soka. 48
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2005

pri TAK (13,0 h) in KPS (12,9 h) je najvecja hitrost fermentacije Skroba nastopila
najkasneje. Najvecja hitrost fermentacije je najhitreje nastopila pri F75 (koncentracija
0,67 mg/ml medija) (8,7 h) in najpocasneje pri TAK (koncentracija 2,67 mg/ml
medija) (19,8 h).

zmanj$ano najvecjo hitrostjo fermentacije (MFR)

TAK je najbolj zmanjsal hitrost fermentacijo celuloze (15,7 ml/h), kateremu so sledili
F75 (15,8 ml/h) < FAK in KPS (16,9 ml/h) < QUE (18,7 ml/h). Najvecja
koncentracija taninskih izvleckov je najbolj upocasnila najvecjo hitrost fermentacije
celuloze (6,8 ml/h).

v primerjavi s celulozo je bila najvecja hitrost fermentacije skroba vecja (37,3 ml/h).
Hitrost fermentacije Skroba je bila najvecja pri QUE (43,7 ml/h) in najmanjSa pri
KPS (34,1 ml/h). Razpon najvecje hitrosti fermentacije Skroba je pri koncentracijah
taninskih izvleckov segal od 24,1 ml/h (koncentracija 2,67 mg/ml medija) do 46,3
ml/h (kontrola).

spremenjenim ¢asovnim zaostankom zacetka fermentacije (LAG)

zacetek fermentacije celuloze je nastopil najprej pri FAK (10,1 h) in najkasneje pri
TAK (26,7 h). Casovni zaostanek zadetka fermentacije celuloze se je z nara§¢ajoco
koncentracijo taninskih izvleckov podaljSeval in je najdlje trajal pri najvecji
koncentraciji taninskih izvleckov.

zaCetek fermentacije Skroba je nastopil v povprecju 9,4 ure prej kot pri celulozi (17,5
h). KPS je najbolj podaljsal ¢asovni zaostanek zacetka fermentacije Skroba (8,4 h).
Pri koncentracijah 0,17 in 0,33 mg/ml medija je bil ¢asovni zaostanek zacetka

fermentacije najvecji (8,0 in 7,9 h).

zmanjS$ano produkcijo plina v 24 in 48 urah (GA Sz, GAS4s)
na splos$no so taninski izvlecki bolj zavirali fermentacijo substratov v 24 kot 48 urah.
V 24 urah je produkcijo plina iz celuloze najbolj oviral F75 (227,9 ml/g SS), v 48
urah pa TAK (346,4 ml/g SS). Pri obeh ¢asih sta produkcijo plina najbolj zmanjsali
najvecji koncentraciji taninskih izvle¢kov (42,4 ml/g SS v 24 in 86,8 ml/g SS v 48
urah).
TAK (370,7 ml/g SS) je najbolj zavrl produkcijo plina iz Skroba v 24 urah, medtem

ko je v 48 urah imel najvecji negativen u¢inek na produkcijo plina QUE (408,1 ml/g
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SS). Tudi pri Skrobu sta najvecji koncentraciji (2,67 mg/ml medija) taninskih
izvle€kov najbolj zavrli produkcijo plina v 24 (316,7 ml/g SS) in 48 urah (401,3 ml/g
SS).
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6 POVZETEK

Tanini so rastlinski polimeri, ki tvorijo razlicne vrste vezi z beljakovinami (encimi),
ogljikovimi hidrati ter ostalimi makromolekulami (Makkar, 2003; Mole in Waterman,
1978; Butter in sod., 1999). Nastanek kompleksov je odvisen od lastnosti taninov, lastnosti
makromolekul (molekulska masa, topnost, terciarna struktura, izoelektri¢na tocka), pH
okolja, temperature in prisotnosti anorganskih ionov (Ca, Mg, Na in K) (Silanikove in sod.,
2001; Hagerman in Klucher, 1986; Perez-Maldonado in sod., 1995). Tanine delimo na
hidrolizirajo¢e in kondenzirane tanine. Obe skupini taninov imata tako Skodljive kot
koristne ucinke, ki so odvisni od vrste in koncentracije tanina v obroku, vrste zivali ter
fizioloskega stanja zivali (Kumar in Vaithiyanathan, 1990; Butter in sod., 1999; Makkar,
2003).

Namen dela je ugotoviti, kako razli¢ni taninski izvlecki v razli¢nih koncentracijah vplivajo
na potek in vitro fermentacije celuloze in Skroba. Zanima nas obseg kazalnikov
fermentacije (skupna potencialna produkcija plina (B), specifi¢na hitrost fermentacije (C)
in konstantni faktor mikrobne (ne)uinkovitosti (A)) ter obseg Casovnega zaostanka
zaCetka fermentacije (LAG), najvec¢ja hitrost fermentacije (MFR) in Cas najvecje hitrosti

fermentacije (TMFR). Hkrati nas zanima tudi produkcija plina v 24 in 48 urah.

Plinski test smo izvedli po Menke in Steingass (1988) (Hohenheimski plinski test). Za
substrat smo uporabili celulozo in krompirjev Skrob. V poskusu smo uporabili pet vrst
taninskih izvleckov farmatan 75 (F75), farmatan 75 z dodano kislino (FAK), KPS (KPS) in
taninska kislina (TAK) so predstavljali hidrolizirajo¢e tanine, medtem ko je izvlecek iz

drevesa quebracho (QUE) kondenzirani tanin.

Na splosno so taninski izvlecki bolj ovirali skupno potencialno produkcijo plina iz celuloze
(390,6 ml/g SS) kot iz Skroba (414,1 ml/g SS). Najbolj je skupno potencialno produkcijo
plina iz celuloze oviral F75 (366,8 ml/g SS), QUE (386,5 ml/g SS) pa iz skroba. Najvecja
koncentracija je pri vecini taninskih izvleCkov najbolj zmanj$ala skupno potencialno
produkcijo plina. Pri celulozi je bil razpon specifi¢ne hitrosti fermentacije od 3,6 (FAK pri

koncentraciji 2,67 mg/ml medija) do 574,3 (TAK pri koncentraciji 2,67 mg/ml medija),
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medtem ko je bil pri Skrobu manjsi in je segal od 5,9 (TAK pri koncentraciji 2,67 mg/ml
medija) do 87,7 (QUE pri koncentraciji 0,17 mg/ml medija). Konstantni faktor mikrobne
(ne)ucinkovitosti je pri celulozi segal od 0,033 (FAK pri koncentraciji 2,67 mg/ml medija)
do 0,149 (FAK pri koncentraciji 1,33 mg/ml medija), pri Skrobu pa od 0,090 (TAK pri
koncentraciji 2,67 mg/ml medija) do 0,400 (QUE pri koncentraciji 0,17 mg/ml medija).

Casovni zaostanck zaGetka fermentacije celuloze se je z nara§tajoto koncentracijo
taninskih izvleckov podaljSeval in je najdlje trajal pri najvecji koncentraciji taninskih
izvleCkov. Pri Skrobu (7,2 h) je bil Casovni zaostanek zaCetka fermentacije v povprecju
kraj$i kot pri celulozi (17,5 h) za 10,3 ure. S podaljSevanjem casovnega zaostanka zacetka
fermentacije se je posledi¢no podaljSeval tudi Cas najve¢je hitrosti fermentacije. V
primerjavi s Skrobom (11,7 h) je najvec¢ja hitrost fermentacije celuloze v povprecju
nastopila kasneje (27,5 h). Pri obeh substratih je najvecja hitrost fermentacije najkasneje
nastopila pri TAK (37,3 h pri celulozi in 13,0 h pri Skrobu). TAK je najbolj zmanjsal
hitrost fermentacije celuloze (15,7 ml/h), medtem ko je bila najvecja hitrost fermentacije
Skroba najmanjsa pri KPS (34,1 ml/h). Glede na kontrolo so koncentracije taninskih
izvleCkov zmanjSale najvecjo hitrost fermentacije celuloze. ZmanjSana najvecja hitrost
fermentacije se je odrazala v zmanjSani produkciji plina. Produkcijo plina iz celuloze sta v
24 in 48 urah najbolj ovirala F75 (227,9 ml/g SS) in TAK (346,4 ml/g SS). TAK (370,7
ml/g SS) je najbolj zavrl produkcijo plina iz Skroba v 24 urah, medtem ko je imel QUE
(408,1 ml/g SS) najvecji negativen ucinek na produkcijo plina v 48 urah. Zaklju¢imo
lahko, da je dodatek taninskih izvleCkov zmanjsal tako obseg kot hitrost in vitro

fermentacije celuloze in Skroba.
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PRILOGE

Priloga A:

Opisna statistika po substratu in taninskih izvleckih

CELULOZA
F75 FAK KPS QUE TAK

Lastnosti N X SD N X SD N X SD N X SD N X SD
B (ml/g SS) 18 366,8 55,6 18 407,5 27,4 18 378,9 61,0 15 381,2 30,6 18 416,9 39,1
C 18 104,3 289,9 18 17,8 26,6 18 41,9 50,7 15 16,0 15,0 18 136,7 319,0
A 18 0,114 0,03 18 0,114 0,04 18 0,118 0,02 15 0,133 0,01 18 0,103 0,03
TMFR (h) 18 31,6 19,9 18 21,6 9,6 18 27,3 17,0 15 18,4 5,6 18 37,3 31,4
MEFR (ml/h) 18 15,8 5,4 18 16,9 5,7 18 16,9 5,0 15 18,7 1,5 18 15,7 4,0
LAG (h) 18 20,5 15,9 18 10,1 5,8 18 18,5 15,2 15 10,9 5,7 18 26,7 27,9
GASy,

(ml/g SS) 33 2279 132,4 33 263,7 108,9 33 2544 117,9 30 281,7 88,5 33 246,0 118,3
GASyg

(ml/g SS) 33 360,1 111,6 33 390,9 62,7 33 369,7 112,5 30 399,2 39,4 33 346,4 138,6

SKROB
F75 FAK KPS QUE TAK

Lastnosti N X SD N X SD N X SD N X SD N X SD
B (ml/g SS) 18 409,6 13,6 18 4194 12,8 18 408,1 20,9 18 386,5 27,7 18 446,8 25,5
C 18 14,5 5,6 18 15,3 6,7 18 18,4 6.4 18 33,7 30,9 18 12,2 42
A 18 0,251 0,1 18 0,237 0,1 18 0,227 0,0 18 0,305 0,1 18 0,210 0,1
TMFR (h) 18 10,9 1,8 18 11,5 1,6 18 12,9 2,1 18 10,4 1,4 18 13,0 4,0
MEFR (ml/h) 18 37,8 11,1 18 36,6 9,0 18 34,1 7,3 18 43,7 10,9 18 34,4 13,7
LAG (h) 18 6,5 0,8 18 7,0 0,7 18 8,4 1,5 18 7,0 1,4 18 7,3 1,4
GAS,,

(ml/g SS) 30 382,0 32,0 30 380,4 30,7 30 373,3 31,7 30 371,8 33,4 30 370,7 66,3
GASy

(ml/g SS) 30 417,7 25,8 30 4245 23,1 30 4172 28,2 30 408,1 35,1 30 435,6 24,5

* lastnosti — glej stran 22, N - §tevilo meritev, X - povpreéje, SD - standardni odklon



Priloga B:

Opisna statistika po substratu in koncentracijah (mg/ml medija) taninskih izvleckov

CELULOZA
kontrola 0,17 0,33 0,67 1,33 2,67

Lastnosti N X SD N X SD N X SD N X SD N X SD N X SD
B (ml/g SS) 15 431,9 0,3 15 3774 12,7 15  369,8 19,0 15 409,0 26,0 15 391,7 259 12 356,7 104,1
C 15 5,5 0,2 15 8,9 1,7 15 10,5 3,2 15 153 142 15 116,6 71,7 12 275,0 4859
A 15 0,132 0,001 15 0,124 0,01 15 0,116 0,01 15 0,125 0,01 15 0,130 0,02 12 0,056 0,02
TMEFR (h) 15 12,9 0,1 15 17,5 1,2 15 19,9 1,5 15 19,6 6,8 15 36,4 9,1 12 66,8 23,8
MFR (ml/h) 15 21,0 0,2 15 17,2 1,2 15 15,8 2,2 15 18,8 1,6 15 18,7 2.4 12 6,8 2,3
LAG (h) 15 53 02 15 94 12 15 112 1,6 15 11,6 65 15 285 80 12 446 290
GAS,,

(ml/g SS) 90 3342 27,7 15 2420 21,1 15 203,2 264 15 220,9 108,2 15 40,3 14,1 12 42.4 10,9
GAS.s

(ml/g SS) 90 426,6 14,1 15 368,3 13,8 15 352,2 23,6 15 390,0 36,1 15 286,3 1106 12 86,8 77,5

SKROB
kontrola 0,17 0,33 0,67 1,33 2,67

Lastnosti N X SD N X SD N X SD N X SD N X SD N X SD
B (ml/g SS) 15 4325 2.3 15 402,0 8,5 15 408,0 12,5 15 421,0 35,3 15 411,2 31,3 15 409,7 45,2
C 15 14,4 0,6 15 34,2 29,2 15 20,5 20,6 15 18,0 4.8 15 15,0 42 15 10,8 4,9
A 15 0,291 0,003 15 0,279 0,07 15 0,210 0,08 15 0,285 0,06 15 0,245 0,04 15 0,161 0,04
TMFR (h) 15 9,2 0,1 15 11,8 0,6 15 13,3 1,6 15 10,4 2,2 15 11,2 23 15 14,6 2,9
MEFR (ml/h) 15 46,3 0,7 15 41,2 10,3 15 31,4 11,4 15 440 9,8 15 36,8 5,7 15 242 5,0
LAG (h) 15 5,7 0,1 15 8,0 0,4 15 8,0 0,7 15 6,7 1,4 15 7,0 1,6 15 7,9 1,2
GAS,,

(ml/g SS) 75 394.,8 27,5 15  356,2 10,8 15 341,0 19,0 15 387,1 343 15 381,5 28,9 15  316,7 61,5
GAS,

(ml/g SS) 75 433.8 26,7 15 4047 175 15 4055 175 15 4183 320 15 4072 259 15 401,3 34,1

*]astnosti — glej stran 22, N - Stevilo meritev, X - povpregje, SD - standardni odklon
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