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Namen naloge je bil prouditi obseg biohidrogenacije voluminozne krme v
vampovem soku ter ugotoviti, kako na biohidrogenacijo mascobnih kislin
vplivata zrelost in nacin konzerviranja voluminozne krme. Za substrate smo
izbrali $tiri vrste voluminozne krme (sveza trava, seno, dobra in slaba silaza).
Substrate smo razlicno dolgo (2, 4, 6, 8, in 96 ur) inkubirali v meSanici
vampovega soka in pufra. Po inkubaciji smo substrate liofilizirali in s plinsko
kromatografijo dolocili maScobnokislinsko sestavo. Ugotovili smo, da je
voluminozna krma pred biohidrogenacijo vsebovala vecinski delez veckrat
nenasi¢enih mascobnih kislin (VNMK) (trava 72,95 %, seno 71,37 %, dobra
silaza 75,30 %, slaba silaza 73,64 %), med njimi pa n-3 VNMK (trava 54,27 %,
seno 51,95 %, dobra silaza 56,06 %, slaba silaza 56,73 %). Po biohidrogenaciji so
substrati vsebovali predvsem nasi¢ene mascobne kisline (NMK) (trava 87,08 %,
seno 86,80 %, dobra silaza 86,83 %, slaba silaza 86,36 %). Pri vseh substratih
smo opazili, da je bila biohidrogenacija linolenske kisline hitrejSa od linolne
kisline. Po 96 urah inkubacije je biohidrogeniralo od 80 % (trava) do 84 % (dobra
silaza) linolne kisline in od 92 % (seno) do 95 % (dobra silaza) linolenske kisline.
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The purpose of the thesis was to examine the scope of biohydrogenation of
roughage in tripe juice and to figure out how the maturity and method of
preservation of roughage affect the biohydrogenation of fatty acids. For
substrates, we selected four types of forage (fresh grass, hay, good and poor
quality silage). Substrates were incubated in different lengths of time (2, 4, 6, 8,
and 96 hours) in a mixture of tripe juice and buffer. After incubation the
substrates were frozen and with gas chromatography we analysed fatty acid
composition. We found that the forages before biohydrogenation contained a
major proportion of polyunsaturated fatty acids (PUFA) (grass 72.95 %, hay
71.37 %, good silage 75.30 %, poor silage 73.64 %), among which n-3 PUFA
dominated (grass 54.27 %, hay 51.95 %, good silage 56.06 %, poor silage 56.73
%). After the biohydrogenation the substrates contained mostly saturated fatty
acids (SFA) (grass 87.08 %, hay 86.80 %, good silage 86.83 %, poor silage 86.36
%). For all substrates we have noticed that the biohydrogenation of linolenic acid
was faster than biohydrogenation of linoleic acid. After the 96 hours of
incubation, linoleic acid biohydrogenated from 80% (grass) to 84% (good silage),
and linolenic acid from 92% (hay) to 95% (good silage).
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1 UvVOD

Zgodovinsko gledano je bil do pred nekaj desetletji cilj raziskav v kmetijstvu le povecanje
pridelka in proizvodne zmogljivosti z le malo poudarka na izboljSanju sestave hranil
zivilskih proizvodov. Rezultati raziskav in ozavescenost potrosnikov o moznih zdravju
koristih razli¢nih snovi v hrani, so povod vzpostavljanja za koncepte funkcionalnih zivil in
so pomagale ustvariti povpraSevanje po zivilih z izboljSano sestavo. Primer takSnega
ravnanja je industrija mleka in njena nedavna prizadevanja za spremembo sestave mlecne

mascobe (Lock in Bauman, 2004).

Mleko in mleé¢ni izdelki predstavljajo pomemben vir hranljivih snovi v ¢loveski prehrani, ki
zagotavljajo energijo, visoko kakovostne beljakovine, kalcij ter vrsto razlicnih drugih
mineralov in vitaminov (Bauman in Griinari, 2003). Mle¢na mascoba je odgovorna za
Stevilne senzori¢ne, fizikalne in predelovalne lastnosti mle¢nih izdelkov (Lock in Bauman,
2004). Vendar pa so mle¢ne mascobe relativno bolj nasicene kot vecina rastlinskih olj. In
ravno to vzbuja pri potros$nikih negativa dojemanja ter skrb za javno zdravje v zvezi z
¢ezmernim vnosom nasi¢enih mascob. Ker je poraba mle¢nih proizvodov in mesa
prezvekovalcev pogosto povezana z ve€jo pojavnostjo bolezni srca in ozilja, ter drugih
civilizacijskih bolezni (Maia in sod., 2006), predstavlja konc¢ni produkt pretvorbe
nenasicenih mascobnih kislin v bolj nasi¢ene mascobne kisline velik zdravstveni problem.
Proces biohidrogenacije je Ze dolgo znan kot posledica mikrobne aktivnosti v predzelodcih

prezvekovalcev.

Med mascobne kisline, ki imajo ugodni ucinek na zdravje ljudi in zivali, spadajo vecCkrat
nenasicene mascobne kisline, predvsem n-3 mascobne kisline in konjugirana linolna kislina
(KLK). Glavni vir KLK, za prehrano ljudi, so zivilski proizvodi prezvekovalcev. KLK
nastane pri procesu biohidrogenacije v predZelodcih, s pretvorbo linolne kisline s pomocjo
bakterij Butyrivibrio fibrisolvens ali pa se v tkivih sintetizira iz trans-11 C18:1 maScobne
kisline (Bauman in sod., 1999). Najbolj proucena in glavna izomera v mleku je cis-9 trans-

11 C18:2 (MacDonald, 2000).
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Namen diplomske naloge je bil prouciti obseg biohidrogenacije v vampovem soku ter
preuciti, kako na biohidrogenacijo vplivata zrelost in nacin konzerviranja voluminozne
krme. Za in vitro biohidrogenacijo smo izbrali svez vzorec krme (travo) in konzervirane
vzorce (seno in silaza). Zeleli smo ugotoviti tudi kaksne so vsebnosti skupin mas&obnih
kislin ter posameznih mascobnih kislin v substratih pred biohidrogenacijo in v razli¢nih

casih inkubacije vzorcev.
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2 PREGLED OBJAV
2.1  MASCOBNE KISLINE

Mascobne kisline (MK) so organske molekule, ki vsebujejo polarno karboksilno skupino
(-COOH), vezano na nerazvejano alifatsko verigo. Te strukturne znacilnosti jim dajejo
dvojno naravo: en konec je polaren in vcasih ionski (karboksilna skupina), medtem ko ima

nasprotni konec (ogljikovodikova veriga) nepolarne lastnosti (Boyer, 2005).

Karboksilne kisline sestavlja od 2 do 30 ali ve¢ ogljikovih atomov. Vecina mascobnih
kislin, ki jih najdemo v naravi, vsebuje med 12 in 22 ogljikovih atomov, med katerimi so

najpogostejse tiste s 16 in 18 C atomi (Lobb in Chow, 2008).

Glede na sStevilo ogljikovih atomov v verigi jih delimo na kratkoverizne (2 do 8 C atomov),
srednjeverizne (10 do 16 C atomov) in dolgoverizne mascobne kisline (18 do 36 C atomov)

(Oresnik in Kermauner, 2009).

Mascobne kisline, glede na stopnjo nasi¢enosti, razdelimo v tri glavne skupine, na nasi¢ene
mascobne kisline (NMK), enkrat nenasicene mascobne kisline (ENMK) in veckrat

nenasi¢ene mascobne kisline (VNMK) (Ore$nik in Kermauner, 2009).

V preglednici 1 predstavljamo trivialna in kemijska imena mascobnih kislin, ki jih

najpogosteje najdemo v rastlinskih in zivalskih tkivih.

Preglednica 1: Pregled pogostih mascobnih kislin (Boyer, 2005; Lobb in Chow, 2008; Moate in sod., 2004)

OkrajSava Trivialno ime Kemijsko ime

C12:0 lavrinska kislina dodekanojska

C14:0 miristinska kislina tetradekanojska

Cl14:1 n-5 miristooleinska cis-9-tetradecenojska

C16:0 palmitinska kislina heksadekanojska

Cl16:1 n-7 palmitooleinska cis-9-heksadecenojska

C18:0 stearinska kislina oktadekanojska

C18:1 n-9 oleinska kislina cis-9-oktadecenojska

t C18:1 n-7 vakcenska kislina trans-11-oktadecenojska

C18:2 n-6 linolna kislina cis-9,cis-12-oktadekadienojska
c-9,t-11 C18:2 KLK cis-9, trans-11-oktadekadienojska
C18:3 n-3 linolenska kislina cis-9,12,15-oktadekatrienojska
C18:3 n-6 v-linolenska kislina cis-6,9,12-oktadekatrienojska

C20:4 n-6 arahidonska kislina cis-5,8,11,14-eikozanotetraecnojska
C20:5n-3 EPA cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenojska
C22:6 n-3 DHA cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenojska
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2.1.1 Nasi¢ene masc¢obne Kisline

Nasicene mascobne kisline so tiste, v katerih so ogljikovi atomi med seboj povezani le z
enojnimi vezmi. Vecina nasi¢enih maScobnih kislin, ki se pojavljajo v naravi, ima sodo
Stevilo ogljikovih atomov in nerazvejano strukturo. Glavni vir teh mascobnih kislin je
predvsem hrana zivalskega izvora (meso in mesni izdelki, mleko in mle¢ni izdelki) ter
nekatere rastlinske mascobe (kokosovo in palmovo olje). Zauzitje nasi¢enih maScobnih
kislin, predvsem tistih z manj kot 18 C atomi, povecuje raven slabega LDL holesterola v

krvi (Wood in sod., 2008).

Najbolj pogoste nasicene mascobne kisline vsebujejo med 12 in 22 C atomov, med katerimi
so najpomembnejse lavrinska (12:0), miristinska (14:0), palmitinska (C 16:0) in stearinska

kislina (C 18:0) (Lobb in Chow, 2008).
2.1.2 Nenasic¢ene mascéobne Kkisline

Nenasi¢ene mascobne kisline imajo v verigi ogljikovih atomov eno ali ve¢ dvojnih vezi
(Lobb in Chow, 2008). Enkrat nenasi¢ene mascobne kisline so tiste, ki imajo eno dvojno
vez. Ce pa imajo dve ali ve¢ dvojnih vezi, jih imenujemo veckrat nenasi¢ene mascobne
kisline. V primerjavi z nasicenimi, le te zniZujejo raven LDL holesterola v krvi (Wood in

sod., 2008).

Ena najpomembnejSih enkrat nenasi¢enih mascobnih kislin iz vrste n-9 (C18:1 n-9) je
oleinska kislina, ki se pojavlja v ribjih oljih, Zivalskih mascobah ter oljih oresckov (Lobb in

Chow, 2008).

Nenasi¢ene mascobne kisline so naravne komponente zivalskih in rastlinskih mascob.
Dvojna vez ima lahko cis ali trans konfiguracijo. Vec¢ina nenasi¢enih mascobnih kislin v

naravi je v cis-konfiguraciji (Ascherio in Willent, 1997).

Izraz cis nam pove, da se vodikova atoma, ki sta pritrjena na ogljik ob dvojni vezi, nahajata
na isti strani. Pri trans konfiguraciji pa je ravno obratno, vodikova atoma se nahajata na
nasprotni strani (slika 1). Zaradi takSne orientacije okrog dvojne vezi imajo trans mascobne

kisline ravno verigo, podobno kot NMK (Bauman, 2009).
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Slika 1: Cis in trans konfiguracija (Kimball, 2008)

Trans mascobne kisline imajo status Skodljivih MK, saj so dejavniki tveganja za nastanek
bolezni srca in ozilja, ker povecujejo koli¢ino lipoproteinov z nizko gostoto (LDL) in
zmanjSujejo koli¢ino lipoproteinov z visoko gostoto (HDL). V vecji koli¢ini nastajajo trans
izomere MK pri hidrogenaciji (Ascherio in Willent, 1997). Trans nenasi¢ene mascobne
kisline nastajajo tudi v predzelodcih prezvekovalcev (govedo, drobnica) s pomocjo

mikroorganizmov (Williams, 2000).

VNMK se glede na pozicijo dvojnih vezi delijo na konjugirane, nekonjugirane in alenske
mascobne kisline. Dvojni vezi sta konjugirani takrat, kadar sta C atoma z dvojnima vezema
lo¢ena z enojno vezjo (—C=C—C=C-). Kadar sta dvojni vezi lo¢eni z enim ali ve¢ C atomi,
povezanimi z enojno vezjo, je kislina nekonjugirana (—C=C—(C)n—C=C-). Kislina je

alenska, kadar ima en C atom dve dvojni vezi (—C=C=C-) (Lobb in Chow, 2008).
2.1.2.1 Konjugirane mascobne kisline

Konjugirana linolna kislina (KLK) je skupina pozicijskih in geometrijskih izomer
oktadekadienojske kisline (C18:2 n-6) s konjugiranima dvojnima vezema. Razlike obstajajo
v konfiguraciji dvojne vezi, mozne so vse §tiri kombinacije cis- trans, trans-cis, cis-cis, ali
trans-trans. Obstaja ve€ kot 20 razli¢nih geometrijskih in pozicijskih izomer KLK. Na sliki

2 so prikazane biolosko najbolj pomembne strukturne izomere linolne kisline.

KLK se nahaja predvsem v mesu, mleku in mle¢nih izdelkih prezvekovalcev. Rastlinska
olja in margarine vsebujejo le malo KLK. Koncentracija KLK v mas¢obah mesa
neprezvekovalcev in rastlinskih olj je navadno v obmoc¢ju med 0,6 in 0,9 mg/g mascobe.
Majhno koncentracijo KLK najdemo tudi v ¢loveski krvi in tkivih (Chin in sod., 1992, cit.
po MacDonald, 2000; Pariza in sod., 1963, cit. po MacDonald, 2000). Visji delez KLK v
mascobah prezvekovalcev je posledica biohidrogenacije prehranskih nenasienih

mascobnih kislin v predzelodcih. To pomeni, da je za tvorbo KLK odgovorna mikroflora v
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predzelodcih. Glavni tvorci KLK so vampne bakterije iz rodu Butyrivibrio fibrisolvens

(Bauman in sod., 2000, cit. po Cepeljnik in Devillard, 2006).

Mleko vsebuje ve¢ kot 20 izomer KLK. Koncentracija KLK v mle¢nih proizvodih je
navadno v obmocju med 2,9 in 8,92 mg/g mascobe (MacDonald, 2000). Prevladujoca
izomera v mle¢ni mascobi je cis-9, trans-11 C18:2 (n-6) in predstavlja od 73 % do 90 % od
celotne KLK v mle¢ni masc¢obi (Bauman in sod., 1999; Lock in Bauman, 2004;
MacDonald, 2000). Parodi (1977, cit. po Bauman in Griinari, 2003) je bil prvi, ki je dokazal

prisotnost cis-9, trans-11 KLK v mlecni mascobi.

Najbolj proucena izomera je cis-9 trans-11, ki ima dokazano, tako v in vitro kot v in vivo
raziskavah, antikancerogeno delovanje (MacDonald, 2000). Poleg tega ima tudi druge vloge
pri zdravju c¢loveka: antiaterogene ucinke, povecuje odpornost imunskega sistema, zavira
razvoj ateroskleroze, zmanjSuje deleZ maScob v telesu (Bauman in sod., 1999; Mir in sod.,

2004; MacDonald, 2000).

Za te ucinke sta odgovorni predvsem dve izomeri KLK, cis-9, trans-11 KLK in trans-10,
cis-12 KLK (Mir in sod., 2004). Objave Baumgarda (cit. po Bauman, 2002) so pokazale, da

je trans-10, cis-12 KLK izomera mocan zaviralec sinteze mlecne mascobe.

KLK in enkrat nenasicene mascobne kisline so vmesni produkti biohidrogeniranja veckrat
nenasicenih mascobnih kislin, predvsem linolne (C18:2 n-6) in linolenske kisline (C18:3 n-

3) s pomoc¢jo vampnih bakterij (Kramer in sod., 2004).
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Slika 2: Biolosko najpomembnejse strukturne izomere linolne kisline: (A) trans-10, cis-12 oktadekadienojska
kislina (konjugirana linolna kislina), (B) cis-9, trans-11 oktadekadienojska kislina (konjugirana
linolna kislina), (C) cis-9, cis-12 oktadekadienojska kislina (linolna kislina) (Bauman in sod., 1999).

2.1.2.2 Esencialne ma$c¢obne kisline

Veckrat nenasicene MK druzin n-6 in n-3, so bistvenega pomena za Zivljenje in zdravije.
Zivali jih same ne morejo sintetizirati, ampak jih morajo pridobiti iz rastlinskih virov, kot
del prehrane. Linolna (C18:2 n-6) in linolenska kislina (C18:3 n-3), v¢asih imenovana tudi
a-linolenska kislina, sta pomembni komponenti za izgradnjo in normalno delovanje
zivalskih in rastlinskih celicnih membran. Obe kislini sta veckrat nenasiceni in sta
prekurzorja za nastanek ostalih VNMK. Linolna kislina se lahko pretvori v y-linolensko
(C18:3 n-6) in arahidonsko kislino (C20:4 n-6). Iz linolenske pa nastane
eikozapentaenojska (EPA, C20:5 n-3) in dokozaheksaenojska kislina (DHA, C22:6 n-3)
(Simopoulos, 1999).

a-linolensko kislino (C18:3 n-3) najdemo v zelenih listnatih rastlinah, lanenem semenu,
oljni ogrscici in orehih. Esencialne n-3 VNMK imajo pomembno vlogo pri preventivi in
zdravljenju bolezni koronarnih arterij, hipertenziji, sladkorni bolezni, vnetnih in

avtoimunskih boleznih ter zmanjSujejo pogostost raka (Simopoulos, 1999).
2.2 VOLUMINOZNA KRMA

Krmo, ki vsebuje nad 18 % surove vlaknine (SV), imenujemo voluminozna krma (Ores$nik,

Kermauner, 2000). Zanjo je znalilno, da zavzema v prebavilih precejSnjo prostornino
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(volumen), vsebuje ve¢ vode (razen mrve) in ve¢ surove vlaknine, ima manjSo
koncentracijo hranljivih snovi in slabSo prebavljivost. Voluminozna krma je lahko sveza ali
konzervirana (Ore$nik in Kermauner, 2000). Koncentracija MK v voluminozni krmi je
odvisna od Stevilnih dejavnikov: od vrste in zrelosti rastline (Harwood 1980, cit. po
Boufaied, 2003a; Harfoot in Hazlewood 1988, cit. po Boufaied, 2003a), hitrosti rasti
(Bauchart in sod., 1984, cit. po Boufaied, 2003a), trajanja venenja in vremenskih pogojev

siliranja (Dewhurst in King, 1998, cit. po Boufaied, 2003a).
Med voluminozno krmo Stejemo (Oresnik in Kermauner, 2000):

- zeleno krmo, kot je trava, travno deteljne meSanice, lucerna, detelja, zelena Zita,

zelena koruza, krmni ohrovt in druge krmne zelene rastline

- konzervirano voluminozno krmo, kamor uvr§¢amo mrvo (seno, otava, otavi¢ in
mrva poznejSih koSenj) in silirano krmo (travna silaza, silaza iz detelj ali lucerne,

koruzna silaza, silaza iz listja in glav sladkorne pese)
- gomoljnice in korenovke (krompir, repa, pesa,...)

Silaza je krmilo, ki ga pripravimo tako, da zelene rastline konzerviramo v anaerobnih
pogojih, v katerith anaerobni mikroorganizmi ob razgradnji ogljikovih hidratov krme
proizvajajo hlapne mascobne kisline in mle¢no kislino. Pod ugodnimi pogoji se v siliranem
krmilu razvijajo predvsem mle¢nokislinske bakterije. Ob neugodnih pogojih siliranja pa

prihaja do maslenokislinskega vrenja (Oresnik in Kermauner, 2000).
2.3 POSEBNOST PREBAVE PRI PREZVEKOVALCIH

Prezvekovalci spadajo med rastlinojede sesalce, ki prezvekujejo. Razvili so zelo u¢inkovit
sistem prebave, ki temelji na poudarjenem simbiotskem odnosu med prezvekovalcem in
mikroorganizmi v prebavilih. Prezvekovalci lahko zauZivajo in s pomocjo
mikroorganizmov izkoris¢ajo veliko koli¢ino voluminozne krme, ki vsebuje veliko surove
vlaknine (Ore$nik in Kermauner, 2009). Pasa je osnovni vir krme tako za domace (govedo,
drobnica) kot tudi za prostoziveée prezvekovalce (srnjad). Priblizno eno tretjino dneva
porabijo za zauzivanje krme (za paso), tretjino za prezvekovanje in preostalo tretjino za

pocitek (Zgajnar, 1990).
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Za prezvekovalce je znacilno, da imajo Stiridelni zelodec. Sestavljajo ga trije predzelodci,
vamp (rumen), kapica (reticulum) in prebiralnik (omasum) ter pravi Zelodec ali siriS¢nik
(abomasum) (slika 3). Vamp in kapica sta anatomsko sicer razli¢na, funkcionalno pa
sestavljata dokaj enoten prostor, ki ga ozna¢ujemo kot retikulo-rumen. Najpomembnejsi del
prebavnega trakta pri prezvekovalcih je vamp, ki je razdeljen na dorzalne in ventralne
vampove vrece. Notranjost vampa je porasla s papilami, ki moc¢no povecajo njegovo
absorpcijsko povrsino. Pri ovcah in govedu, vamp predstavlja od 64 do 71 % prostornine
prebavnega trakta in od 9 do 13 % skupne prostornine telesa (van Soest, 1994, cit. po Flint,
1997). Prebiralnik je tretji predzelodec, ki lezi med kapico in siriS¢nikom. V njem se
absorbira odvecna tekocina. Siris¢nik, kot pravi zelodec, je cevast organ, ki povezuje
prebiralnik in tanko crevo. Njegove stene so nagubane v podolgovate brazde. Epitel
pokrivajo sekretorne celice, ki izloCajo enake sekrete kot zelodci monogastriénih Zivali

(Zgajnar, 1990).

zatetek
poiiralnik dvanajstnika

\ _ | r tanko Erevo

. tekofCina

prebiralnik

3 yamp
kapica

sirisénik

Slika 3: Stiridelni Zzelodec prezvekovalcev (prirejeno po: Digestive Anatomy in Ruminants, 2003)

Zauzivanje in poziranje krme sta pomembni opravili, saj morajo prezvekovalci zauziti
veliko koli¢ino, obi¢ajne voluminozne krme, da zadovoljijo svoje potrebe (Zgajnar, 1990).
Govedo zauziva krmo zelo hitro, jo navlazi s slino, le malo prezveci in pozre. V
predzelodcih se krma pomeSa z ostalo vsebino. MeSanje omogocajo moc¢ne kontrakcije
stene vampa in kapice (ruminacije). Ob tem se na novo zauziti krmi primesajo
mikroorganizmi (Ore$nik in Kermauner, 2009). Ko so veliki delci krme prezveceni in s tem
razdeljeni na manjse delce, se povrsina in hitrost fermentacije povecata (Russell in Rychlik,

2001).
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Voluminozna krma je sestavljena iz strukturnih ogljikovih hidratov, ki jih sesalci s svojimi
encimi niso sposobni razgraditi. Pri tem jim pomagajo Stevilni vampni mikroorganizmi.
Glavni produkti razgradnje ogljikovih hidratov so hlapne mascobne kisline, ki so zelo
pomembne za preskrbo gostiteljevega organizma z energijo. Kar 65 do 80 % vse energije,
ki se v predzelodcih pojavi kot posledica mikrobne fermentacije, so hlapne mascobne
kisline (predvsem ocetna, propionska in maslena kislina) (Zgajnar, 1990). Ce prezvekovalce
krmimo s krmo, v katerih primanjkuje vlaknine, potem se zmanjSa meSanje krme,
prezvekovanje in posledi¢no tudi tok sline. Kisline, nastale s fermentacijo, se kopicijo in pH

v predzelodcih se zniza (Russell in Rychlik, 2001).

Mikrobna populacija v predzelodcih je kompleksna, meSana zdruzba bakterij, arhej,
prazivali, anaerobnih gliv in bakteriofagov. Mikrobni ekosistem v predZelodcih je stabilen
in opravlja funkcijo biokonverzije krme v hlapne mascobne kisline. Hkrati pa je tudi
dinamicen proces, kjer se mikrobna populacija prilagaja novim sestavinam krme, ki jo zZival
zauzije. Vampovi mikroorganizmi so prilagojeni, da prezivijo v dolocenih pogojih, ki
prevladujejo v predzelodcih. Anaerobni pogoji v predZelodcih se vzdrzujejo s plini, ki
nastajajo med fermentacijo (Kamra, 2005). Celotna masa svezih mikroorganizmov v
predzelodcih se giblje od 5 do 10 odstotkov mase vsebine vampa. Najstevilénejsi
predstavnik vampove mikrobne zdruzbe so bakterije (Zgajnar, 1990), katerih $tevilo se
giblie od 10" do 10'/ml vampovega soka (Kamra, 2005). Bakterije imajo pri
prezvekovalcih dominantno vlogo v procesu fermentacije (Russell in Rychlik, 2001).
Priblizno polovica vseh bakterij deluje v predzelodcih v vodni suspenziji, ostala polovica pa
je aktivna na povrsini delcev krme (Zgajnar, 1990). Temperatura 39 °C in pH vrednost med

6,0 in 6,9 so idealni pogoji za rast vampnih bakterij (Kamra, 2005).

Glavna vira mascob v prehrani prezvekovalcev sta voluminozna krma in mo¢na krmila oz.
koncentrati (Bauman in sod., 2003). Mas¢obe voluminozne krme so sestavljene v glavnem
iz glikolipidov in fosfolipidov. Krmne rastline, konzervirane ali sveze, v najvecjem delezu
vsebujejo nenasi¢ene mascobne kisline, linolensko (C18:3 n-3) in linolno kislino (C18:2 n-
6). V nasprotju pa olja Zit, ki jih uporabljajo za moc¢na krmila, vsebujejo linolno (C18:2 n-6)
in oleinsko kislino (C18:1 n-9), ki sta vezani v obliki trigliceridov (Harfoot in Hazlewood,

1997). Glavne vrste prehranskih mascob, ki vstopajo v predzelodce so trigliceridi,
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fosfolipidi, in glikolipidi (Jenkins in sod., 2008). Vecina hidrolize glikolipidov in
fosfolipidov je rezultat encimske aktivnosti mikroorganizmov pri prezvekovalcih (Dawson
in Hemington, 1974. cit. po Jenkins in sod., 2008). Ko krma prispe v predzelodce, vstopi v
veliko fermentacijsko kad, kjer gre skozi Siroko paleto kemi¢nih sprememb, ki jih izvaja
mikrobna populacija (Harfoot, 1978, cit. po Jenkins in sod., 2008). Ko prezvekovalci
zauzijejo zeleno voluminozno krmo, sta linolna in linolenska kislina glavna substrata za
mikrobno biohidrogenacijo v predzelodcih (Carriquiry in sod., 2007; Jenkins in sod., 2008,
cit. po Ortega-Pérez in sod., 2010), iz katere nastajajo bioloSko pomembne izomere kot je
KLK, cis-9, trans-11 KLK, znana kot vampova kislina in vakcenska kislina (trans-11

C18:1) (Palmquist, 1988, cit. po Ortega-Pérez in sod., 2010).

Vampni mikroorganizmi razgradijo lipide, ki vstopajo v predzelodce preko dveh

pomembnih mikrobioloskih procesov, lipolize in biohidrogenacije (Jenkins in sod., 2008).

Mascobe, ki vstopajo v predzelodce najprej razgradijo mikrobne lipaze v postopku,
imenovanem lipoliza. Mikrobne lipaze hidrolizirajo esterske vezi v kompleksnih lipidih, kar
povzroci sproscanje prostih mascobnih kislin (Garton in sod., 1961, cit. po Jenkins in sod.,
2008; Dawson in sod, 1977, cit. po Jenkins in sod., 2008). Anaerovibrio lipolytica (Harfoot,
1978, cit. po Jenkins in sod., 2008) je vampova bakterija, ki proizvaja dva hidroliti¢na
encima, esterazo in lipazo. Lipaza je ekstracelularni encim, pakiran v membranskih delcih,
sestavljen iz beljakovin, mascob in nukleinskih kislin (Henderson in Hodgkiss, 1973, cit. po
Jenkins, 1993). Anaerovibrio lipolytica hidrolizira trigliceride. Nenasi¢ene mascobne
kisline, ki se sprostijo pri lipolizi, kasneje biohidrogenirajo mikroorganizmi v predzelodcih

(Harfoot in Hazlewood, 1997, cit. po Bauman in sod., 2003).

Za biohidrogenacijo nenasi¢enih MK v predZelodcih so v veliki meri odgovorne bakterije,
protozoji so manj pomembni (Harfoot in Hazlewood, 1988, cit. po Bauman in sod., 1999).
Ze vrsto let je znano, da je Butyrivibrio fibrisolvens bakterija, ki je sposobna hidrogenacije
MK (Kepler in sod., 1966, cit. po Bauman in sod., 1999), ki hidrolizira fosfolipide in
glikolipide (Harfoot in Hazlewood, 1997, cit. po Bauman in sod., 2003). Kemp in Lander
(1984, cit. po Cepljenik in Devillard., 2006) sta bakterije na osnovi poteka biohidrogenacije
razdelila v dve skupini. Bakterije (Harfoot in Hazlewood, 1997) skupine A (Butyrivibrio,

Ruminococcus, Micrococcus, Borrelia, Eubacterium) hidrogenirajo linolno in linolensko
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kislino do vakcenske kisline (trans-11 C18:1). Bakterije skupine B (Fusocillus in nekatere
Gram negativne bakterije) so sposobne hidrogenirati Sirok spekter mas¢obnih kislin z 18
ogljikovimi atomi, vklju¢no z oleinsko (cis-9 C18:1) in vakcensko kislino (trans-11 C18:1),

kakor tudi linolensko kislino, v stearinsko kislino.

Mikrobna biohidrogenacija (Mosley in sod., 2002) je proces pretvorbe nenasi¢enih
mascobnih kislin v nasi¢ene MK, preko izomerizacije, ki ji sledi hidrogenacija dvojne vezi
(Harfoot in Hazlewood, 1988, cit. po Jenkins in sod., 2008). Je bioloski proces, ki
prevladuje v vampnem mikrobnem ekosistemu (Mosley in sod., 2002) in v niZjih predelih
prebavnega trakta (Ward in sod., 1964, cit. po Wilde in Dawson, 1966). Proces vkljucuje
ve¢ biokemi¢nih korakov (Bauman in sod., 1999). Prvi korak biohidrogenacije linolne
kisline (slika 4) je izomerizacija cis-9, cis-12 dvojne vezi v cis-9, trans-11, pri ¢emer
nastane konjugiran dien, konjugirana linolna kislina (KLK). Sledi hidrogenacija dvojne
vezi, pretvorba KLK v trans-11 C18:1 (vakcenska kislina) za nastanek stearinske kisline
(C18:0), ki je kon¢ni produkt biohidrogenacije (Harfoot in Hazlewood, 1988, cit. po
Carriquiry in sod., 2007).

Biohidrogenacijska pot linolenske kisline (slika 4) vkljucuje izomerizacijo dvojne vezi,
tvori se konjugiran trien (cis-9, trans-11, cis-15 C18:3), sledi hidrogenacija dvojne vezi na
devetem C atomu, pri ¢emer nastane dien (trans-11, cis-15 C18:2). Sledi hidrogenacija ene
od preostalih dvojnih vezi, pri ¢emer nastane monoen, ki je bodisi cis-15 ali trans-15 C18:1
in trans-11 C18:1 (vakcenska kislina). Kon¢ni produkt biohidrogenacije nenasi¢enih C18
MK je stearinska kislina, C18:0 (Harfoot in Hazlewood, 1988, cit. po Carriquiry in sod.,
2007).
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(bakterijski skupini A in B) (bakterijski skupini A in B)

cis-9, trans-11, cis-15 C18:3

konjugiran trien cis-9, trans-11 C18:2 KLK

konjugiran dien

hidrogenacija hidrogenacija
(bakterijski skupini A in B) (bakterijski skupini A in B)
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v hidrogenacija
trans-15 ali cis-15 C18:1 (bakt. sk. B)
STEARINSKA KISLINA C18:0

Slika 4: Shema biohidrogenacije linolenske in linolne kisline (prirejeno po: Harfoot in Hazlewood, 1997)

Intermediati, ki uidejo popolni biohidrogenaciji v predzelodcih, dosezejo tanko Crevo, kjer
jih telo Zivali absorbira in prenese v mlec¢no Zlezo, ki uporablja vakcensko kislino kot
substrat za sintezo KLK cis-9, trans-11 v mleku (Kay in sod., 2004, cit. po Ortega-Pérez in
sod., 2010).

Dva klju¢na intermediata biohidrogenacije sta vakcenska kislina (trans-11-oktadecenojska
kislina C18:1), ki nastane iz linolne in linolenske kisline (Bauman in sod., 2003), in
konjugirana linolna kislina (cis-9, trans-11 C18:2), ki jo najdemo v mle¢ni mas¢obi in mesu
prezvekovalcev in izvira iz dveh razli¢nih virov (Griinari in Bauman, 1999, cit. po Bauman
in sod., 1999). Prvi vir je biohidrogenacija linolne kisline (Bauman in sod., 2003), kjer je
KLK intermediat biohidrogenacije linolne kisline. Drugi pomemben vir KLK je
desaturiranje vakcenske kisline, vmesne spojine v procesu biohidrogenacije z encimom A-9
desaturazo, s pomocjo katerega se v mlecni zlezi sintetizira KLK (Muller in Dellahoy,

2004). Prva dva koraka biohidrogenacije linolne kisline sta hitra, medtem ko je tretja
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reakcija pocasnejSa in s tem omogoca akumulacijo vakcenske kisline (Bauman, 2002).
Edinstvenost KLK v zivilskih proizvodih prezvekovalcev se nanaSa na nepopolno

biohidrogenacijo prehranskih nenasic¢enih mascobnih kislin v predzelodcih (slika 5).

VAMP TKIVO
cis-9, cis-12 C18:2 linolna kislina —> cis-9, cis-12 C18:2 linolna kislina
cis-9, trans-11 C18:2 KLK —> cis-9, trans-11 C18:2 KLK
l T A-9 desaturaza
trans-11 C18:1 vakcenska kislina — trans-11 C18:1 vakcenska kislina
C18:0 stearinska kislina — C18:0 stearinska kislina

l A-9 desaturaza
cis-9 C18:1 oleinska kislina

Slika 5: Biohidrogenacija linolne kisline in endogena sinteza cis-9 trans-11 KLK v tkivu (prirejeno po:
Bauman in sod., 1999)
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 SUBSTRATI

V nalogi smo za substrate izbrali §tiri vzorce voluminozne krme (sveza trava, seno, dobra in

slaba silaza).

Sveza trava je bila pokosena 4. maja 2006 (1. kos$nja) in bila shranjena v vrecke. Do zacetka
analize smo jo shranili v zamrzovalniku na — 21 °C, nato smo jo liofilizirali in zmleli

(velikost delcev je manjS$a od 1 mm).

Seno smo pripravili s suSenjem sveze trave. SuSili smo ga dva dni v suS$ilni omari pri

v v

Silazi, ki smo ju uporabili v poskusu, smo pripravili sami. Zeleno maso smo silirali v 5 1
plastiéne posode. Posodo smo zaprli s plastiéno folijo in pokrovom. Fermentacija je
potekala pri sobni temperaturi. Prvo silazo smo pred siliranjem ovenili pri temperaturi < 40

°C (12 ur) v susilni omari. Drugo silazo smo pripravili s siliranjem sveze trave.

Z weendsko analizo (preglednica 2) smo v silazah dolocili vsebnost suhe snovi (SS),
surovih beljakovin (SB), surovih mascobe (SM), surove vlaknine (SV), surovega pepela

(SP) in brezdusi¢nega izvlecka (BDI).

S kemijsko analizo smo dolocili vsebnost hlapnih mascobnih kislin v silazi. Oceno silaze
smo dobili s pomoc¢jo novega DLG klju¢a (Weilbach in Honig, 1996). Prva silaza (iz
ovenjene trave) je dosegla 75 tock, kar pomeni dobro silazo, medtem ko je druga (iz sveze

trave) dosegla 45 tock, kar pomeni, da je silaza slaba.

V preglednici 2 je prikazana kemijska sestava dobre in slabe silaze.

Preglednica 2: Kemijska sestava uporabljenih substratov

Dobra silaza Slaba silaza
Suha snov (g/kg) 218,72 95,23
Surove beljakovine (g/kg SS) 177,12 161,64
Surove mascobe (g/kg SS) 54,07 68,78
Surove vlaknine (g/kg SS) 301,25 347,89
Surov pepel (g/kg SS) 127,51 138,31

Brezdusicni pepel (g/kg SS) 340,05 283,38
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3.2  INVITRO FERMENTACIA

In vitro fermentacijo substratov smo izvedli s hohenheimskim plinskim testom (Menke in

Steingass, 1988).
3.2.1 Izvedba in vitro fermentacije

Dan pred zacetkom plinskega testa smo pripravili ustrezno Stevilo osusenih Cistih steklenih
brizgalk ter jih oStevil¢ili. Fermentacijo smo izvedli v dveh ponovitvah. V brizgalke smo na
analitski tehtnici zatehtali priblizno 175 mg substrata. Vsak substrat smo zatehtali v pet
brizgalk. Brizgalke smo neprodusno zaprli in jih postavili v stojalo. Vse skupaj smo

postavili v kad z destilirano vodo, segreto na 39 + 0,5 °C.

Pripravljen pufer je vseboval destilirano vodo, raztopine A, B in C (preglednica 3) in

resazurin, indikator prisotnosti kisika (preglednica 4).

Na dan plinskega testa smo steklenico s pripravljenim pufrom namestili v vodno kopel, ki
smo jo segreli na 39 + 0,5 °C. Pufer smo meSali z magnetnim meSalom in ga ves cCas
prepihovali s CO; pod pritiskom od 1,8 do 2,0 bara. Medtem smo v susilni omari ogreli 500

ml merilni valj na temperaturo okoli 40 °C.

Dobro prepihanemu in ogretemu pufru smo dodali redukcijsko raztopino (preglednica 4) in
sicer pet do deset minut pred dodajanjem vampovega soka. Modrikasta raztopina se je

najprej obarvala rdece (prisotnost kisika), potem pa se je razbarvala.

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,HPO,

10,0 g MnCl, x 4H,0 4,0 g (NH4)HCO;, 6,2 g KH,PO,

1,0 g CoCl, x 6H,0 destilirana voda do 1000ml 0,6 g MgSO, x 7H,0

0,8 g FeCl, x 6H,0 destilirana voda do 1000ml

destilirana voda do 100ml
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Preglednica 4: Sestava resazurina, redukcijske raztopine in kon¢nega pufra

Raztopina resazurina Redukcijska raztopina Pufer*

100 mg resazurina 47,5ml destilirane vode 474 ml destilirane vode

destilirana voda do 100ml 2ml 1 M NaOH 0,12 ml raztopine A
285 mg Na,S x H,0 237 ml raztopine B

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

* koli¢ina pufra zados¢a za 50 ponovitev

Vampov sok smo dobili iz dveh fistuliranih kastriranih ovnov jezersko-solcavske pasme,
dve uri po jutranjem krmljenju. Ovna sta bila krmljena s senom za pokrivanje potreb za
vzdrzevanje. Vampov sok smo, v predhodno ogreti (na 39 °C) in s CO, prepihani termos
steklenici, prenesli v in vitro laboratorij. S tem smo poskusali zagotovili ¢im bolj ugodne

pogoje za vampne mikroorganizme (anaerobne pogoje).

Vampov sok smo filtrirali skozi §tiri plasti gaze v predhodno ogret (40 °C) in prepihan 500
ml merilni valj. Potrebno koli¢ino prefiltriranega vampovega soka smo dodali v brezbarvno
pufersko raztopino. Mesanico smo mesali in prepihovali s CO; Se 15 minut pod pritiskom

enega bara.

Ogrete brizgalke, z zatehtanim substratom (175 mg), smo napolnili s 30 ml meSanice
vampovega soka in pufra. Pri vsaki polnitvi smo vsebino brizgalke premesali, iztisnili zrak,
jo zaprli in postavili v vodno kopel ogreto na 39 °C. Poleg vzorcev smo v poskus vkljucili
tudi slepe vzorce (brez substrata) in standardne vzorce. Prostornine nastalega plina smo
od¢itali po 2., 4., 6. in 8. uri inkubacije. V primeru da je prostornina plina v brizgalki
narasla nad 80 ml, smo plin iztisnili, prostornino plina na novo odc¢itali in nadaljevali z

inkubacijo.

Po dolocenem c¢asu inkubacije smo brizgalke vzeli iz kopeli ter jih postavili v mrzlo vodo,
da smo zaustavili fermentacijo. Vsebino brizgalke smo prelili na stehtane in ustrezno
oznacene plastine kroznike. Vzorce smo skupaj s krozniki shranili v zamrzovalniku pri
temperaturi —20 °C. Zamrznjene vzorce smo liofilizirali in jih shranili na —20 °C do analize

masc¢obnokislinske sestave.
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3.2.2 Dolocanje masc¢obnokislinske sestave s plinsko kromatografijo

Estrenje mascobnih kislin smo izvedli po postopku, ki sta ga razvila Park in Goins (1994)

brez predhodne ekstrakcije mascob iz vzorca.

V epruvete z zamaskom smo zatehtali 0,2 g liofiliziranega substrata, dodali 300 pul CH,Cl,
in 3 ml sveze pripravljenega 0,5 M NaOH v metanolu. Preden smo epruvete zaprli, smo jih
prepihali z duSikom (inertna atmosfera, prepre¢imo oksidacijo iz zraka). Vsebino smo
dobro premesali in segrevali 10 minut pri 90 °C v termi¢nem bloku. Po segrevanju smo
epruvete na hitro ohladili pod teko¢o mrzlo vodo in vanje dodali 3 ml 12 % BF; v
metanolu, prepihali z dusikom, zaprli in ponovno segrevali v termi¢nem bloku 10 minut pri
90 °C. Po konCanem segrevanju smo epruvete ponovno ohladili na sobno temperaturo in
vanje odpipetirali 3 ml deionizirane vode in 1,5 ml heksana. Metilne estre mas¢obnih kislin
smo ekstrahirali v nepolarno topilo tako, da smo dobro zaprte epruvete stresali 1 minuto.
Heksansko plast (vrhnja plast) smo od vodne faze locili tako, da smo reakcijsko zmes

centrifugirali 10 minut pri 2000 obratih na minuto.

S Pasteurjevo pipeto smo odvzeli zgornjo heksansko plast in jo prenesli v steklenicke.
Steklenicke smo previdno prepihali z duSikom in jih do analize shranili v zamrzovalniku pri

—20°C.
3.2.2.1 Analitska oprema in pogoji analize

Mascobne kisline v vzorcu smo dolocili s plinsko kromatografijo. Uporabili smo plinski
kromatograf Agilent 6890, opremljen z avtomatskim injektorjem in podajalnikom vzorcev

ter FID detektorjem.

Za loCevanje metilnih estrov mas¢obnih kislin smo uporabili kapilarno kolono Omegawax
320 iz silike s kemijsko vezano (bonded) stacionarno fazo polietilenglikola, dolZzine 30 m,
notranjim premerom 0,32 mm in debelino filma stacionarne faze 0,25 pm. V preglednici 5

sta navedena temperaturni program analize in pretok plinov.
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Preglednica 5: Temperaturni pogoji in pretok plinov za kromatografijo

Temperaturni program Pretoki plinov

Zacetna temperatura (°C) 185 Helij (nosilni plin) (ml/min) 1,5

Hitrost dviganja temperature (°C) 1 Dusik (make-up plin) (ml/min) 30

Kon¢na temperatura (°C) 215 Vodik (gorilni plin) (ml/min) 30

Temperatura injektorja 250 Sinteti¢ni zrak (ml/min) 440

Temperatura detektorja (°C) 290 Cas analize (min) 54
Volumen injiciranega vzorca (ul) 1
Nacin injiciranja split
Split razmerje 30:1

3.2.2.2 Identificiranje kromatografskih vrhov

Posamezne metilne estre mas€obnih kislin smo identificirali na osnovi retencijskih ¢asov.
Primerjali smo retencijske ¢ase mascobnih kislin v vzorcu z retencijskimi ¢asi maS¢obnih

kislin v standardnih raztopinah posameznih mascobnih kislin.
3.2.3 Izracuni

Mascobnokislinsko sestavo substratov pred in po inkubaciji smo podali v masnih delezih, ki
predstavljajo grame posamezne analizirane MK v 100 g vseh dolo¢enih MK (g/100 g MK)

in v mg posamezne MK v 100 g vzorca (mg/100 g vzorca).

Delez biohidrogeniranih MK smo izracunali s pomoc¢jo formule (Sinclair in sod., 2005):

. . .. MK oBH
Biohidrogenacija (mg/mg MK) =1000 —1000 x | ——*~— (1)

predBH

Podatke, ki smo jih dobili v poskusu, smo uredili s programom MS Excel. Prav tako smo v

programu MS Excel pripravili tudi slike.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

V poskusu nas je zanimalo, kako na biohidrogenacijo mascobnih kislin vplivata zrelost in
nacin konzerviranja voluminozne krme. /n vitro biohidrogenacijo smo opravili na sveZem
vzorcu krme in na konzerviranih vzorcih, kot sta seno in silaza. Zrelost trav in nacéin
konzerviranja vplivata na potek in vitro fermentacije, zato predvidevamo, da vplivata tudi
na biohidrogeniranje mascobnih kislin. Z uporabo in vitro tehnike smo preverili sposobnost

vampovih mikroorganizmov za biohidrogenacijo mas¢obnih kislin v voluminozni krmi.

4.1 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA VOLUMINOZNE KRME IN VZORCEV
PO INKUBACUI (BIOHIDROGENACII) V VAMPOVEM SOKU

V preglednici 6 so podani masni delezi NMK, ENMK in VNMK v masc¢obah substratov,

pred in po inkubaciji v meSanici vampovega soka in pufra po posameznih urah inkubacije.

Preglednica 6: Masni delezi (%) NMK, ENMK, VNMK, n-3 VNMK, n-6 VNMK in razmerje med n-6/n-3
VNMK v mas§c¢obah substratov (0 h) in po inkubaciji (biohidrogenaciji) v in vitro poskusu po
2.,4., 6., 8. in 96 urah inkubacije

Substrat Cas (h) NMK ENMK VNMK n-3 n-6 n-6 / n-3

0 22,82 4,24 72,95 54,27 18,68 0,34

2 55,60 15,61 28,79 17,16 10,58 0,62

Trava 4 60,89 20,23 18,88 9,31 8,88 0,95
6 66,29 19,06 14,65 6,65 7,59 1,14

8 75,91 14,79 9,30 3,96 5,26 1,33

96 87,08 9,48 3,43 1,15 2,22 1,93

0 24,72 3,91 71,37 51,95 19,42 0,37

2 55,19 14,02 30,78 18,02 11,45 0,64

Seno 4 61,12 19,02 19,86 9,87 8,82 0,89
6 63,49 19,61 16,90 8,39 7,64 0,91

8 75,34 15,67 8,99 3,94 4,98 1,26

96 86,80 9,90 3,30 1,32 1,98 1,50

0 21,42 3,28 75,30 56,06 19,25 0,34

2 51,22 12,72 36,06 21,71 12,66 0,58

Dobra silaza 4 55,47 19,28 25,25 13,40 9,84 0,73
6 60,66 21,07 18,27 9,29 7,79 0,84

8 75,43 16,03 8,54 3,89 4,55 1,17

96 86,83 9,92 3,24 1,23 1,98 1,61

0 22,54 3,28 73,64 56,73 16,89 0,30

2 51,03 12,49 36,48 22,88 12,16 0,53

Slaba silaza 4 53,72 15,26 31,02 17,40 11,29 0,65
6 56,69 18,04 25,27 13,38 9,36 0,72

8 72,12 16,85 11,03 5,30 5,55 1,05

96 86,36 9,12 4,52 1,41 3,11 2,21
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Harfoot in Hazlewood (1988, cit. po Boufaied in sod., 2003a) navajajo, da v voluminozni
krmi prevladujejo veckrat nenasi¢ene MK. Priblizno 51 % od vseh MK v voluminozni krmi
naj bi bilo linolenske kisline (C18:3 n-3). Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi mi, saj so
nasi substrati voluminozne krme vsebovali najve¢ VNMK, predvsem n-3 VNMK, katerih
delez se je gibal med 51,95 % in 56,73 %, medtem ko je bil delez NMK in ENMK v

voluminozni krmi manjsi.

Nenasi¢ene mascobne kisline, predvsem linolna in linolenska kislina, so obcutljive na
spremembe, ki se pojavijo med predelavo in skladiSCenjem. Nacini shranjevanja in
konzerviranja krme lahko vplivajo na razpolozljivost MK (Chilliard in sod., 2001, cit. po
Bernardini in sod., 2010), v primeru susenja sena se med oksidacijo zmanj$a vsebnost
VNMK in povzroca ogromno izgubo C18:3 n-3 VNMK (Dewhurst in sod., 2002, cit. po
Bernardini in sod., 2010). V nasSem primeru je seno pred inkubacijo vsebovalo manj veckrat
nenasi¢enih MK kot drugi analizirani vzorci, npr. dobra (75,30 %) in slaba silaza (73,64 %),

ki sta vsebovali najve¢ VNMK.

Najvecji delez NMK pred inkubacijo smo zabelezili pri senu (24,72 %), najmanjSo pri dobri
silazi (21,42 %). Po 96 urah inkubacije je trava vsebovala najvecji delez NMK (87,08 %),
najmanj$i delez pa slaba silaza (86,36 %). Pri vseh substratih se je delez NMK povecal

zaradi biohidrogenacije nenasi¢enih MK.

Pred inkubacijo je bil delez ENMK v primerjavi z ostalimi skupinami MK v vseh substratih
najmanjsi in se je gibal med 3,28 % (dobra in slaba silaza) in 4,24 % (trava). Pri travi se je
delez enkrat nenasi¢enih MK poveceval do 4. ure inkubacije (20,23 %) nato postopoma
padal do kon¢ne vrednosti 9,48 %. Za razliko od trave, je bil delez enkrat nenasi¢enih MK
pri senu, dobri in slabi silazi najve€ji po Sestih urah inkubacije. Slaba silaza je po 96 urah

inkubacije vsebovala najmanjsi deleZ enkrat nenasi¢enih MK (9,12 %).

Substrati so pred inkubacijo vsebovali, v primerjavi z drugimi MK, najvecji delez veckrat
nenasi¢enih MK, katerih delez se je gibal med 71,37 % (seno) in 75,30 % (dobra silaza).
Kot smo pricakovali, se je delez veckrat nenasi¢enih MK, zaradi biohidrogenacije, tekom
inkubacije postopoma zmanjSeval. Najman;jsi delez VNMK (3,24 %) v inkubiranih vzorcih

smo zabelezili pri dobri silazi po 96 urah inkubacije. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi
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drugi raziskovalci (Jenkins in sod., 2008; Bauman in sod., 2003; Bauman in sod., 1999;
Harfoot in Hazlewood, 1997), ki pravijo, da se zaradi biohidrogenacije linolne in linolenske

kisline delez veckrat nenasicenih MK zmanjsa.

Pred inkubacijo se je delez n-3 VNMK gibal med 51,95 % (seno) in 56,73 % (slaba silaza).
Pri vseh substratih se je delez n-3 VNMK zacel zmanjSevati Ze po dveh urah inkubacije.
Najvecji padec deleza n-3 VNMK zabelezimo pri travi in senu, saj se vrednost po 2. uri

inkubacije trikratno zmanjSa. Po 96 urah inkubacije je v substratih le Se med 1,15 % (trava)

in 1,41 % (slaba silaza) n-3 VNMK.

V casu pred inkubacijo, opazimo pri n-6 VNMK ravno obratno dogajanje, kot pri delezu n-
3 VNMK, kjer vsebuje seno (19,42 %) najvecji in slaba silaza (16,89 %) najmanjsi delez n-
6 VNMK. Tekom inkubacije se delez n-6 VNMK postopoma znizuje, in po 96 urah
inkubacije zabelezimo konc¢no vrednost med 1,98 % (seno in dobra silaza) in 3,11 % (slaba

silaza).

Razmerja n-6/n-3 VNMK v voluminozni krmi pred inkubacijo so se gibala med 0,30 in
0,37:1. Med inkubacijo so se razmerja pri vseh substratih povecevala. Pri travi opazimo, da
se je razmerje med inkubacijo poviSalo za 5,5 krat (iz 0,34:1 na 1,93:1), pri slabi silazi pa za
7,4 krat (iz 0,30 na 2,21:1). Iz naras¢ajoCega razmerja je razvidno, da so se n-3 VNMK

biohidrogenirale hitreje od n-6 VNMK.



Vogri¢ N. In vitro biohidrogenacija masc¢obnih kislin voluminozne krme s travinja. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani., Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

42  NASICENE MASCOBNE KISLINE

V preglednici 7 prikazujemo masne deleZe posameznih NMK v masc¢obah substratov in po

inkubaciji v in vitro poskusu po razli¢nih ¢asih inkubacije.

Preglednica 7: Masni delezi (%) NMK: lavrinske (C12:0), miristinske (C14:0), palmitinske (C16:0) in
stearinske kisline (C18:0) v mas¢obah substratov (0 h) in po inkubaciji (biohidrogenaciji) v in
vitro poskusu po 2., 4., 6., 8. in 96 urah inkubacije

Substrat Cas (h) C12:0 C14:0 C16:0 C18:0
0 0,28 0,54 15,97 1,32
2 0,65 2,22 20,47 19,87
Trava 4 0,69 2,45 19,71 25,72
6 0,67 2,64 19,15 31,22
8 0,84 2,75 18,90 38,62
96 0,83 3,76 22,37 44,79
0 0,37 0,83 16,58 1,63
2 0,67 2,53 21,01 18,08
Seno 4 0,71 2,62 20,50 23,63
6 0,70 2,75 20,06 26,43
8 0,89 3,02 18,99 36,47
96 0,88 3,89 23,00 43,04
0 0,33 0,75 14,50 1,39
2 0,59 2,10 19,91 17,50
Dobra silaza 4 0,59 2,26 19,52 22,01
6 0,55 2,37 19,15 26,61
8 0,72 2,65 18,60 39,56
96 0,73 3,35 21,54 45,75
0 0,35 0,61 15,54 1,45
2 0,56 2,12 20,38 16,57
Slaba silaza 4 0,59 2,26 20,97 19,23
6 0,56 2,23 20,22 21,74
8 0,75 2,61 19,06 34,46
96 0,73 3,24 21,49 46,23

Nekateri avtorji (McDonald in sod., 1988, cit. po Boufaied in sod., 2003a) so zapisali, da
vsebuje voluminozna krma izmed NMK najve¢ palmitinske kisline (C16:0). Tudi v naSem
primeru zabelezimo med opazovanimi NMK najve¢ palmitinske kisline v razponu med

14,50 % (dobra silaza) in 16,58 % (seno).

Pred inkubacijo je seno vsebovalo najvecji delez vseh opazovanih nasi¢enih MK, C12:0
(0,37 %), C14:0 (0,83 %), C16:0 (16,58 %) in C18:0 (1,63 %). Prav tako, je po 96 urah
inkubacije seno vsebovalo najvecji delez C12:0 (0,88 %), C14:0 (3,89 %) in C16:0 (23,00
%), slaba silaza pa najvecji delez C18:0 (46,23 %).

Pred inkubacijo se je delez C12:0 NMK gibal med 0,28 % (trava) in 0,37 % (seno). Tekom

inkubacije se je delez C12:0 NMK pri vseh substratih poveceval. Ravno tako se je pri vseh
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substratih tekom inkubacije poveceval tudi delez C14:0 NMK. Delez miristinske kisline
(C14:0) nase trave (0,54 %) je primerljiv z delezem miristinske kisline (C14:0) trave
Baumana in sod. (2003) (1 %).

Delez palmitinske kisline v travi (15,97 %) iz naSe raziskave je primerljiv z delezem, ki ga
navajajo Bauman in sod. (2003) (16 %). Nekoliko vecji delez palmitinske kisline v senu, v
primerjavi z naSim (16,58 %) je opaziti v raziskavi Ribeiro in sod. (2005) (30,9 %). Pri
travi, senu in dobri silazi se je delez C16:0 nasi¢ene MK nekoliko poveceval po dveh urah,
pri slabi silazi pa po Stirih urah inkubacije, nato je do 8. ure pocasi padal in se po 96 urah

delez ponovno povecal in dosegel vrednost med 21,49 % (slaba silaza) in 23,00 % (seno).

Stearinska kislina je kon¢ni produkt biohidrogenacije linolne in linolenske kisline (slika 4).

Delez stearinske kisline se je med inkubacijo vseh substratov pricakovano moc¢no povecal.

Ribeiro in sod. (2005) so pri travi zabelezili 3,40 % stearinske kisline, v naSem primeru pa
je trava vsebovala manjsi delez te kisline 1,32 % in je primerljiva z delezem, ki ga navaja
Bauman in sod. (2003) (2 %). Zacetni delez C18:0 v voluminozni krmi je bil precej majhen,
od 1,32 % (trava) do 1,63 % (seno). Najve¢je povecanje deleza stearinske kisline smo
opazili pri vseh substratih v prvih 2 urah inkubacije. Med drugo in 96 uro inkubacije se je
delez C18:0 povecal do najvec 46,23 % pri slabi silazi, najmanj (43,04 %) pa smo zabelezili

pri senu.
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43  ENKRAT NENASICENE MASCOBNE KISLINE

V preglednici 8 prikazujemo masne deleze posameznih ENMK in vsote izomer C18:1 v

mascobah substratov in po razli¢nih ¢asih inkubacije.

Preglednica 8: Masni delezi (%) ENMK: C12:1, C14:1, C16:1 in vsota izomer C18:1 v ma$cobah substratov
(0 h) in po inkubaciji (biohidrogenaciji) v in vitro poskusu po 2., 4., 6., 8. in 96 urah

inkubacije
Substrat Cas (h) C 12:1 C 14:1 C 16:1 C18:1

0 <0,01 <0,01 0,25 3,52

2 0,11 0,28 0,38 12,84

Trava 4 0,12 0,29 0,34 17,68
6 <0,01 0,35 0,32 16,93

8 0,14 0,26 0,29 11,73

96 0,17 0,34 0,12 6,96

0 <0,01 <0,01 0,15 3,36

2 0,13 0,27 0,36 11,17

Seno 4 0,12 0,28 0,36 16,37
6 <0,01 0,35 0,35 17,20

8 0,16 0,18 0,29 12,62

96 0,19 0,38 0,20 7,18

0 <0,01 <0,01 0,15 2,79

2 0,11 0,25 0,33 10,56

Dobra silaza 4 0,10 0,40 0,32 16,57
6 0,10 0,32 0,31 18,24

8 0,15 0,16 <0,01 13,85

96 0,18 0,27 0,12 7,99

0 <0,01 <0,01 0,17 3,26

2 0,11 0,22 0,33 10,04

Slaba silaza 4 0,11 0,26 0,32 13,11
6 0,05 0,32 0,32 15,37

8 0,14 0,19 0,29 14,25

96 0,17 0,43 0,17 5,99

* vsota izomer (cis in trans) C18:1

Kot vidimo, so vsi substrati pred inkubacijo vsebovali manj kot 0,01 % C12:1 in C14:1
ENMK. Med inkubacijo substratov v meSanici vampovega soka in pufra je delez C12:1

sicer nara$cal, vendar tudi po 96 urah inkubacije ni dosegel ve¢ kot 0,2 %.

Tudi pri vsebnosti C14:1 je bilo le malo sprememb in po 96 urah inkubacije je bil delez

C14:1 med 0,27 % (dobra silaza) in 0,43 % (slaba silaza).

Zacetni delez C16:1 se je gibali med 0,15 % (seno in dobra silaza) in 0,25 % (trava). Tekom
inkubacije ni bilo zaznati posebnosti, po 96 urah inkubacije je bil delez podoben delezu

pred inkubacijo, od 0,12 % (trava in dobra silaza) do 0,20 % (seno).

Izomere C18:1 so vmesni produkti biohidrogenacije VNMK (Boufaied in sod., 2003a).



Vogri¢ N. In vitro biohidrogenacija masc¢obnih kislin voluminozne krme s travinja. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani., Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

Pred inkubacijo so nasi vzorci vsebovali od 2,79 % (dobra silaza) do 3,52 % (trava) izomer
C18:1. Tekom inkubacije se je deleZ izomer C18:1 pri vseh substratih poveceval in nekje
med 4. in 6. uro inkubacije je dosegel najvecji delez. Najve¢ kopicenja izomer C18:1 smo
opazili pri travi (17,68 %) v prvih §tirih urah inkubacije ter pri dobri silazi (18,24 %) pri
Sestih urah inkubacije. Med 8. in 96 urami inkubacije je prislo do zmanjs$anja deleza izomer
C18:1, saj je po inkubaciji bil delez C18:1 med 5,99 % (slaba silaza) in 7,99 % (dobra

silaza).
44  VECKRAT NENASICENE MASCOBNE KISLINE

Prehrana prezvekovalcev temelji na voluminozni krmi, ki vsebuje precej linolne in
linolenske kisline. Obe kislini sta glavna substrata za mikrobno biohidrogenacijo. Izomeri

cis-9 trans-11 KLK in trans-10 cis-12 KLK sta vmesna produkta biohidrogenacije VNMK.

V preglednici 9 prikazujemo masne deleze linolne in linolenske kisline ter vimesna produkta

biohidrogenacije, izomeri cis-9 trans-11 in trans-10 cis-12 KLK.

Preglednica 9: Masni delezi (%) VNMK: linolne (C18:2 n-6), linolenske (C18:3 n-3), KLK (cis-9 trans-11) in
KLK (trans-10 cis-12) v mascobah substratov (0 h) in po inkubaciji (biohidrogenaciji) v in
vitro poskusu po 2., 4., 6., 8. in 96 urah inkubacije

Substrat Cas (h) C18:2 n-6 C18:3 n-3 cis-9 trans-11 trans-10 cis-12

KLK KLK

0 18,29 54,03 <0,01 <0,01
2 9,81 17,11 0,60 0,45

Trava 4 8,00 9,23 0,20 0,49
6 6,94 6,59 0,13 0,28

8 4,65 3,88 0,08 <0,01

96 1,54 1,10 0,05 <0,01

0 19,18 51,64 <0,01 <0,01

2 10,47 17,97 0,82 0,50

Seno 4 8,05 9,77 0,41 0,76
6 7,11 8,26 0,27 0,61

8 4,43 3,87 0,08 <0,01

96 1,36 1,24 <0,01 <0,01

0 18,83 55,75 <0,01 <0,01
2 11,49 21,58 1,06 0,63
Dobra silaza 4 8,77 13,28 0,72 1,29
6 7,05 9,07 0,36 0,83

8 4,11 3,83 0,09 <0,01

96 1,42 1,17 0,04 <0,01

0 16,51 56,46 0,02 <0,01
2 10,91 22,64 0,76 0,68
Slaba silaza 4 9,91 17,01 0,91 1,42
6 8,39 13,02 0,65 1,62

8 4,34 5,11 0,18 <0,01

96 1,22 1,30 < 0,01 < 0,01
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Hawke (1973, cit. po Boufaied in sod., 2003a) in McDonald in sod. (1988, cit. po Boufaied
in sod., 2003a) navajajo, da je delez linolenske kisline v svezi travi v razponu med 50 in 75
% od skupnih MK. Buccioni in sod. (2008) porocajo o tem, da vsebuje sveza trava od 1 do
3 % MK in priblizno 55 do 65 % od skupnih MK predstavlja linolenska kislina. Tudi v

nasem primeru je bil delez linolenske kisline v travi v tem razponu, zabelezili smo 54,03 %.

Ze v prvih dveh urah smo opazili pri¢akovane spremembe v vsebnosti MK s Gasom
inkubacije, zmanjSanje deleza linolenske in linolne kisline kot posledica biohidrogenacije.

Najhitreje se je biohidrogenirala linolenska kislina.

Buccioni in sod. (2006) navajajo, da se je najpomembnejsi del biohidrogenacije pojavil v

prvih 24. urah.

Ribeiro in sod. (2005) navajajo delez linolne kisline v travi (17,0 %) in v senu (19,7 %).
Nas delez je bil primerljiv in znaSa za travo 18,29 % in za seno 19,18 %. V voluminozni
krmi, ki smo jo vkljucili v in vitro poskus, se je delez linolne kisline gibal med 16,51 %
(slaba silaza) in 19,18 % (seno). S Casom inkubacije se je delez linolne kisline pri vseh
substratih zmanjSeval in po 96 urah dosegel vrednost med 1,22 % (slaba silaza) in 1,54 %

(trava).

V primeru linolenske kisline, sta trava (54,03 %) in seno (51,64 %) v na$i raziskavi
vsebovala ve¢ te kisline kot v raziskavi Ribeiro in sod. (2005), ki navajajo, da je delez pri
travi znaSal 48,6 % pri senu pa 24,1 %. Najvecji deleZ linolenske kisline v voluminozni
krmi (substratih), ki smo jo vkljucili v poskus, smo ugotovili pri slabi silazi (56,46 %),
najmanjSega pa pri senu (51,64 %). Chalupa in sod. (2002) navajajo, da vsebuje krma
veliko linolenske kisline, vendar se je le malo absorbira zaradi hitre biohidrogenacije v
predZelodcih. Tudi mi smo opazili, da je potek biohidrogenacije linolenske kisline hiter, saj
se je tekom inkubacije delez C18:3 n-3 pri vseh substratih najbolj zmanjSal ze v prvih dveh
urah inkubacije. Pri inkubaciji silaze smo opazili nekoliko pocasnejSe zmanjSevanje deleza
C18:3 n-3 kot pri travi in senu. Po 96 urah inkubacije je v substratih ostalo le Se od 1,10 %

(trava) do 1,30 % (slaba silaza) C18:3 n-3 VNMK.

Chilliard in sod. (2001, cit. po Buccioni, 2008) porocajo, da ni razlik v sintezi KLK med

razlicnimi vrstami trav, ampak je spremembe mogocCe opaziti zaradi sezonske
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razpolozljivosti ali zrelosti trav in v mascobno kislinski sestavi svezih krmnih rastlin, zlasti

vsebnosti linolenske kisline.

Vidimo, da je bila vsebnost cis-9 trans-11 in trans-10 cis-12 KLK, pred inkubacijo, pri vseh
substratih manjsa od 0,01 % (pod mejo zaznavnosti metode, s katero smo kisline dolocali).
Prva faza biohidrogenacije linolne kisline je izomerizacija C18:2 n-6 do cis-9 trans-11
KLK, katere deleZ se je v prvih dveh urah inkubacije povecal na ra¢un zmanjSanja deleza
linolne in linolenske kisline zaradi njune intenzivne biohidrogenacije. Najvecji delez cis-9,
trans-11 izomere KLK pri travi (0,60 %), senu (0,82 %) in dobri silazi (1,06 %) smo
dolo¢ili v vzorcih, ki smo jih inkubirali 2 uri, medtem ko je bil pri slabi silazi (0,91 %)
delez cis-9 trans-11 KLK v vzorcih najve¢ji po Stirih urah inkubacije. Po 96 urah inkubacije
je bil delezZ cis-9 trans-11 KLK pri senu in slabi silazi manj kot 0,01 %, medtem ko je bil

delez pri travi in dobri silazi nekoliko vi§ji, 0,05 % in 0,04 %.

Po dveh urah inkubacije je pri vseh substratih prislo do akumulacije izomere trans-10 cis-12
KLK. Pri travi, senu in dobri silazi je dosegla ta izomera najvecji delez po Stirih urah
inkubacije, pri slabi silazi smo opazili najvecji delez (1,62 %) trans-10 cis-12 KLK po
Sestih urah inkubacije. Po osmih urah inkubacije je v vseh substratih ostalo manj kot 0,01 %

trans-10 cis-12 KLK.
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4.5 PRODUKTI BIOHIDROGENACIJE

Glavna substrata biohidrogenacije sta linolna in linolenska kislina. Klju¢ni intermediati
biohidrogenacije so cis-9 trans-10 KLK, trans-10 cis-12 KLK in vakcenska kislina (trans-11
C18:1). Cis-9 trans-11 KLK je le prehodni intermediat, medtem ko se vakcenska kislina v
predzelodcih akumulira. Trans C18:1 MK je vmesni proizvod biohidrogenacije tako linolne
kot linolenske kisline, medtem ko je cis C18:1 MK vmesni proizvod biohidrogenacije
linolenske kisline. Stearinska kislina (C18:0) je NMK in je kon¢ni produkt

biohidrogenacije.

Preglednica 10: Vsebnosti linolenske in linolne MK in produktov biohidrogenacije (mg/100g SS vzorca) v
substratih in vzorcih med inkubacijo

Substrat Cas C18:3 C18:2 c9 t11 t10 c12 C18:1 C18:1 C18:0
(h) n-3 n-6 KLK KLK cis trans
0 1331,92 450,74 <1,00 <1,00 86,66 < 1,00 32,42
2 241,07 138,22 8,47 6,36 95,8 85,0 279,95
Trava 4 135,07 117,06 2,99 7,13 122,2 136,6 376,38
6 104,60 110,18 2,04 4,52 128,7 140,2 495,80
8 73,61 87,34 1,49 <1,00 118,6 103,0 725,99
96 25,76 36,28 1,60 < 1,00 76,5 91,6 1115,28
0 1102,70 409,59 <1,00 <1,00 71,82 < 1,00 34,86
2 253,78 147,99 11,62 7,03 83,8 74,2 255,75
Seno 4 142,75 117,52 5,92 11,17 104,6 134,5 345,15
6 127,90 110,09 421 9,41 113,0 153,3 409,34
8 66,92 76,09 1,28 <1,00 97,8 119,6 624,06
96 27,28 30,36 1,05 <1,00 54,8 107,3 962,15
0 1746,16 589,68 <1,00 <1,00 87,41 <1,00 43,43
Dobra 2 372,83 198,54 18,30 10,88 102,5 79,9 302,41
silaza 4 235,70 155,64 12,78 22,88 127,1 167,0 390,49
6 162,98 126,77 6,49 14,98 141,6 186,4 478,50
8 74,48 80,52 1,94 <1,00 122,0 146,8 755,09
96 30,21 36,76 2,58 <1,00 77,4 131,3 1179,50
0 1557,17 455,41 <1,00 <1,00 89,86 < 1,00 40,05
Slaba 2 401,22 193,29 13,42 12,02 106,0 71,6 293,14
silaza 4 287,57 167,55 15,33 24,07 112,9 108,6 324,66
6 236,57 152,47 11,81 29,43 128,7 150,5 394,78
8 102,52 86,37 3,96 <1,00 113,9 166,9 656,59
96 31,87 29,38 <1,00 <1,00 62,2 81,3 1115,28

Vakcenska kislina (trans11-18:1) in konjugirane linolne kisline (KLK), predvsem cis-9,
trans-11 in trans-10, cis-12 v mesu in mleku, so primeri intermediatov biohidrogenacije, ki

imajo lahko koristni vpliv na zdravje ljudi (Loor in sod., 2004).

Vsebnosti linolne (C18:2 n-6) in linolenske kisline (C18:3 n-3) sta se s casom inkubacije

stalno in mo¢no zmanjSevali. Pri travi, senu in dobri silazi je bila biohidrogenacija linolne
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kisline manj$a v primerjavi z linolensko. Boufaied in sod., (2003b) porocajo o vecji

biohidrogenaciji C18:2 n-6 in C18:3 n-3 pri sveZi travi v primerjavi s senom.

Druga faza vampne BH linolne kisline je hidrogenacija cis-9 trans-11 izomere do
vakcenske kisline (trans-11 C18:1). Buccioni in sod. (2006) so zapisali, da se po 24. urah
inkubacije vsebnost cis-9, trans-11 KLK zmanjSuje, medtem ko se vsebnost trans-11 C18:1
MK ves ¢as poveCuje. Tudi v naSem primeru smo opazili, kljub drugaénemu trajanju
inkubacije, da se je vrednost cis-9, trans-11 KLK po dveh urah inkubacije zmanjSevala,

medtem ko se je vsebnost trans-11 C18:1 po dveh urah inkubacije povecevala.

Tudi Martin in Jenkins (2002) sta pokazala, da se koncentracija trans-11 C18:1 s¢asoma
poveca. Rezultati razli¢nih Studij (Griinari in sod., 2000, cit. po Bauman in Griinari, 2003;
Corl in sod., 2000, cit. po Bauman in Griinari, 2003; Lock in Garnsworthy, 2002, cit. po
Bauman in Griinari, 2003) so pokazali, da endogena sinteza preko A9-desaturaze
predstavlja prevladujoci vir cis-9, trans-11 KLK v mle¢ni mascobi. V primeru pase,
endogena sinteza cis-9, trans-11 KLK v mlecni zlezi predstavlja ve¢ kot 90 % skupne
vsebnosti mascob te izomere KLK (Kay in sod., 2002, cit. po Bauman in Griinari, 2003).
Harfoot in Hazlewood (1988, cit. po Kay in sod., 2004) in Griinari in Bauman (1999, cit. po
Kay in sod., 2004) navajajo, da imajo maScobe v pasi veliko vsebnost linolenske kisline, a
biohidrogenacija linolenske kisline poteka preko cis-9 trans-11 KLK kot vmesnega
produkta. S tem se strinjamo, saj smo tudi sami ugotovili, da je voluminozna krma

vsebovala velik delez VNMK, predvsem linolenske kisline.

Koncentracija trans-10, cis-12 KLK je bila med drugo in Sesto uro inkubacije pri travi in
senu nizja, kot pri dobri in slabi silazi. Najvecjo vsebnost smo po Sestih urah inkubacije
zabeleZili pri slabi silazi (29,43 mg/100g SS vzorca). Po Sesti uri inkubacije je vrednost
trans-10, cis-12 KLK v vseh substratih padla pod mejo detekcije (<1,00 mg/100g SS

vzorca).

Stevilni raziskovalci poro¢ajo, da je vsebnost KLK ve¢ v mleku pasnih Zivali, kot pri
zivalih, ki so krmljene z mo¢nimi krmili (Jahreis in sod., 1997, cit. po Ribeiro in sod., 2005;
Kelly in sod., 1998, cit. po Ribeiro in sod., 2005; Dhiman in sod., 1999, cit. po Ribeiro in
sod., 2005; French in sod., 2000, cit. po Ribeiro in sod., 2005). Ve¢ja koncentracija KLK v
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mle¢ni mascobi zivali na pasi je lahko posledica velike koncentracije oktadekatrienojske
kisline (C18:3) v svezi krmi (Lee in sod., 2003, cit. po Ribeiro in sod., 2005) ali ve¢;ji
koncentraciji topnih sladkorjev v svezi rastlini v primerjavi z konzervirano voluminozno

krmo (Kelly in sod., 1998, cit. po Ribeiro in sod., 2005).

Mosley in sod. (2002) omenjajo, da je oleinska kislina (cis C18:1) prav tako znacilna
kislina v krmi prezvekovalcev. Pred inkubacijo se je vsebnost cis C18:1 MK gibala med
71,82 mg/100g SS vzorca (seno) in 89,86 mg/100g SS vzorca (slaba silaza). Pri vseh
substratih se je koncentracija tekom inkubacije povecevala in dosegla najvecjo vsebnost po
Sestih urah inkubacije. Najvecjo koncentracijo smo ugotovili pri slabi silazi (141,6 mg/100g

SS vzorca).

Chalupa in sod. (2002) navajajo, da vsebuje krma le malo trans C18:1 MK, ki pa se, zaradi
biohidrogenacije linolne in linolenske kisline ter nepopolne biohidrogenacije trans C18:1 do
C18:0, lahko akumulira v predzelodcih. Z njihovimi ugotovitvami se strinjamo, saj so vsi
nasi substrati pred inkubacijo vsebovali manj kot 1,00 mg trans nenasi¢enih izomer
oktadecenojske kisline v 100 g SS vzorca. Vakcenska kislina (trans C18:1) se je med Sesto
in osmo uro inkubacije pri vseh substratih povecevala, kar kaze na to, da je ta (drugi) korak
biohidrogenacije do stearinske kisline pocasnej$i, zaradi Cesar se vakcenska kislina (trans

C18:1) akumulira.

Koncna faza biohidrogenacije, tako linolne kot linolenske kisline, pripelje do stearinske
kisline (C:18:0) (Bauman in sod., 1999; Harfoot in Hazlewood, 1997) katere vsebnost se je

neprestano in obcutno povecevala tudi v nasem primeru (preglednica 11).

Vsebnost C18:0 MK, ki je kon¢ni produkt biohidrogenacije, se je med inkubacijo pri vseh
substratih ves Cas povecevala. Najvecja koncentracija stearinske kisline (C18:0), se je v
zadnji fazi biohidrogenacije oblikovala pri dobri silazi (1179,59 mg/100g SS vzorca),
najmanj pri senu (926,15 mg/100g SS vzorca).

Ob predpostavki, da pride do pomembnih sprememb v biohidrogenaciji v ¢asu med 12. in

48. uro inkubacije, bi bilo smiselno, da bi v raziskavo vkljucili tudi tak$no trajanje.
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4.6  DELEZI BIOHIDROGENIRANE LINOLNE IN LINOLENSKE KISLINE V IN
VITRO POSKUSU PRI RAZLICNIH SUBSTRATIH IN TRAJANJU

Na slikah 6 do 9 prikazujemo deleZe in vitro biohidrogenirane linolne in linolenske kisline

v travi, senu, dobri in slabi silazi po razli¢nih ¢asih inkubacije.

100 4
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S

% biohidrogenirane MK
% biohidrogenirane MK

gas (h) ¢as (h)
@C182n-6mC183n-3 BC182n6mC 18303
Slika 6: Delez biohidrogenirane linolne (C18:2 n-6)

et gl ) Slika 7: Delez biohidrogenirane linolne (C18:2 n-6)
in linolenske kisline (C18:3 n-3) v travi

in linolenske kisline (C18:3 n-3) v senu

% biohidrogenirane MK
% biohidrogenirane MK

mC18:2n-6mC18:3n-3 mC18:2n-6mC18:3n-3
Slika 8: Delez biohidrogenirane linolne (C18:2 n-6) Slika 9: Delez biohidrogenirane linolne (C18:2 n-6)
in linolenske kisline (C18:3 n-3) v dobri in linolenske kisline (C18:3 n-3) v slabi
silazi silazi

Prevladujo¢i MK v krmi sta linolna in linolenska kislina (preglednica 11). Bauman in sod.
(2003) navajajo, da je biohidrogenacija MK obicajno hitrejSa z naras¢ajo¢o nenasi¢enostjo.
Nekateri avtorji (Bauman in sod., 2003; Fellner in sod., 1995; Buccioni in sod., 2006)

ocenjujejo, da je obseg biohidrogenacije linolne in linolenske kisline pri prezvekovalcih
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odvisen od njune vsebnosti v krmilih. Iz slik 6, 7, 8 in 9 je razvidno, da je pri vseh
substratih biohidrogenacija linolenske kisline (C18:3 n-3) hitrejSa od linolne kisline (C18:2
n-6).

Delez biohidrogenirane linolne kisline (C18:2 n-6), je bil v travi in senu pri razlicnem
trajanju inkubacije zelo podoben. Med njima ni bilo bistvenih razlik. Po 6. uri inkubacije je
bil delez biohidrogenirane linolne kisline v travi in senu celo enak, 35 %. Do 6. ure
inkubacije je bil potek biohidrogenacije linolenske kisline (C18:3 n-3) v travi hitrejsi kot v

senu, kasneje pa so bile razlike minimalne.

Tako pri dobri kot pri slabi silazi je bila med 2. in 8. uro inkubacije biohidrogenacija linolne
in linolenske kisline pocasnejSa, kot pri travi in senu. V dobri silazi se je v prvih dveh urah
biohidrogeniralo le 4 % linolne kisline. S podaljSevanjem trajanja inkubacijskega Casa se je
delez biohidrogenirane linolne kisline poveceval in po 96 urah inkubacije se je
biohidrogeniralo 84 % linolne kisline. Delez biohidrogenirane linolenske kisline pri dobri
silazi se je tekom inkubacije linearno poveceval. Pri slabi silazi se je biohidrogenacija
linolne kisline v ve¢jem obsegu zacela Sele po Stirih urah inkubacije, saj se je do takrat

biohidrogeniralo le 3 % linolne kisline.

V prvih dveh urah inkubacije se je biohidrogeniralo najve¢ linolne kisline v senu (13 %),
najmanj v slabi silazi (0 %). Najvecji delez biohidrogenirane linolenske kisline v prvih dveh

urah smo opazili v travi (32 %), najmanjsi pa v slabi silazi (18 %).

Chilliard in Ferlay (2004) ocenjujeta, da se v vampu biohidrogenira v povprecju 80 %
linolne (C18:2 n-6) in 92 % linolenske kisline (C18:3 n-3) ter, da je biohidrogenacija
odvisna predvsem od deleza koncentratov v obroku. Bauman in sod. (2003) pa navajajo
nekoliko ve¢ji delez biohidrogenacije linolne in linolenske kisline, od 70 do 95 % za linolno
in od 85 do 100 % za linolensko kislino. V naSem primeru smo ugotovili, da se je po 96
urah inkubacije biohidrogeniralo od 80 % (trava) do 84 % (dobra silaza) linolne kisline

(C18:2 n-6) in od 92 % (seno) do 95 % (dobra silaza) linolenske kisline (C18:3 n-3).



Vogri¢ N. In vitro biohidrogenacija mascobnih kislin voluminozne krme s travinja. 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani., Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

4.7  VAKCENSKA KISLINA

Vakcenska kislina (trans-11 C18:1) je prevladujoca trans mascobna kislina v mlecni
mascobi prezvekovalcev (Turpeinen in sod., 2002) in obicajno prevladujoca frans izomera,
ki jo najdemo v predzelodcih (Harfoot 1981, cit. po Boufaied in sod., 2003b; Kemp in
Lander 1984, cit. po Boufaied in sod., 2003b) in predstavlja najmanj 80 % vseh trans C18:1
MK v predzelodcih (Demeyer in Doreau 1999, cit. po Boufaied in sod., 2003b). Je vmesni
produkt biohidrogenacije veckrat nenasi¢enih MK v predzelodcih, tako linolenske kot
linolne kisline (slika 4). Deluje kot substrat za nastanek cis-9, trans-11 KLK v Zzivalskih
tkivih (Griinari in sod., 2000, cit. po Jenkins in sod., 2008). V predzelodcih se reducira, pri

¢emer nastane stearinska kislina (Griinari in Bauman 1999, cit. po Mosley in sod., 2002).

10 -
8,25 843

797

% vakcenske kisline

0 2 4 6 8 96

trajanje inkubacije (h)

@ TRAVA m SENO m DOBRA SILAZA m SLABA SILAZA

Slika 10: Delez vakcenske kisline (trans-11 C18:1) v voluminozni krmi (substratih) in razlicnem trajanju in
vitro inkubacije voluminozne krme (trave, sena, dobre in slabe silaZe) v meSanici vampovega soka in
pufra

Kadar je biohidrogenacija v predzelodcih nepopolna, se del KLK in vakcenske kisline lahko
izogne biohidrogenaciji in se pojavi v zivalskih tkivih. Sinteza KLK lahko poteka tudi iz
vakcenske kisline v tkivih, preko reakcije z A9-desaturazo (Griinari in sod., 2000, cit. po
Banni in sod., 2001) (slika 5). Vsebnosti maScobnih kislin se lahko moc¢no povecajo v
mleku in mle¢nih izdelkih, ¢e krave krmimo z rastlinskimi olji, ki vsebujejo veliko
linolenske kisline (Kelly in sod., 1998, cit. po Banni in sod., 2001). Krma vsebuje le malo

vakcenske kisline, vendar se le ta zaradi biohidrogenacije linolenske in linolne kisline ter
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nepopolne biohidrogenacije vakcenske do stearinske kisline, akumulira v predzelodcih

(Chalupa in sod., 2002).

Kot je razvidno iz slike 10, substrati pred inkubacijo niso vsebovali vakcenske kisline. Ta
se je zacela akumulirati ze v prvih dveh urah inkubacije. Najvecji delez smo zabelezili v

travi (5,04 %) najmanjsi pa pri slabi silazi (3,40 %).

Najvec¢ vakcenske kisline se je ob inkubaciji v travi akumuliralo po $tirih urah inkubacije, in
sicer 7,39 % nato pa se je delez postopoma zmanjSeval in po 96 urah inkubacije smo
zabeleZili le Se 2,97 % vakcenske kisline. Po Sestih urah inkubacije se je akumuliralo najvec
vakcenske kisline v senu (8,25 %) in dobri silazi (8,43 %). V slabi silazi se je delez
vakcenske kisline najbolj povecal po osmih urah inkubacije ko je dosegel 7,05 %. Po 96
urah inkubacije se je delez vakcenske kisline v vseh inkubiranih vzorcih zmanjsal, ter

dosegel vrednost med 4,20 % (dobra silaza) in 2,70 % (slaba silaza).
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5 SKLEPI

e Voluminozna krma vsebuje predvsem VNMK, med katerimi prevladujejo n-3

VNMK (51,95 % in 56,73 %).

e Izmed NMK je voluminozna krma vsebovala najve¢ palmitinske kisline (C16:0) (od

14,50 % do 16,58 %).

e Pri inkubaciji vseh vrst voluminozne krme v vampovem soku, se je po 96 urah

inkubacije delez NMK povecal zaradi biohidrogenacije nenasi¢enih MK.

e Delez stearinske kisline, kon¢ni produkt biohidrogenacije linolne in linolenske

kisline, se je med inkubacijo vseh substratov mo¢no poveceval.
¢ Biohidrogenacija n-3 VNMK je hitrejSa od biohidrogenacije n-6 VNMK.

e Po 96 urah inkubacije je biohidrogeniralo od 80 % (trava) do 84 % (dobra silaza)

linolne kisline in od 92 % (seno) do 95 % (dobra silaza) linolenske kisline.

e Pri vseh substratih smo opazili, da je bila biohidrogenacija linolenske kisline (C18:3

n-3) hitrejSa od linolne kisline (C18:2 n-6).

e Kljucni intermediati biohidrogenacije so cis-9 trans-11 KLK, trans-10 cis-12 KLK
in vakcenska kislina. Najvecjo vsebnost akumulirane cis-9 trans-11 KLK smo po 96
urah inkubacije opazili pri dobri silazi (2,58 mg/100g SS vzorca). Trans-10 cis-12
KLK se je pri vseh opazovanih substratih voluminozne krme akumulirala med drugo
in Sesto uro inkubacije, najvec pri slabi silazi (29,43 mg/100g SS vzorca) po Sesti uri

inkubacije.

e Vakcenska kislina je vmesni produkt biohidrogenacije tako linolne kot linolenske
MK. Njena biohidrogenacija (akumulacija v prvih Sestih urah) in razgradnja je
odvisna od vrste voluminozne krme (v Sestih urah inkubacije od 6,86 % (slaba

silaza) do 8,43 % (dobra silaza)).
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6 POVZETEK

Namen naSe naloge je bil prouciti obseg biohidrogenacije v vampovem soku ter ugotoviti,
kako na biohidrogenacijo vplivata zrelost in nain konzerviranja voluminozne krme.
Zanimala nas je tudi mascCobnokislinska sestava posameznih substratov pred

biohidrogenacijo in po razli¢nem trajanju in vitro inkubacije.

In vitro fermentacijo substratov smo izvedli z metodo po Menke in Steingass (1988)
(hohenheimski plinski test). V nalogi smo za substrate izbrali §tiri vrste voluminozne krme
(sveza trava, seno, dobra in slaba silaza). V ogrete 100 ml brizgalke smo zatehtali 175 mg
substrata in jih napolnili z meSanico vampovega soka in pufra ter jih inkubirali 2, 4, 6, 8, in
96 ur. Ob doloceni uri inkubacije smo brizgalke vzeli iz kopeli in jih postavili v mrzlo
vodo, da smo zaustavili fermentacijo. Vsebino smo nato prelili na stehtane in oznacene
plasti¢ne kroznike ter jih shranili v zamrzovalniku pri temperaturi —20 °C. Zamrznjene
vzorce smo liofilizirali in jih do analize maScobnokislinske sestave ponovno shranili na —20
°C. Estrenje mascobnih kislin smo izvedli po postopku, ki sta ga razvila Park in Goins
(1994) brez predhodne ekstrakcije maS€ob iz vzorca. Mascobne kisline v vzorcu smo
dolo¢ili s plinsko kromatografijo. S pomo¢jo formule, ki jo navajajo Sinclair in sod. (2005)

smo izracunali deleze biohidrogenirane linolne in linolenske kisline.

S pomoc¢jo masnih delezev (%, g/100 g MK) smo ocenili mas¢obnokislinsko sestavo skupin
MK (NMK, ENMK, VNMK, n-3 VNMK, n-6 VNMK in razmerje med n-6/n-3 VNMK).
Ugotovili smo, da je bil delez ENMK pred inkubacijo v primerjavi z ostalimi skupinami
MK v vseh voluminoznih krmah najman;jsi, medtem ko je bil delez VNMK v primerjavi z
drugimi MK v substratih najve¢ji. Po 96 urah inkubacije se je delez NMK pri vseh
substratih povecal zaradi biohidrogenacije nenasi¢enih MK. Med inkubacijo se je razmerje
n-6/n-3 VNMK pri vseh substratih Sirilo. 1z Sirjenja razmerja je razvidno, da so se n-3

VNMK biohidrogenirale hitreje od n-6 VNMK.

Primerjali smo tudi vsebnosti posameznih NMK in sicer lavrinsko, miristinsko, palmitinsko
in stearinsko kislino. Ugotovili smo, da je pred inkubacijo seno vsebovalo najvecje deleze
teh NMK. Med inkubacijo se je delez vseh opazovanih NMK poveceval, kar je bilo

pricakovano. Najbolj se je povecal delez C18:0, ki je kon¢ni produkt biohidrogenacije.
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Izmed ENMK smo ugotovili zelo majhna deleza C12:1 in C14:1 pred in po inkubaciji
substratov, medtem ko so se delezi vseh izomer C18:1 med inkubacijo vseh substratov
povecali. Najvecje deleZe so dosegli med Cetrto in Sesto uro inkubacije. Izmed VNMK smo
opazili, da sta se ze v prvih dveh urah inkubacije zmanjSala deleza linolne in linolenske
kisline. Biohidrogenacija linolenske kisline je hitrejsa kot biohidrogenacija linolne kisline.
Najvec linolenske in linolne kisline se je po 96 urah inkubacije biohidrogeniralo pri dobri
silazi. V poskusu smo dolocali tudi vsebnosti vakcenske kisline, ki je vmesni produkt
biohidrogenacije in prevladujoca trans MK v mle¢ni mascobi prezvekovalcev. Sluzi kot
substrat za nastanek cis-9 trans-11 KLK v zivalskih tkivih. Vmesna produkta
biohidrogenacije sta poleg vakcenske kisline e cis-9 trans-11 KLK in trans-10 cis-12 KLK,
cis C18:1 in C18:0 pa sta kon¢na produkta biohidrogenacije.
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