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1 UVOD

Zaradi kratkega zadrzevalnega Casa v slepem crevesu lahko pektini v prehrani kuncev
igrajo klju¢no vlogo v uravnoveSenem prebavnem procesu v slepem crevesu in s tem
ugodno vplivajo na zdravje prebavil in zivali. Za kunce je znacilna majhna prostornina
prebavil, visok nivo presnove in hiter prehod krme skozi prebavila. Njihova prehrana
temelji na prebavi nestrukturnega dela krme, loCevanju delcev v debelem crevesu,
cekotrofiji in cekofagiji. Cekofagija daje kuncem podobne moznosti za oskrbo s
hranljivimi snovmi kot prezvekovalcem, tako izkoristijo mikrobne produkte prebave v

slepem Crevesu in mikrobno maso, ki jo v slepem ¢revesu ustvarjajo mikroorganizmi.

Cekotrofi se oblikujejo iz vsebine slepega Crevesa, kjer je koncentracija mikroorganizmov
zelo visoka. Fermentacijska aktivnost mikroflore v slepem crevesu igra glavno vlogo pri

zdravju kunca, odvisna pa je od substrata, ki pride v slepo ¢revo.

V poskusu smo Zeleli primerjati fermentacijo razlicnih vrst pektinov ob uporabi dveh
inokulumov: inokuluma, pripravljenega iz cekotrofov, in inokuluma, pripravljenega iz

vsebine slepega Crevesa.

Obe vrsti inokuluma smo dobili od klavno zrelih kuncev. Fermentacijo pektinov smo

merili s pomoc¢jo in vitro plinskega testa.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 PREBAVA PRI KUNCIH

Kunci so rastlinojedi neprezvekovalci s poveCanim slepim ¢revesom, v katerem poteka
bogata mikrobna razgradnja. Poleg trdega blata tvorijo tudi mehko blato ali cekotrofe
(proces cekotrofije), ki jih ponovno zauZzijejo (cekofagija). Razgradni produkti in
mikroorganizmi iz slepega Crevesa se s pomocjo cekotrofije in cekofagije vracajo na
zaCetek prebavnega sistema, kar poveca prebavljivost krme. Zaradi posebne strategije
prehrane lahko kunci zauzivajo velike koli¢ine voluminozne krme, svoje prehranske
potrebe pa zadovoljujejo iz dobro prebavljivega dela krme. To jim omogoc¢a mehanizem
lo¢evanja velikih in majhnih delcev v debelem crevesu. Prebava pri kuncih poteka do
konca tankega Crevesa enako kot pri drugih neprezvekovalcih, razlike so le pri prebavi v
slepem crevesu (Kermauner, 1994). Kunci lahko do konca tankega Crevesa izkoristijo vse
tiste hranljive snovi (Skrob, beljakovine, mascobe), ki jih lahko izkoristijo neprezvekovalci.
Prebavni sistem pri kuncu zavzema vecji del trebuSne votline in je skoraj popolnoma razvit
pri 9 tednov starih zivalih. Najve¢ja organa v prebavnem sistemu sta zelodec in slepo
pomika zaradi dodatnega pritiska krme ali cekotrofov, ki prihajajo v Zelodec (Standford,
1980, cit. po Kermauner, 1994). V tankem Crevesu poteka glavna prebava in absorpcija
hranljivih snovi. V tankem c¢revesu je enaka prebava kot pri drugih neprezvekovalcih.
Slepo ¢revo je veliko in ima po vsej dolzini znacilno spiralno gubo. Slepo ¢revo naseljujejo
Stevilni mikroorganizmi, ki s svojimi encimi razgrajujejo hranilne snovi, prispele v slepo
¢revo. Marty in sod. (1973, cit. po Kermauner, 1994) so ugotovili, da mikroorganizmi zelo
vplivajo na fiziologijo slepega Crevesa. Kot produkt mikrobne fermentacije v slepem
¢revesu nastajajo HMK, ki se vsrkajo skozi sluznico slepega Crevesa in porabijo v presnovi
kot vir energije. Pri funkciji debelega crevesa je posebno pomembno sodelovanje kolona
pri loCevanju vecjih in manjsih delcev, kar je pogoj za tvorbo dveh vrst blata, trdega in
mehkega. Nekateri avtorji (Griffiths in Davies, 1963, cit. po Kermauner, 1994; Henning in
Hird, 1972, cit. po Kermauner, 1994) menijo, da je kolon odgovoren tudi za nastanek

mukoznega ovoja cekotrofov.
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2.1.1 Cekotrofija in cekofagija

Glavna znacilnost fiziologije prebave kuncev je fenomen cekotrofije (nastajanje

cekotrofov) in cekofagije (zauzivanje cekotrofov) (Kermauner, 1994).

Kunci izlo€ajo dve vrsti blata: trdo in mehko (cekotrofi), ki se zelo razlikujeta po kemijski
sestavi. Mehkega blata ponavadi ne vidimo, ker ga kunec zauzije neposredno iz anusa
(cekofagija), trdo blato pa pade na tla. Trdo blato ima vi§jo vsebnost surove vlaknine (SV)
in nizjo vsebnost beljakovin, mikroorganizmov, vodotopnih snovi in vitaminov, medtem
ko je sestava mehkega blata podobna vsebini slepega ¢revesa. Emaldi in sod. (1979, cit. po
Kermauner, 1994) so ugotovili tudi primerljivo vsebnost mikroorganizmov v vsebini
slepega Crevesa in v mehkem blatu, medtem ko je v trdem blatu njihova vsebnost 10-krat
manjSa. Najmanj enkrat dnevno se iz debelega Crevesa izlocijo bobki trdega blata, cemur
sledi kréenje slepega Crevesa, ki iztiska svojo vsebino, obdano z Zelatinastim ovojem, v
debelo Crevo. To je t.i. mehko blato ali cekotrofi, sestavljeno iz skupka majhnih, temno
obarvanih kroglic, obdanih s sluzjo. So proizvod slepega Crevesa in vsebujejo delno
prebavljene hranljive snovi, na katerih poteka mikrobna razgradnja, prav tako pa tudi
precejSen delez bakterijske mase. Kunec zauZije cekotrofe neposredno iz anusa; tako
produkti fermentacije v slepem crevesu pridejo na zacetek prebavnega sistema in

doprinesejo precejSen delez hranljivih snovi (Kermauner, 1994).

Zaradi cekofagije potujejo doloCeni delci veckrat skozi prebavni kanal, zato se zelo
podaljsa ¢as zadrzevanja hranljivih snovi v prebavilih. Izlocanje se zacne ze 3 do 5 ur po
zauzitju krme, vendar zaradi cekofagije izloCanje traja 3 do 7 dni. Cekofagija tudi mo¢no
vpliva na prebavljivost hranljivih snovi. Demaux in sod. (1980 - cit. po Kermauner, 1994)
so pri kuncih, pri katerih so preprecili cekofagijo, ugotovili manjsi prirast. Kunci za¢nejo s
cekofagijo po 25. dnevu starosti, ko za¢no uzivati predvsem trdo hrano (Alus in Edwards,

1977, cit. po Marounek in sod., 1999).
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2.1.2 Oblikovanje cekotrofov

Izlocanje trdega in mehkega blata poteka v dolo¢enem cikli¢nem ritmu. Znacilen vzorec
izloCanja blata pri kuncih je izlocanje trdega blata podnevi z vrthom v Casu krmljenja in
izloCanje ter zauzivanje mehkega blata (cekotrofija in cekofagija) ponoci, priblizno 4 ure
po zadnjem obroku. Cas cekotrofije in cekofagije je uravnavan z zauZivanjem krme,
vendar nanj lahko vpliva tudi tehnologija reje in drugi dejavniki, saj je za cekofagijo nujno
potrebno obdobje brez motenj. V prvih Stirih urah po obroku se izlo¢i 80 % trdega blata;
takrat se zacne oblikovanje in izlo¢anje mehkega blata, hitro doseze vrh in traja 3 do 4 ure

(Lang, 1981, cit. po Kermauner, 1994).

Vcasih se 4 do 5 ur pozneje pricne drugo obdobje cekotrofije. Pri krmljenju po volji je
vzorec izloCanja lahko deloma spremenjen, je pa vzorec izloCanja odvisen tudi od starosti
zivali (Lang, 1981, cit. po Kermauner, 1994). Cekotrofi se oblikujejo iz vsebine slepega
Crevesa, na katero so nekaj ur ucinkovali mikroorganizmi. Ponavadi se oblikovanje
mehkega blata za¢ne pod pritiskom vsebine, ki prihaja v slepo ¢revo. Izlo¢anju trdega blata
sledi mocna kontrakcija slepega Crevesa in proksimalnega kolona, ki sprozi hiter prehod
vsebine slepega ¢revesa skozi distalni kolon in rektum. Ruckebusch in Hornicke (1977, cit.
po Kermauner, 1994) navajata, da je oblikovanje mehkega blata povezano z velikimi
spremembami v delovanju slepega ¢revesa, kolona in njunega sti¢is¢a. Hkrati nastanejo
tudi spremembe v presnovi, ki so opazne po krmljenju, predvsem se poveca tvorba hlapnih
mascobnih kislin (HMK) v slepem crevesu. Mozni »sproZilni« mehanizem izlo¢anja
mehkega blata je lahko izlocanje trdega blata, ki poteka med krmljenjem (Kermauner,

1994).

2.1.3 Mikrobna aktivnost v slepem ¢revesu

V slepem crevesu se nahaja Stevilna mikrobna populacija. Mikroorganizmi s
fermentiranjem krme tvorijo pline (ogljikov dioksid, metan), hlapne mascobne kisline in
amine ter vitamine B kompleksa in vitamin K. S pomoc¢jo cekofagije organizem dobi

dodatne hranljive snovi, ki jih vsebujejo bakterije in njihovi presnovni produkti v mehkem
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blatu. Mikroorganizmi se pojavijo v slepem crevesu Sele po tretjem tednu starosti oz. po

vzpostavitvi cekofagije (Kermauner, 1994).

Fermentacijska aktivnost v c¢revesu se med rastjo kuncev spreminja zaradi razli¢ne
vsebnosti komponent krme (Candau in sod., 1978, cit. po Jehl in Gidenne, 1996; Bellier,
1994, cit. po Jehl in Gidenne, 1996). Fibroliti¢na aktivnost ¢revesne flore narasca s
starostjo, Se posebno med odstavitvijo, cemur je vzrok prehod na suho hrano oz. peletirano
krmno meSanico (Marounek in sod., 1995, cit. po Gidenne in sod., 2002; Gidenne in sod.,
2000, cit. po Gidenne in sod., 2002). Vlaknina vpliva na mikrobno aktivnost, premalo
vlaknine v prehrani pa upocasnjuje gibanje (peristaltiko) prebavnega trakta in zato se
pojavijo prebavne motnje. Bakterijska fibroliticna aktivnost eksplozivno naraste pri
kuncih, ki so stari 21 do 28 dni zaradi delovanja pektinaz, ksilanaz in celulaz (Gidenne in
sod., 2002). Bennegadi in sod. (2003) so prav tako ugotovili, da se za¢nejo fibroliticni
mikroorganizmi naseljevati v slepem crevesu Sele po 15. dnevu starosti, ko kunci za¢nejo
jesti trdo krmo. Tudi drugi avtorji so ugotovili, da fibroliti¢na aktivnost narasca s starostjo;
pektinoliti¢na je najvecja, sledi ji ksilanoliti¢na tej pa celuloliti¢na (Gidenne in sod., 2000,

cit. po Gidenne in sod., 2002).

Gidenne in sod. (2002) so ugotovili, da je sposobnost mikroflore v slepem crevesu, da
razkraja celi¢no steno (predvsem pektine in ksilane), ob odstavitvi ze vzpostavljena in se s
starostjo Se spreminja. Fermentacijska aktivnost se razvija zelo progresivno $e najmanj 2
tedna po odstavitvi. Vlaknina vpliva na razvoj (na koli¢ino in kakovost) mikrobne
aktivnosti pri mladih kuncih. To pomeni, da zacetno vzdrzevanje visoke kakovosti dobro

prebavljive vlaknine doprinese k visoki fermentacijski aktivnosti ze pri odstavitvi.

Slepo ¢revo je glavni organ, kjer poteka mikrobna aktivnost. Marounek in sod. (1995, cit.
po Gidenne in sod., 2000) ter Jehl in sod. (1996, cit. po Gidenne in sod., 2000) so nasli
vecjo aktivnost mikrobov pri razgradnji pektinov in hemiceluloze kot pri razgradnji
celuloze. Boulahrouh in sod. (1991, cit. po Gidenne in sod., 2000) so prav tako nasli
manjSe Stevilo celuloliticnih bakterij in vecje Stevilo ksilanoliticnih in pektinoliticnih

bakterij v slepem Crevesu.
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Marounek in sod. (1995, cit. po Gidenne in sod., 2000) so nasli visoko pektinoliti¢no
aktivnost v slepem crevesu, ki je izvirala iz konzumiranja cekotrofov. Pektinoliti¢na
aktivnost v slepem crevesu je vplivala na fermentacijo hranljivih snovi in na pH (Gidenne,

2003).

Aktivnost ¢revesnih bakterij je najvisja pri pektinih in Sele potem pri celulozi (Gidenne in
sod., 2000, cit. po Gidenne, 2003). Uronske kisline prav tako pomembno vplivajo na
fermentacijsko aktivnost (Garcia in sod., 2000, cit. po Gidenne, 2003) in na pH vsebine
¢revesa (Garcia in sod., 2001, cit. po Gidenne, 2003). Zaradi tega je Stevil¢nost
pektinoliti¢ne flore (10° — 10° CFU/g) v primerjavi s celulolitiéno floro (10° - 107 CFU/g)
vecja (Forsythe in Parker, 1985, cit. po Gidenne, 2003; Boulahrouf in sod.,1991, cit. po
Gidenne, 2003; Sirotek in sod., 2001, cit. po Gidenne, 2003). Zadrzevalni ¢as krme v
slepem crevesu je zelo kratek, Gidenne in sod. (2000, 2004a) navajajo okoli 10 ur. V tako
kratkem casu pa lahko na fermentacijsko aktivnost vplivajo le tiste snovi, ki se hitro

razkrajajo, npr. pektinske snovi (Gidenne in sod., 2000, 2004a).

2.1.4 Primerjava med cekotrofi in slepim ¢revesom

Mehko blato (cekotrofi) se oblikuje iz vsebine slepega ¢revesa in je zato podobne sestave
kot vsebina slepega Crevesa. Oba vsebujeta najvec surovih beljakovin, ki jim sledita surovi
pepel in surova vlaknina, najmanj pa vsebujeta mascob. Ugotovljeno je bilo tudi, da je
Stevilo mikroorganizmov v vsebini slepega Crevesa primerljivo z njihovim S§tevilom v
vsebini mehkega blata. Cekotrofi so pravzaprav vsebina slepega Crevesa, obdana z

mukoznim ovojem (Kermauner, 1994).

Kunec pogoltne cekotrofe cele, v Zelodcu se 6 do 8 ur ne mesajo z drugo vsebino, kon¢no
pa so podvrzeni razgradnji in celotnemu procesu prebave. Delez ponovno zauzitih
hranljivih snovi s pomocjo cekofagije je precejSen, dnevno kunec zauzije 50 do 80 %
vsega izloCenega blata. Tako se zamenja 20 % vsebine slepega Crevesa (Lebas, 1984, cit.
po Kermauner, 1994). Po zauzitju cekotrofi ostanejo v Zelodcu nedotaknjeni priblizno 6 ur.
Bakterije v vsakem cekotrofu nadaljujejo s fermentacijo ogljikovih hidratov v mlec¢no

kislino, dokler se mukozni ovoj ne razgradi in je celotna vsebina cekotrofa podvrzena
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nadaljni prebavi (Griffiths in Davies, 1963, cit. po Kermauner, 1994; Hornicke in
Mackiewicz, 1977, cit. po Kermauner, 1994). Jehl in sod. (1996, cit. po Gidenne in sod.,
2002) so ugotovili, da je ocena fibroliticne aktivnosti enaka, ¢e jo dolo¢amo v slepem

¢revesu ali v cekotrofih.

2.2 NESKROBNI POLISAHARIDI V PREHRANI KUNCEV

V krmi rastlinskega izvora je veliko polisaharidov in drugih snovi (lignin, suberin, kutin,
gume...), ki jih organizem sam s svojimi encimi v prebavilih ne more razgraditi. Praviloma
so te snovi sestavni del stene rastlinske celice. Opisujemo jih z izrazom neSkrobni
polisaharidi (NSP), strukturni ogljikovi hidrati oz. vlaknina. Nekatere ivalske vrste,
predvsem rastlinojede, lahko te snovi izkoris¢ajo, ker se je njihov prebavni sistem
evolucijsko prilagajal v naravi dostopnim hranljivim snovem. Poleg kemic¢ne prebave v
zelodcu in tankem crevesu so se prebavila razvila tako, da v predZelodcih in v debelem
¢revesu poteka proces prebave s pomocjo mikroorganizmov. Mikroorganizmi v prebavilih
izloCajo v prebavno okolje encime, s katerimi lahko cepijo strukturne vezi med
molekulami monosaharidov v neskrobnih polisaharidih. Tako pridobljene monosaharide
izkoriS§¢ajo mikroorganizmi v svoji presnovi, izlocajo pa HMK, pline (ogljikov dioksid,
metan) in vodo. Vlaknino pa poleg ogljikovih hidratov sestavljajo tudi druge snovi, ki tudi
s pomoc¢jo mikroorganizmov niso prebavljive, nekatere od njih pa imajo celo antinutritivni
ucinek. Poleg kemijskih oz. biokemijskih lastnosti so v prehrani pomembne tudi fizikalne:
volumen, Cvrstost, lomljivost, elasti¢nost in velikost delcev krme. Ravno te fizikalne
lastnosti so posebna znacilnost vlaknine in omogocajo normalen potek mehani¢nega dela

prebave (Ores$nik in Lavrencic¢, 1999).

NSP tvorijo osnovo celi¢nih sten v rastlinah. Delimo jih na v vodi topne in netopne NSP,
vloga oz. u€inki obeh vrst v prebavi pa so razli¢ni. Netopni otezujejo dostop prebavnim
encimom do hranljivih snovi celi¢ne vsebine predvsem do Skroba in beljakovin. Del teh
snovi se zato ne prebavi v tankem Crevesu, ampak se sploh ne prebavi oz. se prebavi Sele
pod vplivom mikroorganizmov v debelem crevesu. Vendar je mikrobna razgradnja
hranljivih snovi, ki se zaradi tega v tankem ¢revesu ne prebavijo dovolj, nezazelena, saj

lahko poslabsa izkori§¢anje energije in hranljivih snovi ter ustvari ugodnejSe pogoje za
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razvoj tudi patogenih mikroorganizmov. Razgradnja NSP je torej odvisna od uginkovitosti
mikrobne fermentacije. Topni NSP imajo veliko sposobnost za vezanje vode in na ta na¢in
naredijo Crevesno vsebino zelo viskozno, =zato jih imenujemo »gel-forming

polisaccharides« (Salobir, 1994).

Med NSP uvriéamo celulozo, pektinske snovi, hemiceluloze in inulin. Del pektinov, pa
tudi drugih NSP, se pri kuncih prebavi v tankem &revesu. Marounek in sod. (1995) so nasli
visoko pektinoliticno aktivnost v zelodcu, ki je izvirala iz cekotrofov. De Blas in sod.
(1999) so izmerili, da se 50 % prebavljivih pektinskih snovi prebavi pred slepim ¢revesom.
To je posebno pomembno, saj je zadrzevalni ¢as HS v slepem c¢revesu kratek, le 9 do 10 ur
(Gidenne in sod., 2000). Zdi se tudi, da krma z vecjo vsebnostjo pektinov stimulira
dozorevanje mikrobov (Gidenne in sod., 2004b). Glavni substrati za CcCrevesne
mikroorganizme so prav pektini (Marounek in sod., 1997). Vecina rodov bifidobakterije
fermentira pektine. Ena izmed vrst bifidobakterije, B. pseudolongum izkoristi kar 76 %
pektina (Slovakova in sod., 2002).

Najhitreje fermentacija potece pri pektinih (Gidenne in sod., 2004a). Pektini fermentirajo
hitreje kot drugi substrati in fermentacija verjetno dosega najvecji volumen plina zaradi

ogljikovega dioksida, ki nastaja pri dekarboksilaciji uronatov (Marounek in sod., 1997).

2.2.1 Pektini

Osnovni gradbeni element pektinov so D-galakturonske kisline, ki so med seboj povezane
z alfa-1-4-glikozidnimi vezmi. Na ta nacin nastanejo poligalakturonske kisline, ¢e pa se
med le-te »vrinejo« Se enote ramnoze, dobimo ramnogalakturonske kisline. Na
poligalakturonske kisline se veZejo metoksi in acetilne skupine, na ramnogalakturonske
kisline pa galaktani, arabinani in arabinogalaktani, ki predstavljajo stranske verige

(Hatfield, 1989).

Pektine klasificiramo glede na stopnjo esterifikacije, ta pa je potrjena na osnovi
infrardecega spektra pektinov (Kasperowicz, 1994). S prehranskega vidika pa je stopnja

esterifikacije pomembna zato, ker vpliva na topnost, viskoznost vsebine Crevesa in na
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prebavljivost. Pektini so zaestreni predvsem z metoksi skupino, zato uporabljamo tudi

izraz stopnja metoksilacije.

Pektini, ki imajo ve¢ kot 50 % galakturonskih verig zaestrenih z metoksi in acetilno
skupino, se imenujejo visoko zaestreni (HM), nizko zaestreni pektini (LM) pa imajo
esterificiranih manj kot 50 % galakturonskih verig (Genu pectin, 2005). Nizko zaestreni
pektini v prisotnosti Ca ionov in pri nizki pH vrednosti tvorijo termopovratne gele, medtem
ko visoko zaestreni pektini tvorijo gele pri pH vrednosti, ki je vecja od 3,5 in v prisotnosti
sladkorjev v kislem okolju (Enzymatic..., 2005). LM pektini se nahajajo v preve¢ zrelih
breskvah, jagodah, ¢eSnjah, borovnicah, marelicah, HM pektine pa najdemo v zrelih in

nezrelih jabolkih, slivah, rdeCem ribezu... (Zdrava i potpuna, 2005).

Kalcijevi ioni povecujejo viskoznost pektinskih snovi. LM pektini lahko Zelirajo tudi, ¢e je
kalcija vec, kot ga je potrebno. Tudi pH vpliva na viskoznost pektinskih snovi. Viskoznost
je potrebno dolociti v pektinskih snoveh brez kalcija in pri pH vrednosti 4 (Genu pectin,

2005).

Zele nastane z zdruzevanjem segmentov verig molekul ob pomodi kristalizacije, pri kateri
se tvori tridimenzionalna mreza s pomocjo vode in sladkorja. Od zacetka pa do nastanka
zelatine, ko so polimeri dokon¢no raztopljeni, pri tem pomagajo fizikalni in kemijski
dejavniki. Najpomembnejsi so: temperatura, molekularna sestava pektina oz. tip, pH,

prisotnost sladkorja, vode in kalcijevih ionov (Genu pectin, 2005).

Vsebnost pektinov v sadju je odvisna od zrelosti plodov. Tisto sadje, ki vsebuje dovolj
pektinov, uporabljajo pri dietnih terapijah. Pektini niso topni v hladni vodi, vendar mo¢no
nabreknejo in tvorijo Zeleje. Uporabljamo jih kot sredstvo za Zeliranje marmelad in pri
pripravi slas¢ic. Najve¢ pektinov je v kutinah in nezrelih jabolkih, nahajajo pa se tudi v

koreninah, listih, zelenih delih rastlinskih stebel (Zdrava i potpuna, 2005).

Koli¢ina in sestava pektinov, ki jih vsebuje rastlinski material, zelo variira in se spreminja
od rastline do rastline. Agrumi in jabolka so glavna sestavina pri izdelovanju komercialnih
pektinov. Citrus pektini izhajajo iz lupine limone in limete, manj iz pomarance. Pektini, ki

se nahajajo v lupini citrusov, so najbolj zaZeljeni v prehrani ljudi. Med vsemi pektini so
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citrus pektini najbolj uporabni in koristni za crevesne bakterije. Pri citrus pektinih so
odkrili ogromno dobrih lastnosti: znizujejo holesterol v krvi, zavirajo razvoj tumorjev,
izboljSujejo delovanje Crevesnega trakta, vezejo tezke kovine in tako pomagajo pri
odstranitvi toksi¢nih snovi iz telesa, pomagajo pri absorbciji mineralov in v telesu
zadrzujejo beta-karoten (Gardiner, 2000). Pektini ugodno delujejo tudi v prebavilih
kuncev, saj povecujejo fermentacijsko aktivnost ¢revesnih mikroorganizmov in s tem tudi

produkcijo biomase, kar vpliva na zdravje kuncev (Jehl in Gidenne, 1996).

Jaboléna mezga, ki je produkt stiskanja jabolk, je surovina za komercialne jabol¢ne
pektine. Ti so naravno temnejsi kot citrus pektini, vendar pa se v funkcionalnosti od njih ne

razlikujejo (Genu pectin, 2005).

Pektine so na splosno prepoznali za varne in pozitivne snovi, ki jih lahko neposredno
dajemo v hrano za ljudi (Gardiner, 2000), uporabljajo pa jih tudi v kozmeti¢ni industriji in
farmaciji (Zdrava i potpuna, 2005). Pektini so zelo pomembni tudi za kunce, ker imajo

veliko vlogo pri njihovi prebavi, aktivnosti mikrobov in zdravju (Gidenne in sod., 2004b).

Pektini se v rastlinah nahajajo v celi¢ni steni in imajo vlogo »lepila« ter tako drzijo
rastlinske celice skupaj. Glavni vir pektinov za prehrano kuncev se nahaja v pesnih
rezancih in lucerni. Pesni rezanci vsebujejo okrog 25 % v vodi netopnih pektinov in do 10

% v vodi topnih pektinov. Lucerna vsebuje okrog 10 % pektinov (Gidenne, 2003).

Gidenne in sod. (2000) so ugotovili, da zaradi kratkega zadrzevalnega Casa v slepem
¢revesu, pektini lahko v prehrani kuncev igrajo klju¢no vlogo v uravnoveSenem prebavnem
procesu v slepem crevesu in s tem ugodno vplivajo na zdravje prebavil in Zivali.
Pomanjkanje prebavljive vlaknine (pektini in hemiceluloze) je namre¢ zmanjSalo mikrobno
fermentacijo v slepem ¢revesu in s tem povecalo pojavljanje prebavnih motenj (Gidenne in
sod., 2000). Podobno sta Jehl in Gidenne (1996) izmerila poveCano fermentacijsko
aktivnost in ve¢jo tvorbo mikrobne biomase v slepem ¢revesu pri krmi z ve¢jo koli¢ino
prebavljive vlaknine. Dodatek prebavljive vlaknine (pektini in hemiceluloze) iz pesnih
rezancev je skrajSal zadrzevalni ¢as v slepem Crevesu, stimuliral vzpostavitev mikrobne

aktivnosti in zmanjSal pojavljanje drisk (Gidenne in sod., 2004a). Ugoden vpliv prebavljive
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vlaknine pa ni bil tako dobro izraZen, ¢e so namesto pesnih rezancev kot vira pektinov

uporabili citrusovo pulpo (Gidenne in sod., 2004b).

Kasperowicz (1994) je v svojem poskusu primerjala oz. ocenjevala izkoristek citrusovih,
jabol¢nih in pesnih pektinov v vampu prezvekovalcev. Ugotovila je, da so se citrus pektini
najbolj izkoristili, izkoristek jabol¢nih in pesnih pektinov pa je bil odvisen od vrste
bakterij. Najve¢ poligalakturonskih kislin je imel citrusov pektin (98,4 %), nato pesin 70,4
% in jabol¢ni 49,1 %. Stopnja esterifikacije poligalakturonskih skupin je bila najvisja pri
citrusovem, nato pri pesinem in jabol¢nem. Pri kon¢nih produktih fermentacije pektinov so
bile najvecje razlike v vsebnosti ocetne kisline. Najve¢ ocetne kisline se je tvorilo ob
fermentaciji citrusovega, najmanj pa pri fermentaciji jabol¢nega pektina. Analize
infrardecega spektra so pokazale, da je pesin pektin zelo podoben citrusovemu glede (vrste,
koli¢ine, razporeditve...) esterificiranih skupin v poligalakturonskih verigah. Jabol¢ni
pektini vsebujejo malo poligalakturonskih skupin in so slabo topni. Glavni produkt
fermentacije pektinov je ocetna kislina (Dehority, 1969, cit. po Kasperowicz, 1994;
Marounek in sod., 1985, cit. po Kasperowicz, 1994) in meSane kulture vampnih
mikroorganizmov proizvedejo ve¢ ocetne kisline in pektine bolje izkoristijo kot ena sama

oz. Cista kultura (Kasperowicz, 1994).

2.3  METODA IN VITRO PLINSKEGA TESTA

Med in vitro metode spada tudi hohenheimski plinski test, ki temelji na inkubacijah

vzorcev v vampnem soku (Babnik in sod., 2002).

Najprej so in vitro plinski test uporabljali le za prezvekovalce, pozneje pa se je izkazalo, da
je metoda uporabna tudi za druge vrste Zivali. Tako so zaceli uporabljati to metodo tudi pri
kuncih. Ta metoda omogoca meritve kumulativnega plina, ki nastane pri fermentaciji

substrata (Calabro in sod., 1999).

Za oceno fermentacije v slepem crevesu pri kuncih lahko uporabimo enako in vitro
tehniko, le da za inokulum izberemo vsebino slepega Crevesa kunca. Izvajanje plinskega

testa poteka tako, da vzorec krmila inkubiramo v inokulumu iz slepega ¢revesa dolocen ¢as



12

Stiftar J. Primerjava poteka in vitro fermentacije razli¢nih pektinov ob uporabi inokuluma. . .kuncev.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2005

in merimo tvorbo plina. Ta tehnika nam tako lahko daje informacije o obsegu kot tudi o
kinetiki fermentacijskih procesov, o hitrosti fermentacije in ¢asu, v katerem je dosezena
najvecja hitrost fermentacije, lahko pa tudi o dinamiki tvorbe HMK. Poleg tega je
uporabna tudi za ugotavljanje hranilne vrednosti krme za kunce, vendar pa Se ni

standardizirana (Calabro in sod., 1999).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZIVALI

V poskusu smo uporabili priblizno 78 dni stare kunce, se pravi, da so bili v klavni starosti.
Zivali smo pred klanjem stehtali. Za pripravo inokuluma iz slepega ¢revesa smo Zrtvovali 2
zivali in jima takoj po zakolu vzeli drobovino iz trebusne votline. Slepo ¢revo smo locili od
ostalega prebavnega trakta, Se prej pa smo ga prevezali z vrvico na vhodu iz tankega in na
vhodu v debelo ¢revo, da se vsebina ne bi izlila. V posodi z vodo, ogreto na 39 stopinj,
smo slepi ¢revesi odnesli v laboratorij. Za pripravo inokuluma iz cekotrofov smo zivali
zrtvovali v fazi cekotrofije. Po zakolu smo vzeli drobovino iz trebusne votline. Cekotrofe
smo nasli v zadnjem delu rektuma ali v anusu in jih v posodi z vodo, ogreto na 39 stopinj,

odnesli v laboratorij.

3.2 PRIPRAVA INOKULUMA

Inokuluma z mikroorganizmi, ki smo ju uporabili v poskusu, smo dobili iz slepega crevesa
in cekotrofov. Oba inokuluma smo pripravili po istem postopku. Vsebino slepih ¢reves oz.
rektumov smo nezno iztisnili v predhodno ogreto in s CO; prepihovano ¢aso in premesali s
palicico, da smo cekotrofe razbili. ManjSo ¢aSo z delom pufra, ki smo ga pripravili, kot to
opisujeta Menke in Steingass (1988), smo ves cas prepihovali s CO; in vanjo zatehtali
vsebino slepega Crevesa oz. cekotrofe, tako da smo dosegli razmerje 1:50 med maso
inokuluma in prostornino pufra. S pali¢ico smo razbili skupke in homogenizirano vsebino
prefiltrirali skozi dve plasti gaze v steklenico s pufrom, ki smo ji predhodno dodali Se
redukcijsko raztopino. Redukcijska raztopina se je najprej obarvala rdece, potem pa se je
razbarvala. Tako pripravljen inokulum smo prepihovali s CO, Se okoli 15 minut pod
pritiskom 1 bara. Ko je bil inokulum dobro premesSan, smo napolnili brizgalke (30 ml), v

katere smo Ze prej zatehtali posamezne substrate.
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3.3 VZORCI

Uporabili smo tri vrste pektinov (jabol¢ni, citrusov in pesin) $tirih razli¢nih proizvajalcev
(Herbstreith & Fox, CP Kelco, Sigma Aldrich, Obipectin). Vse vzorce smo zatehtali v
brizgalke v treh paralelkah. Za korekcijo smo uporabili prazne brizgalke, torej brizgalke

brez substrata (slepi vzorec).

Pektine smo oznacili glede na lastnosti: prva ¢rka oznacuje vrsto pektina (P je pesni, J je
jabol¢ni, C je citrusov), naslednji dve ¢rki pa stopnjo zaestrenosti (LM je nizko zaestren
pektin; HM je visoko zaestren, nad 50 %), zadnja ¢rka pa oznacuje proizvajalca (H je
Herbstreith & Fox, K je CP Kelco, S je Sigma Aldrich, O je Obipektin). Pektini so bili

naslednji:

J LM H: jabol¢ni, CLASSIC AU 701 (Apple Pectin), stopnja esterifikacije: 36 do 44 %,
Herbstreith & Fox

C LM K citrus, Citrus (Genu) Pectin LM 5 CS, nizko zaestren, CP Kelco

P HM H: pesin, CLASSIC RU 301 (Beet Pectin), stopnja esterifikacije: >50 %,
Herbstreith & Fox,

P HM K: pesin, Beet (Genu) Pectin, stopnja esterifikacije: >50 %, CP Kelco

C HM K citrus, Citrus (Genu) Pectin 150 USA-SAG, visoko zaestren, CP Kelco

C HM O: citrus, Green Ribbon 150 VS-SAG Citrus, stopnja esterifikacije: 62 %,
Obipektin

J HM H: jabol¢ni, CLASSIC AU 201 USP (Apple Pectin), stopnja esterifikacije: 68 do 78
%, Herbstreith & Fox

J -- S: jabol¢ni, Apple pectin, Sigma Aldrich
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Kot standardno krmilo smo uporabili seno mnogocvetne ljuljke. Z njim smo korigirali

koli¢ine spros¢enega plina zaradi inkubacije v razli¢nih sarzah.

3.4 POTEK POSKUSA

Pred pricetkom poskusa smo zatehtali okoli 175 mg vzorca v vsako brizgalko. Pripravili
smo tudi pufer brez redukcijske raztopine. Z inokulumom, katerega priprava je bila Ze
opisana v poglavju 3.2, smo napolnili brizgalke (30 ml) ter jih postavili v vodno kopel s

temperaturo 39 ( + 0,5)°C.

3.5 MERITVE IN IZRACUNI

Prostornino v inkubaciji nastalega plina smo merili v naslednjih ¢asih: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
24, 48, 72 in 96 ur. Dobljene koli¢ine plina smo korigirali na vsebnost SS v vzorcu in
koli¢ino (prostornino) plina, nastalega pri inkubaciji slepega vzorca. Koliino sproS¢enega
plina smo preracunali v ml na g SS vzorca.

Potek fermentacije SS posameznih substratov smo ocenili z Gompertzovim modelom

(Lavrencic in sod., 1998):
Y(t)=Be ™"

Y(t) = koliCina plina (ml), sproS¢ena ob fermentaciji substrata v Casu t
B = koli¢ina spros¢enega plina (ml)
C = specific¢na hitrost fermentacije, na katero vpliva konstanta A, ki je

A = faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti

Z dobljenimi parametri (A, B in C) smo izracunali potek (kinetiko) hitrosti fermentacije (1.

odvod funkcije po Casu):

Y _ ABCe e
dt
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Cas, ko je bila doseZena najvedja hitrost fermentacije (TMFR; ure), smo izradunali s
pomocjo II. odvoda Gompertzove enacbe, ki smo ga izenacili z 0 in poiskali resitev glede

na cas.

dy 22 a-Aty2 4-Ce™™ 2,-Ce™
dt2:ABC(e )°e —ABC-e

Dobljeni TMFR smo vstavili v I. odvod funkcije in izracunali najvecjo hitrost fermentacije

(MFR; ml/h).

3.6 STATISTICNA OBDELAVA

Primerjali smo razlike med substrati znotraj posameznega inokuluma, prav tako pa smo
primerjali tudi razlike med inokuluma znotraj posameznega substrata. Vse razlike smo
testirali s Tukeyevim studentiziranim testom obsegov (PROC GLM Tukey Studentisized
range test), SAS (2001).
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4 REZULTATI

4.1 FERMENTACIJA PEKTINOV V INOKULUMU IZ SLEPEGA CREVESA

Preglednica 1: Kazalniki fermentacije pektinov v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega Crevesa

(povpredje).
Kazalnik B C A MFR TMFR
(ml/g) (ml/g) (ml/g) (ml/h) (h)
JLMH 333° 3,595 0,182 22,31 7,06
CLMK 289° 2,621 0,093¢ 9,9¢ 10,3
P HM H 341° 5,76 0,260° 32,6*° 6,7
P HM K 339° 5,45%° 0,261° 32,4*° 6,5
CHM K 376" 4,54%>¢ 0,250 34,6 6,0°
C HM O 356*° 4,38 0,245 32,1° 6,0
JHM H 369° 3,86 0,196 26,6 6,9
J--S 337° 5,41*° 0,197° 24,31 8,7°

a,b,c,d,e

vrednosti v stolpcih znotraj posameznega kazalnika, ki so oznadene z razliénimi érkami, se statistiéno
znagilno razlikujejo (p < 0,05)

Legenda: B = koli¢ina sprosdenega plina, C = specifiéna hitrost fermentacije, A = faktor mikrobne
(ne)uinkovitosti, MFR = najvegja hitrost fermentacije, TMFR = &as, v katerem je bila doseZena fermentacija
Iz preglednice 1, v kateri so prikazani kazalniki fermentacije pektinov v inokulumu iz
slepega crevesa, lahko razberemo, da se je ve¢ plina tvorilo (parameter B) iz HM pektinov
kot iz LM: iz obeh citrusovih HM pektinov 376 ml/g SS in 356 ml/g SS in pri jabolénemu
369 ml/g, medtem, ko se je iz LM pektinov sprostilo najve¢ 333 ml plina na g SS.
Specifi¢na hitrost fermentacije (C) je bila vecja pri HM pektinih, Se posebno pri obeh
pesinih (5,76 oz. 5,45 ml/g), kot pri LM pektinih (2,62 oz. 3,59 pri C LM K in J LM H).
Ucinkovitost mikrobne razgradnje (A) je bila prav tako vecja pri HM pektinih, pri obeh
pesinih (0,260 oz. 0,261), medtem ko je bila pri LM pektinih manjsa (0,093 oz. 0,182 pri C
LM K in J LM H). Najhitreje (MFR) so fermentirali HM pektini (citrusov 34,6 ml/h),
dokaj velika je pa bila tudi pri jabolénih HM pektinih, najmanjSo hitrost smo izracunali pri
citrusovem LM pektinu (9,9 ml/h) in je tudi zelo odstopala od drugih. Cas, v katerem je

bila dosezena najvecja hitrost fermentacije (TMFR), je bil krajsi pri HM pektinih kot pri
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LM pektinih. Najkrajsi TMFR sta imela oba citrusova pektina (6,0 h). Razlike med
kazalniki fermentacije so bile statisti¢no znacilne pri vecini substratov.
Iz podatkov iz preglednice 1 smo narisali kumulativne krivulje poteka in vitro fermentacije

pektinov v inokulumu iz slepega crevesa (slika 1) in krivuljo hitrosti fermentacije (slika 2).

400 -
G
= 350
E
R JLMH
3 —— —CLMK
: P HMH
:§ — ——CHMK
= 150 ———CHMO
®
g 100 """ J HM H
i3 y 1-s
S 50
X
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Cas inkubacije (h)
Slika 1: Sproscanje plina pri fermentaciji pektinov v inokulumu iz slepega Crevesa.
(okraj$ave pektinov so razloZene na str. 14)
40 -
<
T I e JLMH
T ———CLMK
£
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1 — ——CHMK
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Slika 2: Hitrost fermentacije pektinov v inokulumu iz slepega Crevesa.

(okraj$ave pektinov so razloZene na str. 14)
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4.2 FERMENTACIJA PEKTINOV V INOKULUMU IZ CEKOTROFOV
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Preglednica 2: Kazalniki fermentacije pektinov v inokulumu, pripravljenem iz cekotrofov (povprecje).

Kazalnik B C A MFR TMFR
(ml/g) (ml/g) (ml/g) (ml/h) (h)
JLMH 201° 5,45%° 0,192° 14,2° 9,0°
CLMK 179¢ 2,87° 0,110 7,2¢ 9,6°
PHMH 208"¢ 8,08" 0,270° 20,6 7,7°
P HM K 206>¢ 5,23 0,226° 17,0° 7,4°
CHMK 227" 4,32% 0,229° 19,1 6,4°
CHM O 225%° 4,72* 0,249 20,5 6,3
JHMH 209°¢ 6,61*° 0,237° 18,2%° 8,0°
J--S 213%P¢ 531*° 0,217"¢ 17,0° 7,6°
e

vrednosti v stolpcih znotraj posameznega kazalnika, ki so oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se statisticno
znacdilno razlikujejo (p <0,05)
(okrajsave kazalnikov so razlozene pri preglednici 1)

Iz preglednice 2, v kateri so prikazani kazalniki fermentacije razli¢nih pektinov v
inokulumu iz cekotrofov, je razvidno, da se je veC plina sprostilo (kazalnik B) pri HM
pektinih (pri citrusovih 227 in 225 ml/gSS) kot pri LM (pri citrusovem 179 in pri
jabolénemu 201 ml/gSS). Ucinkovitost mikrobne razgradnje (A) je bila ve¢ja pri HM kot
pri LM pektinih, posebno pri pesinem HM (0,270 ml/g), specifi¢na hitrost fermentacije
(C), na katero vpliva konstanta A, je bila tudi vecja pri HM pektinih kot pri LM. Najvecja
je bila pri pesinem (8,08 ml/g). Najvecjo hitrost fermentacije (MFR) so imeli HM pektini:
pesin (20,6 ml/h), citrusova (20,5 ml/h in 19,1 ml/h), z najmanjSo hitrostjo (7,2 ml/h) pa je
izstopal citrusov LM pektin. Cas, v katerem je bila fermentacija dosezena (TMFR) je bil
krajsi pri HM pektinih, kjer so bile razlike statisticno znacilne. Pri vzorcih smo med

vrstami pektinov ugotovili statisticno znacilne razlike pri vecini kazalnikov.

Iz dobljenih podatkov-kazalnikov (preglednica 2) smo narisali kumulativne krivulje poteka
in vitro fermentacije pektinov v inokulumu iz cekotrofov (slika 3) in krivulje hitrosti

fermentacije (slika 4).
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Slika 3:

Sproscanje plina pri fermentaciji pektinov v inokulumu iz cekotrofov.
(okraj$ave pektinov so razloZene na str. 14)

Hitrost sprosc¢anja plina (ml/g)

Cas inkubacije (h)

Slika 4:

Hitrost fermentacije pektinov v inokulumu iz cekotrofov.
(okrajsave pektinov so razlozene na str. 14)
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4.3 PRIMERJAVA KAZALNIKOV FERMENTACIJE PEKTINOV V INOKULUMIH
1Z SLEPEGA CREVESA IN CEKOTROFOV

Preglednica 3: Primerjava kazalnika B (koli¢ina spros¢enega plina) fermentacije pektinov v inokulumu iz
slepega Crevesa in cekotrofov.

Pektin Kazalnik B (ml/g)
slepo ¢revo cekotrofi

JLMH 332° 201°
CLMK 288* 179°
P HM H 34]1° 208°
PHMK 339° 206"
CHMK 376" 226°
CHMO 355° 225°
JHM H 369" 209"

J--S 336° 213°

b yrednosti v vrsticah, ki so oznaGene z razli¢nimi érkami, se statisti¢no zna&ilno razlikujejo (p< 0,05)
(okrajSave pektinov so razloZene na str. 14)

Pri vzorcih smo pri kazalniku B ugotovili statisti¢éno znacilne razlike med inokulumoma iz
slepega Crevesa in cekotrofov. V inokulumu iz slepega Crevesa je bil obseg fermentacije
(kazalnik B) za najmanj 109 ml (C LM K) in najve¢ 160 ml (J HM H) vecji od obsega
fermentacije v inokulumu iz cekotrofov. Razlike med HM in LM pektini so bile v

cekotrofih manjse kot v slepem ¢revesu.
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Preglednica 4: Primerjava kazalnika MFR (najvecja hitrost fermentacije) fermentacije pektinov v inokulumu
iz slepega Crevesa in cekotrofov.

Pektin Kazalnik MFR (ml/h)
slepo ¢revo cekotrofi

JLMH 22,3° 14,2°
CLMK 9,92 7,2°
PHMH 32,6 20,6
PHMK 32,4° 17,0°
CHMK 34,6° 19,1°
CHMO 32,1 20,5°
JHM H 26,6" 18,2°

J--S 24,3 17,0°

b yrednosti v vrsticah, ki so oznagene z razliénimi érkami, se statisti¢no zna¢ilno razlikujejo (p < 0,05)
(okrajSave pektinov so razloZene na str. 14)

Pri kazalniku MFR smo med slepim ¢revesom in cekotrofi znotraj substratov ugotovili
statisticno znacilne razlike. Najvecja hitrost fermentacije (MFR) je bila v slepem c¢revesu
za najmanj 2,7 ml/h (C LM K) in najve¢ za 15,5 ml/h (C HM K) ve¢ja od MFR v

inokulumu iz cekotrofov.

Preglednica 5: Primerjava kazalnika TMFR (Cas, ko je dosezena fermentacija) fermentacije pektinov v
inokulumu iz slepega ¢revesa in cekotrofov.

Pektin Kazalnik TMFR (h)
slepo ¢revo cekotrofi

JLMH 7,0° 9,0°
CLMK 10,3 9,6”
PHMH 6,7 7,7°
P HM K 6,5" 7.4
CHMK 59° 6,4°
CHMO 6,0° 6,3
JHMH 7,0° 8,0°

J--S 8,7° 7,6°

b yrednosti v vrsticah, ki so oznadene z razli¢nimi érkami, se statistiéno znaéilno razlikujejo (p< 0,05)
(okrajSave pektinov so razloZene na str. 14)
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Med inokulumom slepega crevesa in cekotrofi smo ugotovili statistiéno znacilne razlike
znotraj substratov pri kazalniku TMFR le pri fermentaciji C LM K, P HM H in J HM H,
pri ostalih pektinih ne. Cas, ko je bila doseZena najvedja hitrost fermentacije (TMFR) v
inokulumu iz slepega Crevesa, je bil pri pesinem in jabolénem pektinu za okoli 1 uro krajsi
od TMFR v inokulumu iz cekotrofov. Le pri C LM K je bil TMFR v slepem ¢revesu daljsi
od tistega pri cekotrofih.

Pri vzorcih smo v vecini kazalnikov fermentacije ugotovili statisticno znacilne razlike med
inokulumom iz slepega crevesa in inokulumom iz cekotrofov (p<0,05). Fermentacija v
inokulumu iz slepega ¢revesa je bila intenzivnejsa in hitrejSa v nasprotju z inokulumom iz
cekotrofov. Koli¢ina spros¢enega plina iz pektinov v inokulumu iz slepega ¢revesa je bila
za razliko od sproscenega plina v inokulumu iz cekotrofov veliko vecja (preglednici 1 in 2
ter sliki 1 in 3). Razlika je bila statisti¢no znacilna. Najvecja hitrost fermentacije je bila pri
pektinih v inokulumu slepega ¢revesa in doseZena prej kot pri cekotrofih (preglednici 1 in

2 ter sliki 2 in 4).
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V fermentaciji vseh substratov smo ugotovili statisticno znacilne razlike med inokulumom

iz vsebine slepega Crevesa in inokulumom iz cekotrofov.

Skoraj vsi parametri fermentacije so kazali na vi§jo fermentacijsko aktivnost v slepem
¢revesu v primerjavi s cekotrofi. Vendar so Jehl in sod. (1996, cit. po Gidenne in sod.,
2002) izmerili enako fibrioliticno aktivnost, ne glede na to, ali so jo dolocali v slepem
¢revesu ali v cekotrofih, zato je pomembno, da se vpraSamo, zakaj je priSlo do takih razlik
v fermentaciji pektinov, ko pa se cekotrofi oblikujejo iz vsebine slepega ¢revesa in so zato
podobne sestave. Mozna razlaga je lahko, da je v nasem poskusu v cekotrofih prislo do
odmiranja mikrobov, saj je bilo rokovanje oz. priprava inokuluma iz njih bistveno daljsa

kot priprava iz vsebine slepega Crevesa.

V naSem poskusu se je v obeh inokulumih iz HM pektinov tvorilo ve¢ plina kot iz LM
pektinov. Dongowski in sod. (2000) so v poskusu, kjer so ugotavljali razgradnjo pektinov
pri ljudeh, prav tako kot mi uporabili pektine z razli¢no stopnjo zaestrenosti, jih inkubirali
od 24 do 48 ur. In tu se lahko vpraSamo, zakaj prihaja do takih razlik med HM in LM
pektini v poteku fermentacije? Visoko zaestreni pektini imajo ve¢ metilnih skupin, iz teh
pa potem lahko nastaja pri razgradnji ve¢ plina (metana in ogljikovega dioksida), mozno je
tudi, da zaradi molekularne teze oz. kemijsko razli¢ne sestave, verjetno pa so lahko razlike
tudi zaradi razli¢nih stopenj zaestrenosti. Skoraj vsi avtorji so ugotovili, da pektini dobro
fermentirajo, Se posebno pektini pese in lucerne, kar smo ugotovili tudi v naSem poskusu in
je njihova fermentacija koncana prej kot v 10 urah, kar je povprecni zadrzevalni ¢as v

slepem Crevesu.

Na splosno lahko re€emo, da so v naSem poskusu v obeh inokulumih najbolj intenzivno
fermentirali citrusovi pektini, nekaj manj pa jabol¢ni in pesini. Kasperowicz (1994) je v
svojem poskusu podobno kot mi primerjala citrusove, jabol¢ne in pesine pektine, vendar v
vampu prezvekovalcev. Ugotovila je, da so se citrusovi najbolj razgradili, tem so sledili

pesini in nazadnje jabolCni. V primerjavi z njenimi rezultati poskusa so jim bili nasi
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rezultati podobni; pri nasih pektinih se je iz citrusovih spros¢alo najve¢ plina, manj oz.
podobno iz pesinih in jabol¢nih. Ugotovila je tudi, da je razgradljivost pektina v vampu
odvisna od vira oz. vrste pektina in od vrste bakterij (Kasperowicz, 1994), zato lahko
predvidevamo, da so bili tudi nasi rezultati verjetno odvisni od vrste substratov in bakterij.
Velika koli¢ina plina, nastala pri fermentaciji citrusovih pektinov, pa lahko tudi nima ve¢
ugodnih ucinkov na zdravje kuncev, saj so Gidenne in sod. (2004b) ugotovili slabse

rezultate pri dodatku pektinov iz citrusove pulpe v primerjavi s pektini iz pesnih rezancev.

In na koncu Se o jabolénem pektinu (J — S), za katerega nimamo podatkov o stopnji
esterifikacije. Predvidevamo, da je bil po kazalnikih fermentacije v slepem crevesu bolj
podoben nizko zaestrenemu pektinu, medtem ko bi po kazalnikih fermentacije v cekotrofih

lahko sklepali, da je visoko zaestren, saj je bolj podoben jabol¢nemu HM kot LM pektinu.

Zaklju¢imo lahko, da so bile razlike med parametri fermentacije pri obeh inukulumih
statisti¢no znacilne. Fermentacijska aktivnost je bila v inokulumu iz slepega ¢revesa vedno
vecja in hitrejSa v primerjavi z inukulumom iz cekotrofov, kar ni v skladu z rezultati Jehla
in sod. (1996, cit. po Gidenne in sod., 2002), ki so izmerili enako fibrioliticno aktivnost, ne
glede na to, ali so jo dolocali v slepem Crevesu ali v cekotrofih. V inokulumu iz slepega
¢revesa so HM pektini hitreje in mocneje fermentirali v nasprotju z LM pektini, kar smo
ugotovili tudi za fermentacijo v inokulumu iz cekotrofov, le da so bile vrednosti
kazalnikov manjSe. V obeh inokulumih so najbolj in najhitreje fermentirali citrusovi
pektini, sledili so jim pesini in jabol¢ni. Glede na nepri¢akovane razlike v fermentaciji v
vsebini slepega Crevesa in v cekotrofih, bi bilo smiselno raziskavo ponoviti. Predvsem bi
morali skrajSati ¢as rokovanja s cekotrofi, preveriti pa bi bilo dobro Se moznosti odvzema

cekotrofov s pomocjo ovratnika, ki preprecuje zauzitje cekotrofov.
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5.2 SKLEPI

1. V inokulumu iz slepega Crevesa je bil obseg fermentacije (kazalnik B) za najmanj 109
ml (C LM K) in najve¢ 160 ml (J HM H) vecji od obsega fermentacije v inokulumu iz

cekotrofov.

2. Najvecja hitrost fermentacije (MFR) je bila v slepem c¢revesu za najmanj 2,7 ml/h (C

LM K) in najve¢ za 15,5 ml/h (C HM K) vecja od MFR v inokulumu iz cekotrofov.

3. Cas, ko je bila doseZena najvegja hitrost fermentacije (TMFR) v inokulumu iz slepega
¢revesa, je bil pri pesinem in jabol¢nem pektinu za okoli 1 uro kraj$i od TMFR v
inokulumu iz cekotrofov. Le pri C LM K je bil TMFR v slepem c¢revesu daljsi od tistega
pri cekotrofih.

4. Razlike v obsegu (parameter B) in najvecji hitrosti fermentacije (MFR) med inokuluma
so bile pri vseh substratih statisticno znacilne (p< 0,05), medtem ko so bile razlike med
TMEFR v razli¢nih inokulumih statisti¢no znacilne le pri fermentaciji C LM K, P HM H in J
HM H.

5. Glede na zaestrenost pektinov so v obeh inokulumih v najve¢jem obsegu in najhitreje
fermentirali visoko zaestreni (HM) pektini. V slepem ¢revesu in cekotrofih se je najvec
plina sprostilo (kazalnik B) pri C HM (376 ml/g in 226 ml/g), najvecjo hitrost fermentacije
(MFR) je v slepem ¢revesu imel C HM (34,6 ml/h), v cekotrofih P HM (20,6 ml/h).
Najkrajsi ¢as, v katerem je bila dosezena fermentacija (TMFR), je bil v slepem Crevesu
dosezen v 5,9 urah, v cekotrofih pa v 6,3 urah, obakrat pri C HM pektinu. Najmanj

intenzivno pa je fermentiral nizko zaestren citrusov pektin C LM.

6. Glede na izvor pektinov so najhitreje fermentirali citrusovi pektini, nekaj manj pa pesini

in jabol¢ni.
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6 POVZETEK

Za prebavo pri kuncih je potek fermentacije v slepem ¢revesu izrednega pomena, ker je
klju¢nega pomena tudi za njihovo zdravje, saj je le to odvisno od stabilnosti ¢revesne
mikroflore. Na fermentacijsko aktivnost vplivajo predvsem ogljikovi hidrati v krmi,
predvsem pektinske snovi (Gidenne in sod., 2004). Raziskave razli¢nih avtorjev (Gidenne,
2003; Gidenne in sod. 2000; Jehl in Gidenne, 1996) so tudi pokazale, da so bili tisti kunci,
ki so zauzili ve¢ prebavljivih vlaknin (hemiceluloz in pektinov) bolj zdravi od tistih s
Skrobnato prehrano. Na sploSno vlaknina §Citi kunce pred prebavnimi motnjami in

uravnava razmerje med beljakovinami in energijo v krmi.

Pri ocenjevanju poteka fermentacije lahko uporabimo tehniko in vitro fermentacije
substratov (plinski test), s katero merimo spros¢anje oz. tvorbo plinov v razli¢nih
inokulumih. V poskusu smo zeleli doloc€iti kazalnike kinetike tvorbe plina iz razlicnih
pektinov, pri tem pa uporabiti in vitro plinski test za dolo¢anje razlik med fermentacijo
substratov v inokulumu iz vsebine slepega ¢revesa in v inokulumu iz cekotrofov. Pektini so
se razlikovali po stopnji zaestrenosti (HM in LM) ter po izvoru (citrusovi, pesini, jabolcni).
V in vitro poskusu smo posamezne substrate inkubirali v vsakem inokulumu. V razli¢nih
casih (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72, 96 ur) smo merili koli¢ine nastalega plina. Te
smo korigirali na slepi vzorec in potek fermentacije SS posameznega substrata ocenili z

Gompertzovim modelom (Lavrenci€ in sod., 1998).

V inokulumu iz slepega Crevesa je bil obseg fermentacije (kazalnik B) za najmanj 109 ml
(C LM K) in najve¢ 160 ml (J HM H) vecji od obsega fermentacije v inokulumu iz
cekotrofov. Najvecja hitrost fermentacije (MFR) je bila v slepem Crevesu za najmanj 2,7
ml/h (C LM K) in najve¢ za 15,5 ml/h (C HM K) vecja od MFR v inokulumu iz
cekotrofov. Cas, ko je bila dosezena najveéja hitrost fermentacije (TMFR) v inokulumu iz
slepega Crevesa, je bil za najmanj 0,3 ure (C HM O) in najve¢ za 2 uri (J LM H) krajsi od
TMEFR v inokulumu iz cekotrofov. Le pri C LM K je bil TMFR v slepem crevesu daljsi od
tistega pri cekotrofih. Razlike v obsegu (parameter B) in najvecji hitrosti fermentacije
(MFR) med inokuluma so bile pri vseh substratih statisti¢no znacilne (p< 0,05), medtem

ko so bile razlike med TMFR v razli¢nih inokulumih statisti¢no znacilne le pri fermentaciji
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CLMK, P HM H in J HM H. Razlike v obsegu fermentacije (kazalnik B), najvecji hitrosti
fermentacije (MFR) in ¢asu najvecje hitrosti fermentacije (TMFR) med obema inokuluma
so najverjetneje posledica dolgega rokovanja s cekotrofi. Glede na zaestrenost pektinov so
v obeh inokulumih v najve¢jem obsegu in najhitreje fermentirali visoko zaestreni (HM)
pektini. V slepem crevesu in cekotrofih se je najvec plina sprostilo (kazalnik B) pri C HM
(376 ml/g in 226 ml/g), najvecjo hitrost fermentacije (MFR) je v slepem c¢revesu imel C
HM (34,6 ml/h), v cekotrofih P HM (20,6 ml/h). Najkrajsi Cas, v katerem je bila dosezena
fermentacija (TMFR), je bil v slepem c¢revesu dosezen v 5,9 urah, v cekotrofih pa v 6,3
urah, obakrat pri C HM pektinu. Najmanj intenzivno pa je fermentiral nizko zaestren
citrusov pektin C LM. Glede na izvor pektinov so najhitreje fermentirali citrusovi pektini,

nekaj manj pa pesini in jabol¢ni.
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