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Neprimerno skladis¢enje krmnih mesSanic, Se posebej obogatenih z n-3 veckrat nenasi¢enimi
mascobnimi kislinami (VNMK), lahko vodi do obseznega nastanka produktov oksidacije masc¢ob
v krmi, kot so lipidni peroksidi (LP), s tiobarbiturno kislino reagirajo¢e spojine (TBARS) idr., ki
so za zivali in ljudi toksi¢ni. V poskusu smo zeleli ugotoviti, ali lahko dodatki antioksidantov
SANOX, vitamin E in stranski proizvodi olj¢ne industrije (oljéni listi, olj¢na pulpa ter njuna
ekstrakta) z antioksidativnim delovanjem zmanj$ajo obseg oksidacijskega kvarjenja lipidov med
shranjevanjem krmnih me$anic za kokosi nesnice z dodatkom 6 % lanenega olja. Obseg lipidne
oksidacije smo dolocali z merjenjem LP in TBARS. Dolo¢ali smo tudi mas¢obnokislinsko sestavo
pred in po shranjevanju. Uvedli smo novo metodo za dolo¢anje vsebnosti LP s PeroxiDetectTM-
testom. Krmne meSanice smo shranjevali tri mesece v plasti¢nih posodah s priprtimi pokrovi pri
sobni temperaturi (20 = 5 °C). Med poskusom smo vsak teden odvzeli en alikvot vzorca in ga
zamrznili pri temperaturi - 70 °C do analize. Osnovna krmna mesSanica je bila v vseh skupinah
enaka, dodali smo razli¢ne sinteti¢ne ali naravne antioksidante. V krmno meSanico KONT nismo
dodali antioksidantov, v K+VITE smo dodali 150 1U/kg vitamina E, v K+OL 1 % posusenih
mletih olj¢nih listov, v K+EOL etanolni ekstrakt iz ekvivalentne koli¢ine v krmo dodanih (10 g/kg
krme) olj¢nih listov, v K+PU 1 % dodatek olj¢ne pulpe in v K+EPU etanolni ekstrakt iz
ekvivalentne koli¢ine v krmo dodane (10 g/kg krme) oljéne pulpe. Pri dodatkih SANOX, vitamina
E in olj¢nih listih nismo ugotovili vecjih odstopanj v uinkovitosti zaviranja lipidne oksidacije,
dodatki ekstrakta oljénih listov in pulpe ter pulpa so se izkazali za nekoliko u¢inkovitejSe pri
zmanj$anju lipidne oksidacije krmnih meSanic v primerjavi s KONT. Pri dolodanju
mas¢obnokislinske sestave krmnih meSanic smo ugotovili, da je najbolj oksidirala a-linolenska
MK. Razlike v lipidni oksidaciji med krmnimi meSanicami z dodatki so bile minimalne, zato smo
sklepali, da ni prislo do bistvenih razlik v obsegu lipidne oksidacije med njimi in da je dobro
za$Citena ze krmna meSanica KONT.
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Storage of mixed feed for laying hens enriched with n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) in
inappropriate conditions can lead to oxidative deterioration of lipids in feed, that can cause
extended formation of lipid peroxides (LP), thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) etc.,
which are toxic for humans and animals. With this study we tried to determine whether an
addition of SANOX, vitamin E and by-products of olive oil industry (olive leaves, olive pulp and
their extracts) have an antioxidant capacity to reduce the extent of lipid oxidation during storage
of feed, enriched with 6 % of linseed oil. Extent of lipid oxidation in feeds was determined by
measuring LP and TBARS. We also determined initial fatty acid composition in feeds before and
after 3 months of storage at room temperature. With this study we introduced a new method for
determination of LP in feeds with PeroxiDetectTM Kkit. Feeds were stored for three months at
room temperature (20 = 5 °C) in plastic containers with lids left ajar. Every week during this
storage we aliquoted samples of each feed and froze them at the temperature of -70 °C until
analysis. Basic feed for each group was identical, and then supplemented with different synthetic
and natural antioxidants. Feed KONT was not supplemented with antioxidants, feed K+VITE was
supplemented with 150 1U/kg of vitamin E, feed K+OL with 1 % of dried olive leaves, feed
K+EOL with ethanol extract of equivalent amount of dried olive leaves (10 g/kg), feed K+PU
with 1 % of olive pulp, and feed K+EPU was supplemented with ethanol extract of equivalent
amount olive pulp (10 g/kg). In samples supplemented with SANOX, vitamin E and dried olive
leaves we observed no differences in efficacy of preventing lipid oxidation, but on the contrary
other supplements - olive leaves extract, pulp extract and pulp itself have shown to be somewhat
more effective in preventing lipid oxidation compared to KONT. Determination of fatty acid
composition in feeds showed that the most oxidized was a-linolenic fatty acid. Differences in
extent of lipid oxidation in feeds with supplements were low, therefore we concluded that there
were no significant differences in efficacy among added antioxidants and that the feed KONT
itself was protected enough.
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n-3 VNMK n-3 veckrat nenasi¢ene mascobne kisline
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1 UVvOD

V krmo za Zivali zaradi povecanja energetskih vrednosti krmnih mesSanic dodajamo
mascobe, predvsem rastlinska olja, ki so bogata tudi z veckrat nenasi¢enimi mas¢obnimi
kislinami (VNMK). Se posebej veliko VNMK je v krmnih mesanicah kokosi, ki nesejo
obogatena jajca z n-3 VNMK.

Neprimerno skladi$¢enje z n-3 VNMK obogatenih krmnih meSanic lahko vodi do nastanka
produktov oksidacije mas¢ob v krmi kot so lipidni peroksidi, malondialdehid, idr., ki pa so
za zivali in ljudi toksi¢ni. Ker so toksi¢ne doze za zivali presenetljivo velike (medtem ko
Clovek zavraa hrano ze z veliko manjSo stopnjo pokvarjenosti), je potreben reden
monitoring takih krmnih meSanic med skladi§¢enjem s ¢im bolj preprostimi metodami

dolocevanja oksidacijskih produktov (Frankic¢ in Salobir, 2007).

Lipidno oksidacijo in kvarjenje v krmnih meSanicah lahko vsaj zacasno zavremo z
dodajanjem antioksidantov. Po priporocilih za rejo kokoSi morajo biti mascobe, dodane v
krmo, za$Citene z antioksidanti (Nutrient Requirements of Poultry, 1994; Leeson in
Summers, 2008). Antioksidanti §Citijo biolosko pomembne molekule, Ki so tar¢e prostih
radikalov, ki nastajajo v celicah, pred poskodbami. TakS$ne pojave antioksidanti
preprecujejo, ko zadrzujejo vstop nastalih prostih radikalov v verizne reakcije, ter tako
zavirajo oksidacijo biolosko pomembnih molekul (Franki¢ in Salobir, 2007). Z dodajanjem
antioksidantov zato upocCasnimo kvarjenje in podaljSamo obstojnost krmnih meSanic, pri
tem pa ostaja hranilna vrednost krmnih mesanic velika, ohranijo se barva, vonj in okus
(Franki¢ in Salobir, 2007).

V krmne meSanice Ze leta dodajamo sinteti¢ne antioksidante, kot so BHA, BHT,
propilgalat, TBHQ idr., kot tudi sinteti¢ne izomere vitaminov, npr. o-tokoferol (biolosko
najaktivnejSa izomera vitamina E), katerih uporaba je zelo razSirjena. Zadnja leta se Se
posebej povecuje interes potrosnikov in posledicno prehranske industrije za uporabo
fenolnih antioksidantov iz naravnih (rastlinskih) virov, saj naj bi le-ti delovali bolj
ucinkovito pri oksidativni zaS¢iti krmnih meSanic z ve¢jo vsebnostjo VNMK in naj bili
varnejSi za uporabo kot sinteti¢ni antioksidanti (Shi in sod., 2001), ki naj bi bili
potencialno rakotvorni (Prior, 2004, cit. po Bouaziz in sod., 2008). Zato je dodajanje
fenolnih spojin z antioksidativno aktivnostjo krmnim meSanicam za kokoSi zelo
pomembno.

Zanimiv vir rastlinskih polifenolov so stranski produkti olj¢ne industrije, ki zajemajo
tokoferole, fenolne kisline, flavonoide, stilbene, lignane in sekoiridoidne spojine, ki lahko
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delujejo z razli€énimi mehanizmi proti prostim radikalom in lahko vsaj zacasno zadrZzijo
avtooksidacijo skladiS¢enih krmnih meSanic. Oljéni listi so stranski produkt olj¢ne
industrije, saj zajemajo tudi do 10 % mase strojno nabranega pridelka (Bouaziz in sod.,
2008; Soni in sod, 2006). Drugi stranski produkt je oljéna pulpa, ki je meSanica oljénih
tropin in kos¢ic po ekstrakciji oljénega olja. Oba vira lahko uporabljamo kot dodatka h
krmnim meSanicam za kokosi. V zadnjem ¢asu sta zanimiva metanolni (meSanica metanola
in vode (80:20)) in etanolni (meSanica etanola in vode (80:20)) ekstrakt olj¢nih listov in
pulpe, ki lahko zelo uspe$no zavirata lipidno oksidacijo (Bouaziz in sod., 2008; Lee in
sod., 2009).

Prvi namen diplomske naloge je bil ugotoviti potek lipidne oksidacije med shranjevanjem z
n-3 VNMK obogatene krme za kokos$i nesnice. Drugi namen je bil ugotoviti, kateri od
krmnih dodatkov (vitamin E, sinteti¢ni antioksidant SANOX, zmleti olj¢ni listi, olj¢na
pulpa ter njuna ekstrakta) najucinkoviteje $¢iti krmo med shranjevanjem in ugotoviti, ali je
po treh mesecih skladiSc¢enja krma Se ustrezne kakovosti za prehrano kokosi nesnic. Tretji
namen je bil vpeljati in uporabiti enostavnej$i metodi za doloevanje primarnih in
sekundarnih produktov oksidacije krmil, ki nastanejo pri dodajanju lanenega olja.

Delovni hipotezi diplomskega dela sta bili:

- Z dodajanjem razli¢nih krmnih dodatkov z antioksidativnim delovanjem lahko

zacasno zavremo ali prepreimo oksidativno kvarjenje krmnih meSanic.

- Z dodajanjem olj¢nih listov, oljéne pulpe in njunih ekstraktov lahko zacasno
zavremo oksidativno kvarjenje krmnih mesanic enako uéinkovito kot z dodajanjem

vitamina E in sinteti¢nih antioksidantov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KRMNE MESANICE ZA KOKOSI NESNICE

Prehrana ima pri reji kokosi precejsen vpliv na razvoj, zdravstveno stanje, donosnost,
proizvodnost in dolgozivost (Salobir, 2004). Zato je pomembno, da poznamo potrebe
kokosi po hranilih, ki se skozi celotno obdobje reje spreminjajo. Odvisne so predvsem od
starosti, na¢ina reje, temperature okolja in stopnje intenzivnosti nesnosti. Se posebej zaradi
slednje imajo kokosi nesnice povecane potrebe po hranilih. Zato jim je treba ponuditi zelo
kakovostno krmo, saj se vsaka napaka pri krmljenju odraza v Stevilu znesenih jajc, barvi
rumenjaka in kakovosti jaj¢ne lupine (Salobir, 2004).

2.1.1 Osnovna sestava krmnih meSanic

Koko$im nesnicam v ¢asu nesnosti (od 18-ega do 80-ega tedna) krmimo popolne krmne
mesanice, ki morajo pokriti tako vzdrzevalne kot produkcijske potrebe. Obicajno so krmne

mesanice sestavljene iz (Salobir, 2004):

65-80% zit in stranskih proizvodov mlevske industrije (otrobi in krmilne moke),

15-30% rastlinskih krmil, bogatih z beljakovinami, predvsem stro¢nice, ostanki
predelave olj (tropine in pogace soje, ogrs¢ice, soncnice, lanu) in §kroba
(glutenska moka, gluten, krompirjeve beljakovine),

1-10%  mineralnih krmil (apnenec, fosfati, lupine skoljk),

0-10% moke iz posusene in zmlete voluminozne krme, npr. lucerne,
0-8% rastlinskih olj,

0,5-2% premiksov,

0-5% ostankov pridelave sladkorja (pesni rezanci, melasa),

0-5% krmil Zivalskega izvora, bogatih z beljakovinami (ribja moka, posneto mleko
v prahu),

0-5% posebnih krmil, pridobljenih s posebnim tehnoloskim procesom (kvas,
aminokisline).

Glede na starost in nesnost moramo ponuditi koko§im ustrezno popolno krmno mesanico.
Navadno uporabljamo pri intenzivni reji kokosi trifazni krmni program, ki v posamezni
fazi omogoca optimalno preskrbo kokoSi s potrebnimi hranili za razvoj in nesnost. Prva
faza je v obdobju od 18-ega do 28-ega tedna, kjer se nesnost povecuje (od 2 % naprej) in je
koli¢ina zauzivanja krme manjsa, ker kokosi Se niso dosegle odrasle telesne mase. Druga
faza je v obdobju od 28-ega do 50-ega tedna, ko je nesnost jajc najvisja in je dosezena 90
% nesnost (pri isa brown tudi 95 % nesnost v 28-tem tednu) ter ustrezna masa jajc (60 - 61
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g). Tretja faza je od 50-ega tedna naprej pa do konca nesnosti, ko se koli¢ina znesenih jajc

zmanjSuje in se povecuje dnevna potreba po kalciju (Isa Brown ..., 2011).

Pri reji kokos$i nesnic moramo sestaviti tak$ne krmne mesanice, ki bodo pokrile potrebe za
prirejo 60 g tezkih jajc. Na dan naj bi nesnice rjavih jajc povpre¢no zauzile 110 g krmne
mesanice, ki pa jo navadno ponudimo po volji, vendar pa je treba vsebnost energije in
aminokislin prilagoditi glede na koli¢ino zauzivanja krmnih meSanic (Nutrient
Requirements of Poultry, 1994). Po normativih za rejo kokosi isa brown je treba v ¢asu
najvisje nesnosti (v drugi fazi krmnega programa) ponuditi kokosim krmno meSanico z
11,5 - 11,7 MJ ME/Kg; 17,7 g SB/kg; 7,4 g preb. lizina; 3,9 g preb. metionina/kg; 6,3 ¢
preb. metionina in cistina/kg; 5,1 g preb. treonina/kg; 1,55 g preb. triptofana/kg; 37 - 39 g
Ca/kg; 3,80 g P-izkoristljivega/kg in 1,7 g Na/kg (Isa Brown ..., 2010).

Ko sestavljamo krmno mesanico, moramo biti pozorni tudi na njeno teksturo, ki ima zelo
velik vpliv na zauzivanje. Kot navaja Salobir (2004), koko$i najraje zauzivajo krmno
mesanico, ki vsebuje 75 - 80 % delcev velikosti 0,5 - 4,0 mm, najve¢ 15 % delcev manjsih
od 0,5 mm ter najve¢ 10 % delcev vecjih od 4,0 mm. Kljub temu pa je najbolj pomembna
homogenost krmnih mesSanic, saj lahko le s krmljenjem teh omogoc¢imo celostno preskrbo

kokosi s potrebnimi hranili.

2.1.2 Obogatitev krmnih meSanic za kokosi nesnice

Z dodajanjem olj, bogatih z VNMK, v krmne meSanice v ¢asu nesnosti, spremenimo
sestavo jajc, predvsem sestavo mascobnih kislin (MK) v rumenjaku. S tem dobimo t. i.
funkcionalna Zivila. To so Zivila, ki ugodno vplivajo na eno ali vec ciljnih funkcij v telesu,
ki izboljSajo zdravstveno stanje in pocutje ter znizajo tveganje za nastanek bolezni
(Functional foods, 2010).

V prehrani ljudi se priporoca zauzivanje VNMK, torej tistih z dvema ali ve¢ dvojnimi
vezmi, ki jih telo ne more samo sintetizirati in so za ohranjanje zdravja nujno potrebne
(esencialne). Potrebne so za pravilno delovanje celicnth membran in sluzijo kot
predstopnja za izgradnjo tkivnih hormonov eikozanoidov. Iz njih nastali prostaglandini,
tromboksani in levkotrieni s svojim delovanjem regulirajo kontraktilnost gladkih misic,
permeabilnost kapilar, krvni tlak, zlepljanje trombocitov, vnetne procese in delovanje
imunskega sistema (Nutrient Requirements of Poultry, 1994; Connor, 2000; Salobir, 2001).

Ker v sodobni druzbi ljudje zauzijejo ve¢ n-6 kot n-3 VNMK, pogosto prihaja do Sirokega
razmerja (> 10:1) med tema skupinama MK. Zdravstvene organizacije priporocajo
razmerje 5:1 ali oZje (Opinion ..., 2005; WHO/FAO, 2010). Se posebej je priporo¢ljivo
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vecje zauzivanje n-3 VNMK kot je a-linolenska MK, ki je prekurzor eikozapentaenojske
(EPK, C20:5 n-3), in dokozaheksaenojske MK (DHK, C22:5 n-3). Zauzivanje je
priporo€ljivo, saj imata EPK in DHK pozitivne ufinke pri prepreCevanju nastanka
kardiovaskularnih boleznih, vnetnih in imunskih sprememb v telesu, diabetesa in rakavih
tvorb (Hall in sod., 2006; Fraeye in sod., 2012). Vladne in zdravstvene organizacije
priporo¢ajo dnevno zauzivanje N-3 VNMK 1,5 g za moske in 1,0 g za zenske. Priporocljiv
je tudi vnos 500 mg n-3 VNMK dnevno pri otrocih, saj ta zelo uéinkovito pomaga pri
razvoju mozganov in o¢i (Opinion ..., 2005; Hall in sod., 2006; Fraeye in sod., 2012).

Vnose n-3 VNMK lahko poveamo z zauzivanjem jajc, obogatenih s temi mascobnimi
Kislinami. Tak$na jajca dobimo, ¢e dodamo v krmno meSanico olja, bogata z a-linolensko
MK, kot je npr. laneno olje, ki tako predstavlja v krmni meSanici najpomembne;jsi vir o-
linolenske MK (53 % vseh MK v lanenem olju) za nastanek n-3 VNMK (EPK in DHK) v
jajénem rumenjaku (preglednica 1) (Hall in sod., 2006). Prva »Omega jajca« so pridobili
strokovnjaki na univerzi Nebraska, ko so kokosi krmili s krmno meSanico z dodatkom
lanenega semena (Scheideler, 1998 in 1999, cit. po Hall in sod., 2006). »Omega jajca« naj
bi vsebovala okoli 300 mg n-3 VNMK/100 g jajca (Opinion ..., 2005). Kot so navedli
raziskovalci v Studiji Garcia-Rebollar in sod. (2008), bi bilo treba v krmne mesSanice za
kokosi dodati okoli 6 g n-3 VNMK/kg krme, da bi lahko dosegli predlagano vsebnost v
rumenjaku.
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Preglednica 1: Vsebnost mas¢obnih kislin v jedilnem lanenem olju (Volj¢, 2012)

Mascobna Kislina Masni delez (%)
C14:0, miristinska MK 0,04
C15:0 0,02
C16:0, palmitinska MK 5,45
3 C16:1, palmitoleinska MK 0,10
C17:0 0,06
C18:0, stearinska MK 4,01
> C18:1, oleinska MK 17,64
C18:2 n-6, linolna MK 16,09
C18:3 n-3, a-linolenska MK 56,07
C20:0, arahidinska MK 0,14
C20:1 n-9 0,13
C20:3n-3 0,05
C22:0, behenska MK 0,12
C24:0 0,08
Vsote mascobnih Kislin

Nasic¢ene MK (NMK) 9,92
Enkrat nenasi¢ene MK (ENMK) 17,87
Veckrat nenasi¢ene MK (VNMK) 72,21
n-3 VNMK 56,12
n-6 VNMK 16,09
Razmerje

n-6/n-3 VNMK 0,29

2.2 OKSIDACIA LIPIDOV

Oksidacija lipidov je eden primarnih mehanizmov razgradnje bioloSkih molekul. Lipidi so
podvrZeni oksidaciji, Se posebej nenasi¢ene vezi dolgoveriznih maScobnih kislin, kot so
npr. oleinska, linolna in a-linolenska. Vecje kot je Stevilo dvojnih vezi, ve€ja je moZnost
oksidacije. Kot posledica oksidacije se tvorijo prosti radikali, ki v kon¢ni fazi privedejo do
primarnih produktov (peroksidov) in sekundarnih produktov (aldehidov in ketonov) lipidne
oksidacije, ki poslabsajo kakovost in okusnost krmnih meSanic ter proizvodov, poleg tega
pa imajo mnogo slabih u¢inkov za zdravje (Skvarca, 2000a; Belitz in sod., 2004, Laguerre
in sod., 2007).
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Lipidno oksidacijo v krmnih meSanicah imenujemo avtooksidacija. Avtooksidacija je
spontana neencimska oksidacija mascob v krmilih, ki so bila izpostavljena ali svetlobi (Se
posebej UV-svetlobi) ali toploti ali atmosferskemu kisiku ali pa so v ve¢ji meri prisotne
kovine (Se posebej zelezovi in bakrovi ioni) (KoroSec, 2000; Skvar¢a, 2000a). Je
ireverzibilna radikalska verizna reakcija, ki poteka v lipidih v treh stopnjah: iniciacija,
propagacija in terminacija. Potek lipidne oksidacije je ze dolgo znan in ga natan¢no opisuje
precej objav (Abram, 1995; Belitz in sod., 2004; Wanasundara in Shahidi, 2005; Laguerre
in sod., 2007).

Avtooksidacije ne moremo v celoti prepreciti, lahko pa jo za dolo¢en cas zadrZimo.
Zadrzevanje avtooksidacije v krmnih meSanicah je odvisno od sestave in tehnologije
izdelave krmnih meSanic, lahko se izklju¢i kisik z vakuumskim pakiranjem ali dodajanjem
glukoza oksidaze ali inertnih plinov (vzpostavi se kontrolirana atmosfera), lahko se krmne
mesanice shranjujejo pri nizki temperaturi in v temnih prostorih (hlajenje ali zmrzovanje),
potek avtooksidacije je odvisen od prisotnosti kovinskih ionov, kot sta cinkov in zelezov,
ter od dodajanja antioksidantov (Skvarca, 2000a; Belitz in sod., 2004).

2.2.1 Produkti lipidne avtooksidacije in metode njihovega dolo¢anja

V krmnih meSanicah z dodanimi olji, ki imajo ve¢jo vsebnost VNMK, je nastanek
produktov lipidne oksidacije Se dodatno pospeSen. Krmljenje oksidiranih mas¢ob povzroci
spremembe v prebavilih Zivali. Prihaja do celi¢ne proliferacije, razpolovi se Zivljenjska
doba enterocitov, opazne so spremembe v mikroflori, slab$a je absorpcija hranil in manjsa
odpornost na patogene mikroorganizme. Posledi¢no prihaja do slabSega prirasta in slabSe
proizvodnosti, ki vodi do ekonomskih izgub (Dibner in sod., 1996). Zato je pomembno, da
dolo¢amo koli¢ine nastalih oksidativnih produktov Ze v krmnih mesSanicah, saj lahko takoj
ocenimo stopnjo pokvarjenosti, zaradi katere se poslabSata okusnost in hranilna vrednost

krmnih meSanic ter tako posledi¢no prepre¢imo njihovo zauZzivanje.

2.2.1.1 Peroksidi

Peroksidi so primarni produkti oksidacije lipidov. Avtooksidacija VNMK v membranskih
fosfolipidih vpliva na nastanek kompleksne meSanice, v kateri so tudi hidroperoksidi,
produkti cepljenja vezi in polimeri. Ti vplivajo na razpad celiénih membran. Lipidni
hidroperoksidi lahko aktivirajo ali inhibirajo glavne encime (Skvarca, 2000a). Merimo jih s
t. 1. peroksidnim Stevilom, ki je mera pokvarjenosti oz. ustreznosti (lahko recemo tudi, da

je mera avtooksidacije) krmnih meSanic za zauZivanje.
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V zadnjih letih se na tem podro¢ju uveljavljajo nove tehnike dolo¢anja, kot je npr. metoda
PeroxiDetectTM kit, ki je izredno hitra metoda v primerjavi z dolo¢evanjem peroksidov na
klasi¢en na¢in (modificirano dolo¢evanje peroksidnega Stevila po Wheelerju). Vsebnosti
lipidnih peroksidov (LP) navadno podamo glede na standard, s katerim smo instrument
kalibrirali, in sicer, ¢e smo kalibrirali s standardno raztopino terc-butil hidroperoksida (t-
BuOOH), jih podamo kot ekv. t-BuOOH/g vzorca.

Metoda PeroxiDetectTM kita temelji na dejstvu, da peroksidi oksidirajo Fe** do Fe** v
kislih raztopinah. Potecejo reakcije:

Fe’* + ROOH — Fe** + RO" + OH" ..(1)
Fe* + XO — Fe**-XO (barvni kompleks) ..(2)
kjer je:

XO = ksilenol rdece

R = H ali lipidna skupina

Metoda PeroxiDetectTM kit temelji na FOX-metodi (oksidacija Fe?* do Fe** v kislih
raztopinah, kjer se tvori barvni kompleks s ksilenom oranznim) in omogoca hitro analizo
vzorcev v razmeroma kratkem ¢asu z manjSo porabo regentov ter poslediéno manjsSo
ekolosko obremenitvijo (DeLong in sod., 2002; Yildiz in sod., 2003). Poleg tega oprema za
dolocitev koncentracije lipidnih peroksidov (spektrofotometer) ni draga in je dovolj
obcutljiva za doloc¢evanje lipidnih peroksidov pri nizkih koncentracijah, dolo¢anje pa lahko
poteka ob prisotnosti atmosferskega kisika. Se ena prednost PeroxiDetectTM Kita je, da
zazna ze zaCetno oksidacijo mas¢obnih kislin in tako omogocéa zaznavanje zgodnje faze
oksidacijskega stresa, ki lahko kasneje privede do razvoja bolezni (DeLong in sod., 2002).

FOX-metoda je bila uspesno vpeljana za dolocevanje peroksidnega Stevila jedilnih olj in
mascob ter za oceno vsebnosti lipidnih peroksidov v bioloskih sistemih (Yildiz in sod.,
2003). Poleg tega omogoca doloéevanje lipidnih peroksidov ne pa tudi proteinskih, saj
imajo le-ti kompleksnejso zgradbo molekul (sekundarno, terciarno ...), ki je za Fe®* ione
nedostopna (DeLong in sod., 2002).

2.2.1.2 Malondialdehid

Malondialdehid (MDA) je sekundarni produkt oksidacije VNMK. Uporablja se za
ugotavljanje celi¢nih poskodb (Grotto in sod., 2007). Je toksi¢en, karcinogen, mutagen, se

veze na lipide, beljakovine in nukleinske kisline ter inaktivira ribonukleazo, poleg tega pa
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poslabsa delovanje imunskega sistema, zato je njegov monitoring v krmi pred krmljenjem
zivalim klju¢nega pomena (Franki¢ in Salobir, 2007). V krvni plazmi je lahko indikator
bolezni, kot so ateroskleroza, Alzheimerjeva bolezen in rak (Seljeskog in sod., 2006).

V raziskavah se doloca MDA precej pogosteje kot LP in je mera nastalih oksidativnih
produktov, saj nastane kot posledica razgradnje lipidnih hidroperoksidov (Esterbauer,
1993) (slika 1). Dolo¢amo ga lahko na ve¢ nacinov, vendar je najpogosteje izbrana
spektrofotometri¢na metoda (TBARS).

Primerno Neprimerno
za krmljenje g za krmljenje
4 T \ > 12
Relativna ) 7 AT Kislinsko
. Peroksidno / \ stevilo
velikost stevilo ~/ \ ;
) 3 ‘// \ \ ) 7
kazalnikov / \ A%
/ Aldehidno \ BT ane - sewie
\ P ) \ _-~ Polimerizacijski
\ g SR R _ produkti

AN =T\ e £ oo

Cas

Slika 1: Spreminjanje koncentracije nekaterih produktov oksidacijskega kvarjenja masc¢ob (Kirchgessner,
2004, cit. po Franki¢ in Salobir, 2007: 3)

2.2.2 Oksidacijski stres

Lipidna oksidacija in nastanek kisikovih prostih radikalov sta naravna pojava v bioloskih
sistemih. Ti so udelezeni pri Stevilnih procesih v telesu. Zelo pomembno je ravnotezje med
koli¢ino oksidantov in antioksidantov. Neravnotezje med njima v prid oksidantov lahko
povzroci bolezni, saj so prosti radikali citotoksi¢ni, mutageni, kancerogeni, imajo aterogeni
ucinek in povzrocajo vnetja (Skvarca, 2000a; Laguerre in sod., 2007). Poleg tega imajo
pomembno vlogo pri staranju, degenerativnih boleznih, raku, kardiovaskularnih boleznih,
aterosklerozi, zmanjSani imunski odzivnosti, Alzheimerjevi, Parkinsonovi in Crohnovi
bolezni, sladkorni bolezni, katarakti, bolezni jeter in ledvic, zastrupitvah, fizi¢nih
obremenitvah in v prehrani, v kateri primanjkuje naravnih antioksidantov (vitaminov A, C,
E, B-karotena, flavonoidov, itd.), aminokislin (cistina, cisteina, glutationa) ter elementov v
sledovih (Se, Zn, Mn, Cu) (Korosec, 2000).

Antioksidanti preprecujejo oksidativni stres z lovljenjem prostih radikalov, s keliranjem
kovinskih ionov, z odstranjevanjem in/ali s popravilom oksidativno poskodovanih
bioloskih molekul (Korosec, 2000).
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2.3 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so naravne ali sinteticne snovi s sposobnostjo prepreCevanja in zaviranja
nezazelenih oksidativnih sprememb v bioloSkih molekulah (Salobir, 2000). Njihov namen
je preprecevanje oksidacije substratov, pri ¢emer Kot substrate pojmujemo skoraj vse
snovi, ki jih najdemo v hrani in zivih tkivih, vkljuéno s proteini, z lipidi, ogljikovi hidrati
in DNK (Halliwell in sod., 1995). Te bioloSko pomembne molekule so tarfe prostih
radikalov, ki nastajajo v celicah in jih tako poskodujejo. TaksSne pojave prepreCujejo
antioksidanti, ko zadrzujejo vstop nastalih prostih radikalov v verizne reakcije, ter tako
zavirajo oksidacijo biolosko pomembnih molekul (Franki¢ in Salobir, 2007). Tako se
upocasni kvarjenje in podaljSa obstojnost krmnih meSanic. Pri tem pa ostaja hranilna
vrednost krmnih meSanic visoka, ohranijo se barva, vonj in okus (Franki¢ in Salobir,
2007).

Kot navaja Coppen (1994), naj bi bil idealen antioksidant varen za uporabo, ne bi smel
imeti neZelenega vonja, okusa in barve, delovati bi moral Ze pri nizkih koncentracijah,
njegovo dodajanje h krmnim mesSanicam naj bi bilo dokaj enostavno, ostal naj bi stabilen
pri toplotni obdelavi in dobavljiv po ugodnih cenah.

2.3.1 Delitve antioksidantov

Antioksidante delimo v tri skupine glede na nacin delovanja (Madhavi in sod., 1996, cit. po
Raspor in sod., 2000):

e PRIMARNI ANTIOKSIDANTI — njihova vloga je preprecevanje tvorbe prostih
radikalov. Mednje pristevamo snovi, ki lahko reaktivne radikale spremenijo v bolj
stabilne produkte in s tem prekinejo verizno reakcijo avtooksidacije. V to skupino
sodijo fenoli (galati in hidrokinoni), derivati fenolov (BHA, BHT, t-
butilhidrokinon, tokoferoli) in drugi primarni antioksidanti (etoksikvin idr.).

e SEKUNDARNI ANTIOKSIDANTI — nevtralizirajo novonastale proste radikale in
preprecujejo, da bi ti vstopali v verizne reakcije in tvorili nove proste radikale. To
so snovi, ki zavirajo avtooksidacijo brez neposrednega vklju¢evanja v verizno
reakcijo. Njihova znacilnost je, da reagirajo s kovinskimi ioni, so katalizatorji
oksidacije, odvzemajo Kisik iz medija, razgrajujejo perokside do komponent, Ki
niso radikali, absorbirajo UV-svetlobo in nenazadnje deaktivirajo aktivni Kisik.
Lo¢imo odjemalce Kisika (askorbinska kislina, askorbil palmitat, encimi,
flavonoidi, izovalerianska Kislina, karotenoidi, polifenoli, sulfiti), odjemalce
radikalov (flavonoidi, polifenoli, karatenoidi, tokoferoli) in sinergiste (EDTA, estri



11

Kenda N. Vpliv dodatkov oljénih listov, pulpe in njunih ekstraktov na oksidativno stabilnost krme za kokosi nesnice.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2014

citronske Kkisline, fitinska kislina, citronska kislina, lecitin, polifosfati, vinska
kislina).

TERCIARNI ANTIOKSIDANTI — so snovi, ki popravljajo poskodbe, ki jih

povzrocajo prosti radikali v strukturi celice (npr. metionin sulfoksid reduktaza).

Antioksidante delimo glede na vir, s katerim pridejo v telo (Papas, 1999, cit. po Salobir,

2000):

ENDOGENI ANTIOKSIDANTI so glutation (GSH) in Se-glutation peroksidaza,
Fe-katalaza, NADPH, ubikvinol-10 (reducirani koencim Qi), Mn, Cu, Zn-
superoksid dismutaza (SOD), secna kislina, lipojska kislina, hormoni z
antioksidativno aktivnostjo (melatonin, estrogen in drugi), beljakovine, ki vezejo
metale, vkljuéno albumin (in na albumin vezani tioli in bilirubin), beljakovine, ki

vezejo Fe in Cu (transferin in celuroplazmin).

EKSOGENI ANTIOKSIDANTI so tokoferoli in tokotrienoli (vitamin E),
askorbinska kislina (vitamin C), vitamin A in karotenoidi (B-karoten, likopen,
lutein idr.), Se in drugi metalni elementi, potrebni za antioksidativne encime,
fitokemijske spojine z antioksidacijsko aktivnostjo (flavonoidi, polifenoli),
prehranski in drugi dodatki (CoQio, glutation, lipojska kislina idr.), prehranski
antioksidanti (BHA, BHT, propil galat, terciarni butil hidroksi kinon (dovoljen v
ZDA), rozmarinov ekstrakt idr.).

Antioksidantom kemijska zgradba nakazuje topnost (Korosec, 2000; Skvarc¢a, 2000b):

LIPOFILNI ANTIOKSIDANTI so umesceni v celiéni membrani in preprecujejo
lipidno peroksidacijo: koencim Q1o vitamin E (tokoferoli), karotenoidi in retinoidi
(prekurzorji vitamina A), kurkumin, lipojska kislina, BHA, BHT, propil galat in
TBHQ.

HIDROFILNI ANTIOKSIDANTI so prisotni v krvi in citosolu: vitamin C
(askorbinska kislina), glutation in flavonoidi.

2.3.1.1 Princip delovanja primarnih antioksidantov

Fenolni antioksidanti so primarni antioksidanti, ki vstopajo v avtooksidacijo med

propagacijsko fazo, ko se njihov vodik veze na reaktivne proste radikale, in tako s
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stabilizacijo preprecijo potek verizne reakcije. Fenolni radikal (4°), ki pri tem nastane, je
zelo stabilen in nereaktiven (Belitz in sod., 2004; Wanasundara in Shahidi, 2005).

AH + ROO" — ROOH + A" ...(3)
AH+R —RH+ A" ...(4)

V nadaljevanju radikal antioksidanta donira svoj vodik prostim radikalom (R in
peroksilnim radikalom (ROO") ter tako tvori relativno stabilne produkte (Belitz in sod.,
2004; Wanasundara in Shahidi, 2005).

A"+ ROO" — ROOA ...(5)
A +R —RA ...(6)

Molekula antioksidanta lahko tako stabilizira kar dva prosta radikala ter s tem podaljsa
iniciacijsko fazo lipidne oksidacije (Belitz in sod., 2004; Wanasundara in Shahidi, 2005;
Laguerre in sod., 2007), kar je izjemnega pomena za oksidacijsko kvarjenje. Lahko bi tudi
rekli, da se antioksidanti tako »Zrtvujejo« in s tem podaljSajo obstojnost zivil (Salobir,
2000).

2.3.2 Butil hidroksianisol in butil hidroksitoluen

Sinteti¢ne antioksidante, kot sta BHA (E320) in BHT (E321), v krmne meSanice navadno
dodajamo v koli¢inah od 100 do 200 ppm, ¢e Zelimo oksidativno stabilizirati olja (Skvarca,
2000b). Sinergisticno delovanje BHA in BHT poveca antioksidativno kapaciteto krmnih

mesanic, zato jih Ze nekaj ¢asa dodajamo za stabilizacijo maScob.

OH OH OH
C(CH3)s (H3C)5C C(CH3)3
C(CHa)3
OCH; OCH; CH;
2-BHA 3-BHA BHT
butil hidroksi anisol (BHA, E320) butil hidroksi toluen (BHT, E321)

Slika 2: Kemijska struktura BHA in BHT (Wanasundara in Shahidi, 2005: 440)

2.3.3 Vitamin E

Antioksidativna funkcija vitamina E je odvisna tudi od pristnosti drugih molekul (kot sta
reducirana glutation in askorbinska kislina) in tudi nekaterih encimov (kot so glutation
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peroksidaza, superoksid dismutaza in katalaza), ki pripomorejo k zasciti celic pred
reaktivnimi kisikovimi spojinami. S to funkcijo pomaga vitamin E telesu pri vzpostavitvi
ravnotezja med prooksidanti in antioksidanti in tako S$¢iti organizem pred nastankom
bolezni. V primeru pomanjkanja tega vitamina se pojavijo razne degenerativne bolezni, kot
so nerazviti embriji, degeneracija miSic in encefalomalacija pri kokosih, pri ljudeh pa rak,
katarakta in Parkinsonova bolezen. Zaradi tega spada vitamin E med esencialne vitamine,
ki se mu zaradi pozitivnih u¢inkov na zdravje ljudi in zivali posveca posebno pozornost
(Machlin, 1991). Veliko vitamina E vsebujejo rastlinska olja, sojine tropine, koruza,
bombazno seme, zitni kalcki in ore$¢ki (Machlin, 1991; Rudan-Tasi¢, 2000; Rezar, 2010).

Preglednica 2: Kemijska struktura tokoferolov in tokotrienolov (Shukla in sod., 1997, cit po. Butinar in
Bucar-Miklav¢ic¢, 2000: 83)

TOKOFEROLLI Ri R, R3
o- tokoferol CHs; CH; CH,[CH,CH;CH(CHs)CH,]sH
R, B-tokoferol CH; H  CH,[CH,CH,;CH(CHs)CH,]sH
" y-tokoferol H CH; CH,[CH,CH;CH(CHs)CH,]sH
o-tokoferol H H  CH,CH;CH;CH(CHs)CH,]:H

R, o”] " TOKOTRIENOLI R; R, Rs
cH, O a-tokotrienol CH; CHs CH;[CH,CH=C(CH3)CH,]sH
p-tokotrienol CH; H  CH,[CH;CH=C(CH3)CH;]5H
y-tokotrienol H CH; CH,[CH,CH=C(CH3)CH,]sH
o-tokotrienol H H  CH;[CH,CH=C(CH3)CH,]3H

Poznamo osem izomer, izoliranih iz rastlinskih virov, ki jih generi¢no imenujemo vitamin
E (Butinar in Bucar-Miklav¢i¢, 2000). Lo¢imo spojine z nasi¢eno Cig izopropenoidno
verigo (o-, B-, y- in o-tokoferoli) ter njim ustrezne spojine z dvojnimi vezmi v stranski
verigi (o-, B-, y- in o-tokotrienoli) (preglednica 2) (Rudan-Tasi¢, 2000). Vse omenjene
spojine so biolosko aktivne in izkazujejo lastnosti antioksidantov (in vivo in in vitro), ki
S¢itijo nenasic¢ene mascobne kisline pred oksidacijo. a-tokoferol je biolosko najbolj aktivna
oblika vitamina E (in zato pogosto kar sinonim za vitamin E) ter v naravi tudi najbolj
razsirjena. Naravne stereoizomere imenujemo RRR-a-tokoferol, sinteticno pridobljene

oblike oznacujemo kot all-rac-a-tokoferole (Machlin, 1991; Rudan-Tasi¢, 2000).

a-tokoferol je zgrajen iz kromanolnega heterociklicnega obroca in fitinske stranske verige.
V celi¢ni membrani je kromanolni obro¢ umescen na polarni povr§ini membrane, medtem
ko je fitinska stranska veriga usmerjena v nepolarno sredino membrane, kjer reagira z
VNMK membranskih fosfolipidov, kar je osnova antioksidativnega delovanja a-tokoferola
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(Machlin, 1991). Posebnost a-tokoferola je v tem, da deluje kot antioksidant Sele v in vivo
sistemih, kjer deluje proti prostim radikalom in se veze s superoksidnim radikalom in
kisikom ter tako onemogoca verizno reakcijo (propagacijo) nastajanja prostih radikalov in
posledi¢no zavira lipidno peroksidacijo v gastrointestinalnem traktu (Machlin, 1991;
Muggli, 1994). Poleg tega se lahko v vec¢jih koli¢inah nalaga v jajcih (Botsoglou in sod.,
2012b) ter tako preprecuje lipidno peroksidacijo v zZivalskih proizvodih in podaljsa njihovo
obstojnost pri shranjevanju.

Kokosim nesnicam dodajamo v krmne meSanice s premiksom najmanj 10 IU vitamina
E/kg, da zadostimo njihovim osnovnim potrebam (Nutrient Requirements of Poultry,
1994). Po novejsih priporocilih za rejo kokos$i nesnic (Isa Brown ..., 2011) se priporo¢a
vecja vsebnost, in sicer naj bi krmni mesanici dodali 25 IU vitamina E/kg krmne meSanice.

Dodajanje naravnih ali sinteticnih oblik antioksidantov v krmne meSanice z veliko
vsebnostjio VNMK je nujno potrebno, saj le dovolj velika koli¢ina antioksidantov
prepreéuje lipidno peroksidacijo. Ce se vsebnost VNMK povecuje, se mora povedati tudi
dodatek antioksidantov v krmni meSanici. Tako se potrebe po vitaminu E zaradi dodatka
rastlinskih olj, bogatih z VNMK, povecujejo v odvisnosti od vsebnosti MK z vecjim
Stevilom dvojih vezi (preglednica 3) (Muggli, 1994).

Preglednica 3: Povecanje potreb po vitaminu E, kot posledica zauzivanja VNMK (mg vitamina E/g VNMK)
(Muggli, 1994: 167)

Potrebe po vitaminu

Stevilo dvojnih vezi Mag&obna kislina Oznaka E (mg dl-a-tokoferol
acetata/g VNMK)
1 Oleinska kislina C18:1n-9 0,13
2 Linolna kislina C18:2n-6 0,89
3 v-linolenska kislina C18:3n-6 1,34
3 a-linolenska kislina C18:3n-3 1,34
4 Arahidonska kislina C20:4 n-6 1,79
5 Eikozapentaenojska (EPK) C20:5n-3 2,24
6 Dokozaheksaenojska (DHK)  C22:6 n-3 2,68

V krmne mesSanice ni treba vkljucevati vitamina C, ki ima prav tako visoko antioksidativno
aktivnost, saj so kokoSi same sposobne v zadostnih koli¢inah sintetizirati askorbinsko
kislino v sredici nadledvi¢ne zleze (Korosec, 2000; Yegani in sod., 2001). Askorbinska
kislina deluje kot sekundarni antioksidant v ekstracelularnih tekoc€inah. Ima veliko
sposobnost nevtralizacije singletnega Kkisika, hidroksilnih in superoksidnih anionskih
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radikalov ter lahko deluje sinergisticno s primarnimi antioksidanti in jih regenerira v
aktivno obliko (kot npr. tokoferol) (Wanasundara in Shahidi, 2005).

2.3.4 Rastlinski polifenoli

Polifenoli obsegajo zelo veliko skupino (ve¢ tiso¢) rastlinskih sekundarnih metabolitov, ki
v vi§jih rastlinah tvorijo obrambo pred UV-sevanjem in patogenimi mikroorganizmi. V
literaturi lahko pogosto najdemo tudi izraze, kot so fenolne spojine, rastlinski fenoli ali
biofenoli. Kot fenolne spojine imenujemo vse tiste spojine, ki imajo najmanj en aromatski
obro¢ in najmanj eno ali ve¢ OH-skupin, vezanih neposredno na aromatski obro¢ (Abram,
2000). Glede na funkcijo aromatskih obroc¢ev in njihovo Stevilo ter strukturo elementov
vezanih nanje poznamo fenolne kisline, flavonoide, stilbene in lignane (slika 3) (Manach in
sod., 2004).

Fenolne kisline delimo na hidroksibenzojske in hidroksicimetne Kkisline. Galna in
protokatehulna kislina spadata med hidroksibenzojske kisline. p-kumarinska, kavna,
vanilinska, ferulna, sinapinska kislina in verbaskozid spadajo med hidroksicimetne kisline
(Butinar in Bu¢ar-Miklav¢ic, 2000; Manach in sod., 2004).

Flavonoidi so najvecja skupina polifenolov. Poznamo vec¢ kot 5000 razli¢nih flavonoidov.
Sestavljeni so iz dveh aromatskih obrocev, ki sta povezana s tremi C-atomi in tako tvorita
oksigenirani heterocikel (Manach in sod., 2004). V naravi so flavonoidi obicajno
glikozilirani, kar pomeni, da imajo vezane razlicne monosaharide (glukoza, galaktoza,
arabinoza, ramnoza) ali pa tudi daljSe verige v obroC. Najveckrat je sladkor vezan na Csg,
lahko tudi na Cs- ali C;-atom. Nesladkorni del molekule imenujemo aglikon (Abram,
2000). Poznanih je Sest podvrst: flavonoli (kempferol, kvercetin, miricetin), flavoni
(apigenin, luteolin), flavanoni (narongenin, eriodicitol, hesperetin), flavanoli (katehini,
galokatehini), antocianidini (pelargonidin, cianidin, definidin, petunidin, malvin) in
izoflavoni (diadzein, genistein). Razlike v delovanju so odvisne od kemijske ureditve
hidroksilne skupine in njihove alkalilnosti ter glikozilacije. Kvercetin, miricetin in katehini
so najbolj pogosti flavonoidi (Manach in sod., 2004).

Stilbeni so sestavljeni iz dveh fenilnih delov, ki sta povezana z ogljikovim mostom iz dveh
C-atomov. Najbolj raziskan stilben je resveratrol, ki ima antikancerogeno funkcijo
(Manach in sod., 2004).
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Hidroksibenzojske kisline Hidroksicimetne Kisline
R, R: O
/ 4
R> R» OH
OH
Rs Ri1 = OH: Kumaricna Kkislina
Ri1=R2=0H, R3 = H: Protokatehulna Kislina Ri1=R:=OH: Kavna kislina
Ri1=R2 =Ra3: Galna kislina Ri1 = 0OCH3, R2 = OH: Ferulna kislina
Flavonoidi

Stilbeni Lignani

OH HO

Resveratrol

Sekoisolariciresinol

OH
OH

Slika 3: Kemijske strukture fenolnih spojin (Manach in sod., 2004: 728)

Polifenoli so polarne sestavine oljénega olja v nizkih koncentracijah in so »dodana
vrednost«, ki olj¢nemu olju prispeva zlahtnost in okus. K tem uvr§¢amo lignane
(pinorenizol), flavonoide (luteolin in apigenin) ter sekoiridoide (olevropein in listrozid).
Vendar pa je njihov nastanek preko biosintetskih reakcij odvisen od ve¢ dejavnikov: klime,
padavin, prsti, zrelosti plodov in vrste (Vesel in sod., 2009).
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V oljki lahko rastlinske fenole najdemo v vseh delih drevesa (olj¢ni brsti¢i, listje in
plodovi), vendar pa njihova vsebnost variira med razlicnimi tkivi. Najstevilénej$i in
najznacilnejSi polifenoli v vrsti Olea europaea L. so polifenoli izoprenoidnega tipa -
sekoiridoidi (Butinar in Bucar-Miklav¢ié, 2000; Vesel in sod., 2009). Pogosto jih najdemo
tudi v druzinah Gentianaceae in Cornaleae. Iridoidi in sekoiridoidi so pogosto glikozidno
vezani in nastanejo iz sekundarnega metabolizma terpenov (sestavina eteri¢nih olj in smol)
kot prekurzorja indol alkaloidov (metabolitov s heterociklicno strukturo in z grenkim
okusom, so strupeni). Sicer pa sekoiridoidi druzine Oleaceae spadajo v skupino fenolnih
oleozidov, ki imajo znacilno eksocikli¢cno dvojno vez na polozaju 8 in 9. Predstavniki so
olevropein, dimetilolevropein, ligstrozid in oleozid (Butinar in Bucar-Miklav¢i¢, 2000;
Syed Haris, 2010).

H3C O o)
\O / / OH
O
— OH
CH3

O + GLUKOZA

Slika 4: Kemijska struktura olevropeina — C,5H3,043 (Soni in sod., 2006: 905)

Olevropein je glikozid, spojina hidroksitirozolnega estra elenolne kisline z [-D-
glukopiranozo (slika 4) (Butinar in Bu¢ar-Miklav¢i¢, 2000). Najdemo ga v lubju, listih in
sadeZih oljk druzine Oleaceae (Soni in sod, 2006). Odkrila sta ga Bourquelot in Vintilesco
ze leta 1908. Znan je po tem, da ima antimikrobno aktivnost proti virusom, retrovirusom,
bakterijam, plesnim, kvasovkam in drugim parazitom (Benavente-Garcia in sod., 2000). V
telesu ima vlogo antioksidanta, deluje protivnetno, antiaterogeno (zniZuje holesterol),
antikancerogeno in antimikrobno (Cardoso in sod., 2005; Syed Haris, 2010). Njegova
antioksidativna funkcija je posledica hidroksitirozola kot sestavnega dela njegove
molekule (Benavente-Garcia in sod., 2000). Koncentracija olevropeina niha skozi letni ¢as
in je v plodovih najvi§ja na prehodu pomladi v poletje. Z zorenjem in kasneje s
skladisc¢enjem plodov oljk koncentracija olevropeina upada zaradi razgradnje, pri kateri
nastaneta elenolna kislina in hidroksitirozol. Podobno je pri ligstrozidu, kjer namesto
hidroksitirozola nastane tirozol (Butinar in Bu¢ar-Miklav¢ic, 2000; Vesel in sod., 2009).
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HO

OH
Slika 5: Kemijska struktura hidroksitirozola — CgH10O3 (Soni in sod., 2006: 905)

Hidroksitirozol (3,4-dihidroksitirozol) je glavna komponenta olj¢nega ekstrakta in olj¢nega
olja. Cisti hidroksitirozol je brezbarvna teko¢ina brez okusa, ki je topna v vodi in mas¢obi
(slika 5) (Soni in sod., 2006). 1z hidroksitirozola se lahko ob prisotnosti elenojske kisline
tvori olevropein in obratno (Soni in sod., 2006). Njegova absorpcija v tankem ¢&revesju naj
bi bila zelo visoka (celo popolna), kot so dokazali z jemanjem Krvi in urina ljudem in
podganam po zauzitju te substance z oljénim oljem (Caruso in sod., 2001, cit. po Soni in
sod., 2006). Poleg tega ima veliko pozitivnih uéinkov na zdravje ljudi, saj preprecuje in
vitro oksidacijo LDL-holesterola (Grignaffini in sod., 1994, cit. po Soni in sod., 2006),
zlepljanje trombocitov (Petroni in sod., 1995, cit. po Soni in sod., 2006), deluje protivnetno
(Kohyama in sod., 1997, cit. po Soni in sod., 2006) in u¢inkovito zavira verizne reakcije
prostih radikalov (Butinar in Bu¢ar-Miklav¢ic, 2000).

Zaradi ugodnih ucinkov na zdravje, kot je zas¢ita LDL-holesterola pred oksidacijskimi
poskodbami, EFSA (European Food Safety Authority) priporo¢a dnevno zauzivanje 5 mg
hidroksitirozola in njegovih derivatov z olj¢nim oljem. To koli¢ino lahko zauZijemo
dnevno z uravnotezeno prehrano (EFSA, 2011). Fenolne spojine lahko najdemo tudi v
stanskih produktih olj¢ne industrije kot npr. v odpadni vodi (voda, ki nastane pri predelavi
oljk, tj. voda, ki se izcedi iz plodov in voda, ki se dodaja v razli¢nih fazah predelave za
doseganje boljSega izloCanja olja), v listih, v olj¢ni pulpi in nujnih ekstraktih (Bandelj
Mavsar in sod., 2008).

Sestava ekstraktov oljénih listov in pulpe je odvisna od kultivarja oljk, vremenskih pogojev
pri katerih so bile gojene, od topila za ekstrakcijo in nacina dolo¢anja posameznih fenolnih
spojin. Pri ekstraktu oljéne pulpe je pomemben dejavnik tudi stopnja predhodne maceracije
olj¢nih tropin (Cardoso in sod., 2005).

2.3.4.1 Olj¢ni listi

Olj¢ni listi so bili Ze v zgodovini vec tiso€letij zelo pogosto uporabljani v ljudski medicini,

in sicer kot sredstvo za preprecevanje visoke telesne temperature in celo malarije ter
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mnogih drugih bolezni. Olj¢ni proizvodi (predvsem oljéno olje) so primarni vir fenolnih
snovi v mediteranski prehrani (Lee in sod., 2009). Najpogosteje uporabljani so listi vrste
Olea europaea L., ki so podolgovati, srebrne barve in merijo 4-10 cm v dolzino ter 1-3 cm
v Sirino. Oljéni listi v oljéni industriji veljajo kot stranski produkt, ki ga odstranijo z
reSetko ali vpihavanjem zraka (Bandelj Mavsar in sod., 2008). Kot navajajo Bouaziz in
sod. (2008) zajema koli¢ina olj¢nih listov kar 10 % celotne mase strojno nabranih
pridelkov v nasadih. Olj¢ne liste véasih naberejo v velikih koli¢inah, tudi do 25 kg na
drevo (Sansoucy, 1985).

Preglednica 4: Kemijska sestava svezih in na zraku posusenih olj¢nih listov (Sansoucy, 1985)

Svezi listi Na zraku posuseni listi
Suha snov (%) 50-58 95
Organska snov (% SS) 95 95
Surove beljakovine (% SS) 11-13 7-11
Surove mascobe (% SS) 7 5
Surova vlaknina (% SS) 15-18 13-23
NDV (% SS) 47 40-45
KDV (% SS) 28 28-35
KDV (% SS) 18 18

NDV - v nevtralnem detergentu netopna vlaknina, KDV - v kislem detergentu netopna vlaknina, KDL - v
kislem detergentu netopen lignin

Olj¢ni listi so u€inkoviti pri preprecevanju nekaterih tumorskih tvorb kot na primer v jetrih,
na prostati, na kolonu, na koZi in pri raku na dojkah. Vec¢ §tudij je dokazalo, da imajo olj¢ni
listi sposobnost nizanja krvnega pritiska, povecanja pretoka krvi v koronarnih arterijah in
delujejo antioksidativno, antimikrobno, fungicidno ter preprecujejo nastanek mikoplazme
(Lee in sod., 2009; Botsoglou in sod., 2012b). Poleg sekoiridoidov (olevropeina,
hidroksitirozola in tirozola) so v oljénih listih prisotni tudi tokoferoli, karotenoidi,
flavonoidi (rutin, luteolin, apigenin) in fenolne kisline (verbaskozid, p-kumarinska, kavna,
vanilinska kislina) (preglednica 5) (Bouaziz in sod., 2008; Lee in sod., 2009; Botsoglou in
sod., 2012a).
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Preglednica 5: Povpre¢na koncentracija fenolnih spojin v oljénih listih (Botsoglou in sod., 2012a: 4)

Povprec¢na koncentracija

Fenolna spojina
pol! (mg/g suhih listov)

Rutin 0,18 £0,04
Verbaskozid 0,32 + 0,06
Luteolin-7-glukozid 0,98 +0,11
Apigenin-7-glukozid 0,29 +0,11
Luteolin-4-glukozid 0,66 £ 0,08
Olevropein 13,43 £0,24
Luteolin 0,41 £ 0,07
2.3.4.2 Olj¢na pulpa

Pridobivanje oljénega olja se pri¢ne s pripravo oljéne drozge. To pridobimo z mletjem,
drobljenjem in mesenjem plodov. Iz olj¢ne drozge s stiskanjem nastanejo oljéni most in
oljéna pulpa (tropine). Iz prvega nastane oljéno olje, ki je primarni produkt stiskanja
plodov, in odpadna voda. Olj¢na pulpa (tropine) je sestavljena iz zmletih kos$cic
(endokarpa), mesa ali pulpe (mezokarpa) in koZice (perikarpa) plodov (Sansoucy, 1985;
Bandelj Mavsar in sod., 2008) (slika 6). Koli¢ina vlage in olja v olj¢ni pulpi je odvisna od
nacina stiskanja plodov. Lo¢imo tradicionalni, dvo-, dvoinpol- in trifazni sistem predelave.
Pri tradicionalni in trifazni predelavi dobimo suhe tropine z nizko vsebnostjo vlage (27,29
%) in malo ve¢jim delezem olja (10,52 %), medtem ko dobimo pri dvo- in dvoinpol fazni
predelavi zelo vlazne tropine (do 65,03 %) z nizko vsebnostjo olja (okoli 5 %) (preglednica
6) (Bandelj Mavsar in sod., 2008).

%% suhe mase
perikarp 20do25
mezokarp 71.5 do 805
endokarp 17.3 do 23.0

kos¢&ica 20do 5.5

Slika 6: Prerez ploda oljke (Nefzaoui, 1983, cit. po Sansoucy, 1985)
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Preglednica 6: Kemijska sestava olj¢nih poga¢ in tropin (Sansoucy, 1985)

Olj¢ne pogace Olj¢ne tropine
Suha snov (%) 75-80 85-90
Surovi pepel (% SS) 3-5 7-10
Surove beljakovine (% SS) 5-10 8-10
Surove mascobe (% SS) 8-15 4-6
Surova vlaknina (% SS) 35-50 35-40

2.3.4.3 Ekstrakta olj¢nih listov in pulpe

Pridobivanje uporabnih biolosko aktivnih fenolnih spojin iz rastlinskih materialov poteka
preko ekstrakcije. Lahko jih ekstrahiramo iz svezih, zamrznjenih ali posusenih rastlin.
Zaradi vecje ucinkovitosti pri ekstrahiranju rastline navadno najprej posuSimo ali
liofiliziramo, nato pa zmeljemo ali kako druga¢e homogeniziramo. Splosno znano je, da je
ucinkovitost ekstrakcije odvisna od vrste topila in njegove polarnosti, Casa in temperature
ekstrakcije. Prav tako pa je odvisna tudi od kemijskih in fizikalnih lastnosti rastlinskih
polifenolov, ki jih zelimo ekstrahirati. Ker se fenoli v bioloskih sistemih radi povezujejo
tudi z drugimi molekulami (kot so ogljikovi hidrati, amini, lipidi in tudi drugi fenoli), za
njihovo ekstrakcijo ni dolo¢enega univerzalnega ekstrakcijskega postopka (Manach in
sod., 2004; Dai in sod., 2010).

Za dolo¢anje fenolnih spojin v rastlinah se uporablja ve¢ znanih metod, kot so Folin-
Denisova metoda, Folin-Ciocalteau metoda, permanganatna titracija, kolorimetrija z
zelezovimi solmi in metoda merjenja UV-absorbance (Dai in sod., 2010).

Oljéne liste lahko ekstrahiramo z razli¢énimi topili. Tako so Lee in sod. (2009) primerjali
antioksidativno aktivnost 80 % etanolega ekstrakta olj¢nih listov in njegovih razli€nih
frakcij (heksanske, kloroformske, etilacetatne, butanolne in vodne). Najvecjo
antioksidativno aktivnost so dolo¢ili v osnovnem, 80 % etanolnem ekstraktu. Glavna
fenolna spojina vseh ekstraktov oljénih listov je olevropein (preglednica 7) (Benavente-
Garcia in sod., 2000).
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Benavente-Garcia in sod. (2000) so pri analizi ekstrakta olj¢nih listov s HPLC odkrili
prisotne:

- olevropeozidne spojine, kot sta olevropein in verbaskozidi,

- flavonoidne spojine, kot so luteolin, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid,
diosmetin, diosmetin-7-glukozid in rutin,

- flavanolne spojine, kot so katehini,

- substituirane fenolne spojine, kot so tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilinska in
kavna Kislina.

Vse zgoraj naStete fenolne spojine delujejo sinergisticno pri odstranjevanju prostih
radikalov. Kljub temu so nekatere bolj ucinkovite kot druge. Od najbolj do najmanj
ucinkovite si sledijo v naslednjem zaporedju: rutin > katehin in luteolin > hidroksitirozol >
diosmetin > kavna kislina > verbaskozidi > olevropein > liteolin-7-glikozid, vanilinska
kislina in diosmetin-7-glukoza > apigenin-7-glukozid > tirozol > vanilin. Skupno imajo te
spojine v olj¢nih listih ve¢jo antioksidativno aktivnost kot vitamina E in C, zaradi
sinergisti¢nega delovanja polifenolov (Benavente-Garcia in sod., 2000).

Cardoso in sod. (2005) so analizirali 50 % metanolni ekstrakt liofilizirane olj¢ne pulpe, ki
je vsebovala tudi zmlete koS¢ice. Glavne fenolne spojine, ki so jih dolocili v oljéni pulpi,
razen tirozola, hidroksitirozola in vanilne kisline, ki jih ni bilo mogoce zaznati, in SO
navadno tudi prisotne v oljéni pulpi, so navedene v spodnji preglednici (preglednica 7). Za
olj¢no pulpo je znaCilna velika vsebnost oleozida, ki je prekurzor sekoiridoidnih
glikozidov, kot je olevropein (Syed Haris, 2010).
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Preglednica 7: Glavne identificirane fenolne spojine v 80 % etanolnem ekstraktu oljénih listov (mg/100 g) po
Lee in sod. (2009: 6110) in v 50 % metanolnem ekstraktu oljéne pulpe (mg/100 g) po
Cardoso in sod. (2005: 30)

Ekstrakt olj¢nih listov po  Ekstrakt oljéne pulpe po

Fenolna spojina Lee in sod. (2009) Cardoso in sod. (2005)
(mg/100 g) (mg/100 g)
Hidroksitirozol-1-p-glukozid 640 £ 40
Kavna Kislina 0,31 +0,01 10+1
Vanilin 0,66 + 0,05
Oleozid 3160 + 790
Rutin 1,38 £ 0,01 73+3
Luteolin-7-rutinozid 100+ 1
Luteolin-glukozid + verbaskozid 200+ 10
Luteolin-7-rutinozid (izomera) 41+3
Luteolin-4-glukozid 37+3
6-pB-glukopiranozidni oleozid 660 £ 20
Olevropein 102,11 £ 0,02 270+ 14
6-B-rahmnopiranizol oleozid 380 +£20

Ekstrakt olj¢nih listov ima pozitiven uéinek na zmanj$anje moznosti za infarkt, pojavitev
mozganskega edema, izboljsa prekrvavljenost mozganske opne ter preprecuje pojavitev
kapi. Pri zivalih pa lahko dodatek ekstrakta oljénih listov zmanjSa krvni pritisk
(Samuelsson, 1991, cit. po Benavente-Garcia in sod., 2000), poveca pretok arterijske krvi
(Zarzuelo, 1991, cit. po Benavente-Garcia in sod., 2000), lajsa aritmijo in preprecuje
nastanek trebusnih kréev (Benavente-Garcia in sod., 2000).

2.4  STABILNOST KRMNIH MESANIC ZA ZIVALI

Do sedaj ni bilo narejenih veliko raziskav o stabilnosti krmnih meSanic za zivali. V
literaturi nismo zasledili nobene raziskave, ki bi opisovala u¢inke stranskih produktov
olj¢ne industrije na stabilnost krmnih mesanic. Bilo pa je narejenih kar nekaj raziskav
vpliva teh dodatkov na oksidativno stabilnost zivalskih proizvodov pri shranjevanju. Tako
so najpogosteje proucevali oksidativno stabilnost VNMK in antioksidativno aktivnost
fenolnih spojin v zivalskih proizvodih (meso, jajca, mleko).

Bautista-Teruel in Subosa (1999) sta proucevali stabilnost krme za kozice Penaeus
modnon, ki je bila bogata z VNMK. V krmo sta dodali 0,5 g BHT/kg krme. Krmo z in brez
dodatka BHT sta shranili pri temperaturi 10 °C, 20 °C, 28 °C, - 30 °C, 40 °C 10 tednov.
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Najve¢ prostih MK, ki nastanejo kot posledica slabe zasCite olja z antioksidanti in
posledicno njegove slabSe stabilnosti, je nastalo pri krmi brez BHT pri 40 °C (8,4 mg
prostih mascobnih kislin/kg mascobe). Koncentracija peroksidov je nihala med 2,2 in 7,4
mmol/kg mascobe (znotraj dovoljenih mej) ne glede na dodatek BHT. Koncentracija MDA
je bila najmanjsa v krmi, ki je bila shranjena pri 10 °C z dodatkom BHT. Pri 60-dnevnem
krmljenju te krme se je v primerjavi s krmo, shranjeno pri 40 °C brez dodatka BHT,
povecala povpre¢na masa kozic za 32,4 %, hkrati pa se je statisti¢no znacilno povecala tudi

njihova prezivitvena sposobnost.

Njobeh in sod. (2006) so proucevali stabilnost krme za pitovne piS€ance pri razli¢nih
temperaturah in zracni vlaznosti (pri 15 °C in 50 % vlaznosti, pri 15 °C in 80 % vlazZnosti,
pri 30 °C in 50 % vlaznosti in pri 30 °C in 80 % vlaznosti). Shranili so dve krmni meSanici,
in sicer prvo z manjSo (3,4 % mascobe) in drugo z vec¢jo vsebnostjo mascobe (4,9 %
mascobe). Obema krmnima mesanicama so dodali inhibitor plesni in antioksidant Banox E
(meSanica BHA, BHT, propil galata, etoksikvina in citronske kisline) v razmerju 1:3 in jo
shranili za 60 dni v 50 kg vrece pri razli¢nih pogojih. Vsebnost prostih MK se je statisti¢no
znaCilno povecala v obeh krmnih meSanicah, pri ¢emer se je najbolj povecala pri
shranjevanju pri 30 °C in 80 % vlaznosti, torej pri visji temperaturi in vlaznosti. Vsebnost
peroksidov je bila statisticno znacilno vecja v krmnih meSanicah brez dodanega inhibitorja
plesni in antioksidanta Banox E, manjSa pa v krmnih meSanicah z dodatkoma, ne glede na

temperaturo in vlaZnost.

Botsoglou in sod. (2012b) so proucevali vpliv dodatka olj¢nih listov (10 g/kg krme) in a-
tokoferil acetata (200 mg/kg krme) na potek lipidne peroksidacije v jajcih pri shranjevanju
60 dni v hladilniku pri 4 °C. 72 lohmann brown kokosi so 33 dni krmili po volji s krmno
mesSanico z dodatkom 3 % ribjega olja. Jajca so pobirali po 28-ih dneh krmljenja s
poskusno krmo. Dodatka olj¢nih listov in a-tokoferil acetata v krmne meSanice nista imela
vpliva na maScobnokislinsko sestavo rumenjaka in vsebnost MDA v svezih jajcih, sta pa
statisti¢no znacilno zavrla nastanek lipidnih peroksidov (LP), katerih manjSa vsebnost je
bila najbrz posledica pretvorbe primarnih oksidacijskih produktov v sekundarne. Po 60-
dnevnem shranjevanju se je mascobnokislinska sestava najbolj spremenila pri kontrolni
skupini, kjer so izmerili do 8,9 % manjSo koncentracijo VNMK predvsem na racun
zmanjsanja vsebnosti linolne in DHK ter povecanja ENMK in NMK na rac¢un povecanja
oleinske MK. Medtem pri 60 dni shranjenih jajcih kokosi, ki so dobivale v krmne meSanice
dodatek olj¢nih listov in a-tokoferil acetata, ni prislo do statisticno znacilnih sprememb v
mascobnokislinski sestavi, se pa je pri dodatku a-tokoferil acetata povecala vsebnost n-6
VNMK na ra¢un DHK in zmanjSala vsebnost oleinske MK. Vsebnost LP in MDA je bila
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pri 60 dni shranjenih jajcih kokosi, krmljenih z dodatkom oljénih listov in a-tokoferil
acetata, statisti¢no znacilno manjsa. VVsebnost MDA je bila proti 60-em dnevu shranjevanja
statisti¢no znacilno manjsa pri dodatku a-tokoferil acetata v primerjavi z dodatkom olj¢nih
listov. Dokazali so, da so n-3 VNMK v jajcih delno zasCitene pred oksidativnim
kvarjenjem z dodatkom olj¢nih listov in v celoti z dodatkom a-tokoferil acetata. Poleg tega
so ugotovili tudi, da 28 tedensko shranjevanje posusenih olj¢nih listov pri 20 °C le malo
zmanjSa vsebnost fenolov v primerjavi s shranjevanjem pri drugih temperaturah in

casovnih obdobjih.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

Poskus ugotavljanja oksidativne stabilnosti z n-3 obogatenih krmnih meSanic za kokosi
nesnice s Sestimi razli¢nimi dodatki (sinteti¢ni antioksidant SANOX, vitamin E, zmleti
olj¢ni listi, olj¢na pulpa in njuna ekstrakta) smo opravili na Katedri za prehrano Oddelka za
zootehniko Biotehniske fakultete. Poskus smo priceli 9. 3. 2012 in ga koncali 15. 6. 2012.

Na zacetku poskusa smo odvzeli vzorec krmne meSanice vsake skupine in ga, dobro
zaprtega v plastiénih vreckah, takoj shranili pri temperaturi - 70 °C (sveza krmna
mesSanica, Cas shranjevanja = 0). Vzorce sedmih krmnih meSanic smo shranjevali tri
mesece pri sobni temperaturi. Shranjevali smo jih v plasticnih posodah s priprtim
pokrovom pri sobni temperaturi (20 = 5 °C), kjer ni bilo nadzorovane atmosfere in je bil
dostop kisika do vzorcev zmeraj omogocen. Vsak teden v Casu trajanja poskusa smo
odvzeli alikvot vsake krmne meSance. Alikvote smo nato takoj shranili pri temperaturi - 70
°C v zaprte plasti¢ne vrecke do analize. Zaradi velikega Stevila odvzetih alikvotov, smo

nato analizirali 11 izbranih serij vsake krme mesSanice.

Osnovna krmna meSanica KONT in premiks sta bila sestavljena po normativu za rejo
kokos$i isa brown (Isa Brown ..., 2011), razen za vitamin E, ki smo ga dodali po
priporocilih NRC (Nutrient Requirements of Poultry, 1994) 10 IU. V krmne me$anice smo
dodali 6 % lanenega olja, kot vir mas¢ob in n-3 VNMK (preglednica 1). Laneno olje je
vsebovalo najvecji delez a-linolenske MK (56,07 %). Poleg tega smo krmnim mesanicam
dodali sinteti¢ni antioksidant SANOX, vitamin E, posuSene olj¢ne liste, olj¢no pulpo in
njuna ekstrakta, kot sledi:

KONT - kontrolna krmna mesSanica,

K+SAN - kontrolna krmna meSanica z dodatkom 200 mg sinteti¢nega antioksidanta
SANOX/ kg krmne meSanice,

K+VITE - Kkontrolna krmna meSanica z dodatkom 150 IU dl-a-tokoferol acetata,

K+OL - kontrolna krmna meSanica z dodatkom 1 % posuSenih zmletih olj¢nih listov,

K+EOL - kontrolna krmna meSanica z dodatkom etanolnega ekstrakta iz ekvivalentne
koli¢ine v krmo dodanih (10 g/kg krme) olj¢nih listov,

K+PU - kontrolna krmna meSanica z dodatkom 1 % liofilizirane olj¢ne pulpe,

K+EPU - kontrolna krmna meSanica z dodatkom etanolnega ekstrakta iz ekvivalentne

koli¢ine v krmo dodane (10 g/kg krme) liofilizirane oljéne pulpe.
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Preglednica 8: Sestava krmnih me$anic

KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU
Koruza (8 % SB), % 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00
Psenica, % 25,25 25,25 25,25 25,25 25,25 25,25 25,25
Sonénicne tropine (37 % SB), % 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Sojine tropine (45 % SB), % 20,78 20,78 20,78 20,78 20,78 20,78 20,78
Laneno olje, % 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
PSeniéni §krob, % 1,00 1,00 1,00 - 0,99 - 0,99
Monodikalcijev fosfat, % 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51
Sol, % 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39
Apnenec, % 5,68 5,68 5,68 5,68 5,68 5,68 5,68
Grobi kalcit, % 5,69 5,69 5,69 5,69 5,69 5,69 5,69
Lizin, % 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Metionin, % 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Barvilo Capsantal 30, % 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Premiks *, % 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamin E, IE 10 10 150 10 10 10 10
Oljéni listi, % - - - 1,00 - - -
Ekstrakt oljénih listov, % - - - - 0,01 - -
Olj¢na pulpa, % - - - - - 1,00 -
Ekstrakt oljéne pulpe, % - - - - - - 0,01

Kratice krmnih meSanic so razloZene v materialih in metodah na strani 26.

*Premiks je bil sestavljen po normativih za kokosi nesnice isa brown razen za vitamin E, ki smo ga dodali po
NRC (Nutrient Requirements of Poultry, 1994) 10 IU/kg. V krmno me$anico K+VITE smo dodali 150 TU/kg.

Preglednica 9: Izra¢unane prehranske vrednosti krmnih me$anic

KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU
ME, MJ ME/kg 11,50 11,50 11,50 11,50 11,50 11,50 11,50
SB, g/kg 174 174 174 174 174 174 174
Preb. lizin, g/kg 7,30 7,30 7,30 7,30 7,30 7,30 7,30
Preb. metionin, g/kg 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Preb metionin in cistein, g/kg 6,43 6,43 6,43 6,43 6,43 6,43 6,43
Preb. treonin, g/kg 5,38 5,38 5,38 5,38 5,38 5,38 5,38
Preb. triptofan, g/kg 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85
Ca, g/kg 46,94 46,94 46,94 46,94 46,94 46,94 46,94
P-izkoristljivi, g/kg 3,80 3,80 3,80 3,80 3,80 3,80 3,80
Na, g/kg 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60

Kratice krmnih me$anic so razloZene v materialih in metodah na strani 26.

Sinteti¢ni preparat SANOX (dobavitelja YERI d.0.0.) je bil sestavljen iz sinergisti¢no

delujoc¢ih antioksidantov in kalcijevega karbonata kot inertnega nosilca, tako da je 1 kg

preparata SANOX vseboval 18 g BHA (E320) in 35 g BHT (E321).
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Oljéni listi in pulpa so bili pridobljeni iz oljke vrste Olea europaea L. in dobavljeni od
oljkarja iz slovenske Istre. Olj¢ne liste smo posusili in jih nato zmleli. Olj¢no pulpo smo
liofilizirali, delno odstranili kos¢ice ter zmleli.

Ekstrakta olj¢nih listov in oljéne pulpe sta bila 80 % etanolna ekstrakta iz enake koli¢ine
posusenih olj¢nih listov in liofilizirane pulpe, kot smo ju dodali v krmne mesanice (10 g/kg
krme). Ekstrakciji sta potekali $tiri dni na stresalniku. Po obeh koncanih ekstrakcijah smo
skozi gazo prefiltrirali ekstrakta in iz njunih tekocCih ostankov odparili etanol v pesSceni
kopeli. Tako pripravljena ostanka smo nato vmesSali v laneno olje. Nastalo meSanico

lanenega olja in ekstrakta smo vmesali v predmeSanico in nato v krmno mesanico.

V laboratoriju Katedre za prehrano Oddelka za zootehniko Biotehniske fakultete smo

naredili tudi Weendsko analizo vseh krmnih mesanic (preglednica 10).

Preglednica 10: Rezultati Weendske analize svezih krmnih me$anic (g/kg).

KONT K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU
(9/ka) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg)

Suha snov 912,91 912,01 912,88 912,69 910,41 909,52
Surove beljakovine 171,49 169,71 166,02 166,53 170,15 165,96
Surove mascobe 75,85 76,95 89,87 74,62 77,79 76,98
Surova vlaknina 48,98 53,02 52,01 47,21 53,38 51,67
Surovi pepel 133,84 141,95 143,22 157,78 149,30 142,03

Brezdusi¢ni izvlecek 482,75 470,38 461,76 466,55 459,79 472,88

Kratice krmnih meS$anic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.
3.2 METODE

Ker so bili vzorci shranjeni pri temperaturi - 70 °C, smo jih pustili pred homogeniziranjem
nekaj ¢asa na sobni temperaturi, da so se odtalili. Nato pa smo jih zmleli v kavnem
mlincku (Bosch MKM6000), da smo zmanjSali velikost delcev pod 1 mm. Tako zmlete
vzorce smo nato uporabili za dolo¢itev lipidnih peroksidov (LP), s tiobarbiturno kislino

reagirajoCih spojin (TBARS) in mas¢obnokislinske sestave.

3.2.1 Dolocitev lipidnih peroksidov

Postopek dolocanja lipidnih peroksidov smo naredili po navodilih PeroxiDetectTMtesta
podjetja Sigma (FOX-metoda), ki se ga uporablja za dolocitev v vodi topnih peroksidov in
v lipidih topnih peroksidov. Uporabljali smo metodo za merjenje lipidnih peroksidov, ki so
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nastali kot posledica oksidacije VNMK lanenega olja. Vse komponente PeroxiDetectTM -
testa so stabilne do 24 mesecev pri temperaturi 2-8 °C.

Po navodilih iz zgoraj navedenega vira smo pripravili naslednje reagente:

Barvni reagent

Najprej smo pripravili koncentrirano raztopino ksilenol oranznega, ki smo jo
pripravili tako, da smo zatehtali 50 mg spojine, jo kvantitativno prenesli v 5 ml
bucko, dopolnili do oznake z mili-Q vodo in raztopino dobro premesali.
Koncentrirano raztopino smo hranili v hladilniku v temi. Raztopino barvnega
reagenta smo pripravili tako, da smo zatehtali 100 mg butiliranega hidroksitoluena
(BHT) in ga prenesli v 250 ml bucko. Vanjo smo dodali 108 ml metanola, 1 ml
koncentrirane raztopine ksilenol oranznega in 11 ml mili-Q precis¢ene vode. Tako
pripravljeno raztopino barvnega reagenta smo pomesali in jo iz bucke prelili v
temno steklenico. Dobro zaprto temno steklenico (ker je metanol hlapen in se
posledi¢no spreminja koncentracija raztopine), smo prav tako kot ksilenol oranzno
koncentrirano raztopino, hranili v hladilniku pri temperaturi 2-8 °C, kjer je barvni
reagent obstojen najmanj 6 mesecev.

Zelezov reagent

Za pripravo Zelezovega reagenta smo zatehtali 490 mg Zelezovega amonijevega
sulfata (Fe(NH4)2(SO4),) in ga kvantitativno prenesli v 50 ml merilno bucko.
Dodali smo okoli 20 ml mili-Q prec¢is¢ene vode in 7 ml koncentrirane Zveplove
(VD) kisline. Raztopino v bucki smo z vodo dopolnili do oznake in dobro premesali,
nato pa vsebino prelili v temno steklenico.

Standardna raztopina za kalibriranje:

Raztopina terc-butilhidroperoksida (t-BuOOH)

Koncentrirano raztopino t-BuOOH (200 mM) smo pripravili tako, da smo v 10 ml
bucko odpipetirali 286 pl 70 % raztopine t-BuOOH in do oznake razred¢ili z
metanolom. Raztopino smo nato dobro premesali. Osnovno delovno raztopino t-
BuOOH (200 uM) smo pripravili tako, da smo v 50 ml buc¢ko odpipetirali 50 pl
koncentrirane raztopine t-BuOOH in razred¢ili od oznake z metanolom. To
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raztopino smo prelili v temno steklenico in jo hranili v hladilniku pri temperaturi 2-
8 °C.

- Raztopina metanola (90 %)

V stekleni posodi smo zmesali 108 ml metanola in 12 ml mili-Q preciSc¢ene vode.

3.2.1.1 Priprava standardnih raztopin za umeritveno premico

V 2 ml plastine eppendorfove epruvete s pokrovékom smo odpipetirali raztopini t-
BUOOH in 90 % metanola razli¢nih volumnov, da smo dobili mnozine t-BuOOH za
umeritveno premico (preglednica 11). Koncentracije standardov so zajele obmocje od 0 do
20 nmol t-BOOH. Umeritvena premica je bila linearna v vseh dneh meritev v celotnem

obmocju (vsak dan smo naredili novo umeritveno premico s svezimi standardi in nanjo

v ee

0,97.

Preglednica 11: Volumen t-BuOOH in volumen 90 % raztopine za pripravo standardnih raztopin za

umerjanje.

Volumen 200 uM VVolumen 90 % raztopine Mnozina t-BuOOH v
raztopine t-BuOOH (ul) metanola (pl) reakcijskem mediju (nmol)
0 100 0
10 90 2
20 80 4
40 60 8
60 40 12
80 20 16
100 0 20

Poleg standardnih raztopin smo v eppendorfove epruvete s pokrovckom dodali tudi 1 ml
barvnega in 10 ul Zelezovega reagenta. Nato smo vse epruvete inkubirali 30 min v temi, da
je nastal obarvan kompleks s ksilenol oranznim. Po 30-ih minutah smo pomerili
absorbanco standardnih raztopin pri 560 nm, pri ¢emer smo standardne raztopine prelili v

plasti¢ne mikro kivete za enkratno uporabo.

3.2.1.2 Priprava vzorcev in dolocitev lipidnih peroksidov

Zatehtali smo 100 — 110 mg posameznega vzorca v oznaceno eppendorfovo epruveto s
pokrovckom, pri ¢emer smo maso posameznega vzorca zabelezili. V epruveto smo nato

dodali 1 ml 90 % raztopine metanola. Vzorce smo ekstrahirali na vrtinéniku (vortex) 5
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minut, nato smo jih 15 minut centrifugirali pri temperaturi 4 °C in 15000 obratih/min. Po
konc¢ani ekstrakciji smo prenesli 100 pl supernatanta v nove eppendorfove epruvete s
pokrovckom s pomocjo elektronskih pipet. Supernatantu smo dodali 1 ml barvnega regenta
in 10 ul zelezovega reagenta ter raztopine vzorcev inkubirali 30 minut v temi. Pri tem je
pomembno, da je reakcija potekala v temi vsaj 30 minut, da je reakcija potekla in se je
razvila barva. Barva vzorca je stabilna nekaj ur. Po koncani reakciji smo izmerili
absorbanco raztopin vzorcev pri 560 nm, pri ¢emer smo raztopine vzorcev prelili v

plasti¢ne kivete za enkratno uporabo.
3.2.2 Dolo¢itev s tiobarbiturno kislino reagirajocih spojin (TBARS)

Vzorce smo pripravili tako, da smo 100 mg — 110 mg posameznega vzorca zatehtali v 2 ml
plasti¢no eppendorfovo epruveto s pokrovckom. Nato smo z elektronsko pipeto
odpipetirali 0,5 ml raztopine BHT v metanolu in 0,75 ml 5 % raztopine TCA.
Eppendorfove epruvete smo dobro zaprli in jih namestili na vrtin¢nik (vortex) za 15 minut.
Potem pa smo vzorce Se 15 minut centrifugirali pri 20000 obratih in 4 °C. S pipeto smo
previdno prenesli zgornjo bistro fazo v steklene epruvete s pokroveki (0,75 ml
supernatanta). Pri pipetiranju smo bili pozorni, da nismo zajeli oborjenih beljakovin. V
steklene epruvete z vzorci smo tako kot pri standardnih raztopinah dodali 1,5 ml raztopine
TBA z dispenzorjem in jih dali v grelni blok (90 °C) za 60 minut, da je potekla
derivatizacija MDA vzorcev s TBA. Na koncu smo jih hitro ohladili v kadi z mrzlo vodo.

S tiobarbiturno kislino reagirajoce spojine (TBARS) smo dolocili s spektrofotometri¢éno
metodo. V nasem primeru je bil to kompleks MDA-TBA; in drugih aldehidov, ki reagirajo
s TBA. Pri tej metodi smo izmerili absorbanco pri 532 nm v plasti¢nih kivetah za enkratno
uporabo proti slepi vrednosti. Absorbanco smo izmerili s spektrofotometrom Cary
UV/VIS. Ta metoda je v primerjavi s kromatografsko locbo MDA-TBA, (HPLC-metoda)
lazje izvedljiva in manj zahtevna ter tako primernejSa za uporabo v slabSe opremljenih
laboratorijih.

3.2.2 Doloéitev masé¢obnokislinske sestave krmnih meSanic za kokoSi nesnice

Za dolo¢anje mascobnokislinske sestave v krmnih meSanicah s plinsko kromatografijo smo
uporabili metodo in situ priprave metilnih estrov mascobnih kislin, ki sta jo razvila Park in
Goins (1994).

V steklene epruvete smo zatehtali 0,3-0,4 g vzorca in jim dodali 300 pl metilen klorida
(CH.CIp) in 3 ml 0,5 M natrijevega hidroksida (NaOH) v metanolu. Epruvete smo pred
zaprtjem prepihali z dusikom, da ni prislo do oksidacije masc¢obnih kislin. Nato smo jih
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segrevali v termi¢nem bloku pri 90 °C 10 min. Ko smo jih na hitro ohladili v vodni kopeli,
smo dodali 3 ml 14 % BF; v metanolu ter jih zopet prepihali z duSikom. Sledila sta
ponovno segrevanje in ohlajanje. Potem smo v epruvete z vzorcem dodali 3 ml
deionizirane vode in 1,5 ml heksana. Sledilo je enominutno stresanje, da so se estri
mascobnih kislin ekstrahirali iz polarne v nepolarno fazo. Vzorce smo nato Se 10 minut
centrifugirali na 2000 obratih/min. Po ekstrakciji smo s stekleno Pasteurjevo pipeto
previdno prenesli zgornjo fazo v zatemnjene viale in jih prepihali z duSikom. Tako
pripravljene estre smo analizirali s plinskim kromatografom. Instrument smo kalibrirali s
standardnimi meSanicami metilnih estrov (NuChek Prep.). Kromatograme smo ovrednotili
s programsko opremo proizvajalca. Rezultat analize so masni delezi posameznih
mascobnih kislin (md, %), ki smo jih v vsebnosti (mg/100 g) pretvorili s pomocjo
vsebnosti mascob in faktorja (F = 0,956).

Analizirali smo sveze krmne meSanice in krmne mesanice po treh mesecih shranjevanja pri
sobni temperaturi.

3.3 ANALIZA PODATKOV

Rezultate meritev lipidnih peroksidov in malondialdehida smo podali kot povprec¢ne
vrednosti dveh dologitev. Izra¢unali smo tudi absolutne in relativne napake. Ce so napake

presegle 10 %, smo analizo ponovili.
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4 REZULTATI

V poskusu smo dolocali vsebnosti LP in TBARS kot pokazatelje oksidativnega kvarjenja
krmnih meSanic za kokosSi nesnice. Vse krmne meSanice so bile obogatene z n-3 VNMK
(dodatek 6 % lanenega olja) in so imele dodane razlicne dodatke sinteti¢nih (SANOX,
vitamin E) in naravnih antioksidantov (dodatek olj¢nih listov, oljéne pulpe in njunih
etanolnih ekstraktov), razen KONT, ki je bila brez dodatkov. Masc¢obnokislinsko sestavo
smo dolo¢ili v svezih in tri mesece pri sobni temperaturi shranjenih krmnih meSanicah.

4.1 SPREMINJANJE VSEBNOSTI LIPIDNIH PEROKSIDOV MED
SHRANJEVANJEM KRMNIH MESANIC

Z analizo svezih in shranjenih krmnih meSanic smo opazovali spreminjanje vsebnosti LP
kot primarnega pokazatelja oksidativnega kvarjenja mascob, ki jih prikazujemo v
preglednici 12 in na sliki 7.

Preglednica 12: Koncentracija lipidnih peroksidov (nmol ekv. t-BuOOH/g) v svezih in shranjenih vzorcih
krmnih meSanic za kokoSi nesnice brez in z dodanimi sintetiénimi ali naravnimi
antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

:-helirr:;evanja KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU
0 28,8 31,4 34,0 32,1 18,8 35,0 20,3
1 92,6 61,7 93,5 89,8 15,6 35,4 53,4
3 61,9 68,7 70,3 80,2 27,0 58,2 46,8
5 53,7 41,8 37,3 64,7 18,1 35,6 40,0
6 45,1 43,6 41,0 52,7 19,2 51,9 32,6
8 38,7 19,4 46,1 48,5 26,2 30,5 49,5
9 38,1 45,7 44,8 49,7 19,3 42,5 35,9
11 40,3 27,1 20,8 40,8 29,9 40,2 34,8
12 38,2 41,1 38,5 51,3 38,2 42,3 39,0

Kratice krmnih me$anic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.
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Slika 7: Spreminjanje vsebnosti lipidnih peroksidov (nmol ekv. t-BuOOH/g vzorca) med shranjevanjem
krmnih meSanic za koko$i nesnice pri sobni temperaturi brez in z dodanimi sinteti¢nimi ali
naravnimi antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk: (a) KONT in K+SAN, (b) KONT in K+VITE,
(c) KONT, K+OL in K+EOL, (d) KONT, K+PU in K+EPU

Kratice krmnih meS$anic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

Vsebnosti LP v svezih krmnih meSanicah so bile med 18,8 (K+EOL) in 35,0 (K+PU) nmol
ekv. t-BuOOH/g. Povprecna zacetna vsebnost LP je znasala 28,6 + 6,5 nmol ekv. t-
BuOOH/g (preglednica 12). V svezih krmnih meSanicah je bila vsebnost LP v vzorcih
K+EOL in K+EPU za 34,7 0z. 29,5 % manjsa, v primerjavi z vzorcem KONT

Maksimalne vsebnosti LP so bile v nekaterih krmnih meSanicah dosezene ze prvi teden po
zaCetku shranjevanja, in sicer smo slednje izmerili v vzorcih KONT, K+VITE, K+OL in
K+EPU. Med temi smo opazili, da je bila najvi§ja izmerjena koncentracija LP v krmni
meSanici z dodatkom ekstrakta pulpe (K+EPU) nizja v primerjavi z ostalimi krmnimi
meSanicami. V vzorcih K+SAN in K+PU je bil maksimum dosezen dva tedna po zacetku
shranjevanja, v vzorcu K+EOL pa smo najvi§jo koncentracijo LP zabelezili Sele v 12-em

tednu shranjevanja, ki je bila v primerjavi z ostalimi maksimumi najnizja (38,2 nmol ekv.
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t-BuOOH/g), kar pomeni, da je dodatek ekstrakta olj¢nih listov najbolj ucinkovito zavrl
lipidno oksidacijo (preglednica 12 in slika 7).

Povpre¢ni vsebnosti LP sta bili v prvem tednu 63,2 + 30,6 nmol ekv. t-BuOOH/g in v
tretjem tednu shranjevanja 59,0 + 17,6 nmol ekv. t-BuOOHY/qg, Kar je bilo precej ve¢ (okoli
dvakrat vec) kot v vzorcu sveze krmne mesanice (preglednica 12).

Povpreéna vsebnost LP v vzorcih v petem tednu je bila 41,6 + 14,7 nmol ekv. t-BuOOH/g,
v Sestem 40,9 + 11,7 nmol ekv. t-BuOOH/g in v osmem 37,0 + 11,8 nmol ekv. t-
BuOOH/g, iz ¢esar smo lahko sklepali, da je vsebnost LP v vzorcih pocasi padala.
(preglednica 12).

Ko smo primerjali razlike vsebnosti LP med tri mesece shranjenim vzorcem KONT in tri
mesece shranjenimi drugimi krmnimi meSanicami, Smo ugotovili, da je bilo najvecje
odstopanje v vzorcih K+OL in K+EOL, pri ¢emer je bila pri prvem za 21,5 % vecja, pri
drugem pa za 25,1 % manjsa vsebnost LP.

Na sliki 8 predstavljamo meseéna povprecja koncentracije LP v analiziranih vzorcih

krmnih mesanic.

120,0
100,0
80,0 |
60,0 +

40,0 -

LP (nmol ekv. t-BuOOHY/qg)

200 *

0,0

KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU

Osveza O1. mesec @2. mesec 3. mesec

Slika 8: Spreminjanje vsebnosti lipidnih peroksidov (mese¢ne povpreéne vrednosti, nmol ekv. t-BuOOH/g
vzorca) v svezih in shranjenih krmnih meSanicah za kokos$i nesnice pri sobni temperaturi brez in z

dodanimi sinteti¢nimi ali naravnimi antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

Kratice krmnih meSanic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.
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Prvi mesec shranjevanja smo izmerili velike razlike v povpre¢nih vsebnostih LP v vzorcih
krmnih mesanic, Ki so se gibale med 22,6 (K+EOL) in 85,0 (K+OL) nmol ekv. t-BuOOH/g
(slika 8). Najvecja odstopanja od mesecnega povpreéja smo opazili v vzorcih KONT,
K+VITE in K+PU (za 21,7; 16,4 in 16,1 nmol ekv. t-BuOOH/g). Na podlagi mese¢nih
povprecij in njihovih odstopanj smo ugotovili, da se vzorci KONT, K+VITE, K+OL med
seboj niso bistveno razlikovali v vsebnosti LP. Nekoliko manjSe so bile vsebnosti LP v
vzorcih K+SAN, K+PU in K+EPU. Nasprotno pa smo izmerili izrazito manjSo vsebnost
LP v vzorcu K+EOL v primerjavi z drugimi vzorci (slika 8). Ko smo primerjali povpre¢ne
koncentracije LP med vzorci mesec dni shranjenih in svezih krmnih mesanic, smo opazili,
da je v prvem mesecu shranjevanja nastalo najve¢ LP v vzorcih KONT in K+OL (168,2 in
164,8 % vec kot na zacetku), najmanj pa v vzorcih K+EOL in K+PU (20,3 in 33,7 % vec
kot na zaCetku).

Drugi mesec shranjevanja so bile povprecne vsebnosti LP krmnih mesanic med 21,2
(K+EOL) in 55,3 (K+OL) nmol ekv. t-BuOOH/g. Tudi po dveh mesecih shranjevanja je
bil dodatek ekstrakta olj¢nih listov najbolj u€inkovit pri zaviranju nastanka LP v krmnih
mesSanicah. Ko smo primerjali vsebnosti LP med vzorci svezih in dva meseca shranjenih
krmnih mesSanic, Smo ugotovili, da je najbolj odstopala vsebnost LP v vzorcu K+EPU (za
100,4 % vecja vsebnost LP) in najmanj vsebnosti LP v vzorcih K+SAN, K+EOL in K+PU
(za 11,3; 12,6 in 12,3 % vecja vsebnost LP). Vsa odstopanja vsebnosti LP v vzorcih
shranjenih krmnih meSanic od svezih so bila manjSa v primerjavi s prej$njim mesecem
(slika 8).

Tretji mesec shranjevanja so bile povprecne mese¢ne vsebnosti LP v krmnih meSanicah
med 29,1 (K+EOL) in 47,3 (K+OL) nmol ekv. t-BuOOH/g. Glede na odstopanja od
mesecnih povprecij smo izmerili, da se vzorci KONT, K+SAN, K+VITE, K+OL, K+PU in
K+EPU med seboj niso bistveno razlikovali v vsebnosti LP. Smo pa ugotovili manjso
vsebnost LP v vzorcu K+EOL v primerjavi z drugimi krmnimi mesanicami (slika 8). Po
primerjavi vsebnosti LP med vzorci svezih in tri mesece shranjenih krmnih me$anic sSmo
ugotovili, da je najbolj odstopala vsebnost LP v K+EPU (za 80,2 % vecja vsebnost LP) in
najmanj v K+VITE (le za 2,2 % vecja vsebnost LP).

Spreminjanje vsebnosti LP glede na vsebnost mas¢obe v krmnih mesanicah z dodatki je
prikazana v preglednici 13.
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Preglednica 13: Koncentracija lipidnih peroksidov (mmol ekv. t-BuOOH/kg mas¢obe) v svezih in shranjenih
vzorcih krmnih meSanic za kokoSi nesnice brez in z dodanimi sintetinimi ali naravnimi
antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

:ﬁiﬁ;evanja KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU
0 0,38 0,41 0,44 0,36 0,25 0,45 0,26
1 1,22 0,80 1,22 1,00 0,24 0,46 0,69
3 0,82 0,89 0,91 0,89 0,36 0,75 0,61
5 0,71 0,54 0,48 0,72 0,24 0,46 0,52
6 0,59 0,57 0,53 0,59 0,26 0,67 0,42
8 0,51 0,25 0,60 0,54 0,35 0,39 0,64
9 0,50 0,59 0,58 0,55 0,26 0,55 0,47
11 0,53 0,35 0,27 0,45 0,40 0,52 0,45
12 0,50 0,53 0,50 0,57 0,51 0,54 0,51

Kratice krmnih meS$anic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

Koncentracijo LP na kilogram mascobe smo izracunali iz vsebnosti LP v krmnih
meSanicah in vsebnosti surove mascobe, ki smo jo dolocali z Weendsko analizo
(preglednica 10). Minimalne vsebnosti LP so pred za¢etkom shranjevanja vsebovali vzorci
KONT, K+OL in K+EPU (povpreéno 0,33 mmol ekv. t-BuOOH/kg mascobe). V prvem
tednu shranjevanja je imel minimalno vsebnost LP na kilogram mascobe vzorec K+EOL, v
katerem smo izmerili najmanjSo vsebnost LP med vsemi krmnimi meSanicami. V osmem
ter enajstem tednu smo minimalne vsebnosti izmerili v vzorcih K+SAN, K+VITE in
K+PU. Maksimalne vsebnosti LP na kilogram mas¢obe smo izmerili v vzorcih KONT,
K+VITE, K+OL in K+EPU v prvem tednu shranjevanja, kjer je vsebnost povprecno
znasala 1,03 mmol ekv. t-BuOOH/kg mascobe. V tretjem tednu sta bili maksimalni
vsebnosti LP dosezeni v vzorcih K+SAN in K+PU. Medtem ko so imele vecinoma vse
krmne meSanice najvecjo vsebnost LP v prvem mesecu, je dodatek ekstrakta olj¢nih listov
svoj maksimum dosegel $ele v zadnjem,12-em, tednu shranjevanja (preglednica 13).
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4.2 SPREMINJANJE VSEBNOSTI S TIOBARBITURNO KISLINO REAGIRAJOCIH
SPOJIN (TBARS) MED SHRANJEVANJEM KRMNIH MESANIC

V svezih in shranjenih krmnih me$anic smo merili spreminjanje vsebnosti TBARS, ki so
pokazatelji sekundarnega oksidativnega kvarjenja mascob in jih prikazujemo v preglednici
14 in na sliki 9.

Preglednica 14: Koncentracija s tiobarbiturno kislino reagirajoé¢ih spojin (TBARS, nmol/g vzorca) v vzorcih
krmnih meSanic za kokoSi nesnice brez in z dodanimi sinteticnimi ali naravnimi
antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

:-:lirr]];evanja KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU
0 32,6 28,8 53,9 56,0 351 41,4 32,5
1 72,5 50,1 67,1 61,0 16,3 48,5 44,8
3 72,8 74,4 76,9 70,9 20,8 49,5 39,7
5 57,5 67,3 56,2 59,3 29,2 61,8 46,2
6 51,0 52,5 46,8 48,7 17,2 45,8 39,9
8 51,4 51,3 43,5 46,0 17,2 36,3 33,3
9 46,0 53,5 66,0 62,1 29,3 49,9 50,1
11 49,4 49,3 52,9 51,6 28,2 47,9 62,1
12 70,6 65,6 59,3 81,7 61,8 77,1 65,7

Kratice krmnih meSanic so razloZene v materialih in metodah na strani 26.
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Slika 9: Spreminjanje vsebnosti TBARS (nmol/g vzorca) med shranjevanjem krmnih meSanic za kokosi
nesnice pri sobni temperaturi brez in z dodanimi sinteti¢nimi ali naravnimi antioksidanti iz stranskih
proizvodov oljk: (a) KONT in K+SAN, (b) KONT in K+VITE, (c) KONT, K+OL in K+EOL, (d)
KONT, K+PU in K+EPU

Kratice krmnih meSanic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

V svezih krmnih meSanicah smo izmerili med 28,8 (K+SAN) in 56,0 (K+OL) nmol
TBARS /g (slika 9). Povpre¢na zacetna vsebnost TBARS je znasala 40,0 = 10,9 nmol/g
(preglednica 14).

Maksimalne vsebnosti TBARS so bile v vzorcih KONT, K+SAN in K+VITE dosezene po
treh tednih shranjevanja. V ostalih krmnih mesanicah, K+OL, K+EOL, K+PU in K+EPU
pa so bile dosezene v zadnjem tednu shranjevanja vzorcev (preglednica 14 in slika 9).
Najve¢ TBARS je nastalo v vzorcu krmne mesanice z dodatkom oljénih listov (K+OL),
najmanj pa pri dodatku ekstrakta olj¢nih listov (K+EOL).
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Vsebnost TBARS je bila v vseh svezih vzorcih krmnih mesanic v primerjavi z vzorcem
KONT, vecja, razen v vzorcih K+SAN in K+EPU, kjer sta bili vsebnosti manjsi za 11,6 in
0,3 %. Najvisji koncentraciji TBARS smo izmerili v vzorcih K+VITE in K+OL.

Na sliki 10 predstavljamo mese¢na povpre¢ja koncentracije LP v analiziranih vzorcih

krmnih mesSanic.

100,0
80,0
60,0

40,0 -

TBARS (nmol/g)

20,0 -

0,0

KONT K+SAN K+VITE K+OL K+EOL K+PU K+EPU

Osveza O1. mesec 2. mesec W 3. mesec

Slika 10: Spreminjanje vsebnosti TBARS (meseéne povprecne vrednosti, nmol/g vzorca) v svezih in
shranjenih krmnih meSanicah za kokoSi nesnice pri sobni temperaturi brez in z dodanimi

sinteticnimi ali naravnimi antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

Kratice krmnih meSanic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

Prvi mesec shranjevanja smo izmerili razlike pri mese¢nih povprecnih vsebnostih TBARS
vzorcev krmnih meSanic, ki so se gibale med 18,5 (K+EOL) in 72,7 (KONT) nmol/g (slika
10). Glede na standardne odklone mese¢nih povprec¢ij smo izmerili, da se vzorci KONT,
K+SAN, K+VITE, K+OL med seboj niso bistveno razlikovali v vsebnosti TBARS, prav
tako tudi ne (od njih v vsebnosti TBARS manjsa) vzorca K+PU in K+EPU, nasprotno smo
opazili relativno majhno vsebnost TBARS pri vzorcu K+EOL v primerjavi z drugimi
vzorci (slika 10). Zelo podobno smo ugotovili tudi v primerjavi vzorcev svezih ter mesec
dni shranjenih krmnih mesanic, kjer smo izmerili, da se je vsebnost v vzorcu K+EOL v
primerjavi s svezim vzorcem celo zmanjSala. Po mesecu dni shranjevanja je bila vsebnost
TBARS tako za 47,2 % manjSa v krmni meSanici z dodatkom ekstrakta olj¢nih listov kot v
svezem vzorcu. Medtem je pri vseh ostalih krmnih mesanicah vsebnost narastla, najbolj v
vzorcih KONT (122,9 %) in K+SAN (116,3 %) (slika 10).
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Drugi mesec shranjevanja so bile povprecne vsebnosti TBARS v vzorcih med 21,2
(K+EOL) in 57,0 (K+SAN) nmol/g. Glede na standardne odklone mese¢nih povprecij smo
izmerili enako kot mesec prej, in sicer ni bilo razlik v vsebnosti TBARS pri vzorcih
KONT, K+SAN, K+VITE, K+OL, prav tako ni bilo razlik med vzorcema K+PU in
K+EPU, opazili pa smo manjSo vsebnost TBARS v vzorcu K+EOL, ki je bila priblizno
enkrat manjSa od vzorcev K+PU in K+EPU (slika 10). Podobno smo ugotovili tudi pri
primerjavi vzorcev svezih ter dva meseca shranjenih vzorcev krmnih mesSanic, kjer smo
opazili, da je ostala vsebnost TBARS Vv vzorcu krmne mesanice K+EOL manj$a od zacetne
vsebnosti. Prav tako so bile zmanjsane vsebnosti TBARS pri vzorcih K+VITE in K+OL v

primerjavi s svezimi vzorci (slika 10).

Tretji mesec shranjevanja so bile povpre¢ne mese¢ne vsebnosti TBARS med 39,8
(K+EOL) in 65,1 (K+OL) nmol/g. Glede na standardne odklone mese¢nih povprecij smo
izmerili enako kot oba meseca prej, in sicer ni bilo razlik v vsebnosti TBARS v vzorcih
KONT, K+SAN, K+VITE in K+OL. Prav tako nismo izmerili razlik med vzorci K+PU,
K+EPU in K+EOL.
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4.3 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA IN VSEBNOST MASCOBNIH KISLIN V
KRMNIH MESANICAH

Mascéobnokislinsko sestavo in vsebnost mas$c¢obnih kislin smo doloc¢ili v vzorcih svezih in v
krmnih meSanicah, ki smo jih shranjevali tri mesece pri sobni temperaturi (preglednica 15).

Preglednica 15: Maséobnokislinska sestava (md, %) svezih in tri mesece shranjenih krmnih me$anic brez in z

dodanimi sinteticnimi ali naravnimi antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

Krma C16:0 C18:0 > C18:1* C18:2n-6 (C18:3n-3

sveza 7,80 3,67 19,48 25,82 42,20
KONT )

3 meseci 8,21 3,78 20,18 26,61 40,05

sveza 7,80 3,67 19,48 25,82 42,20
K+SAN ]

3 meseci 8,23 3,79 19,95 26,43 40,38

sveza 7,76 3,67 19,40 25,62 42 51
K+VITE )

3 meseci 8,25 3,77 20,02 26,74 39,96

sveza 7,49 3,69 19,45 24,46 43,86
K+0OL )

3 meseci 8,35 3,80 20,13 26,61 39,84

sveza 7,91 3,62 19,48 26,54 41,37
K+EOL .

3 meseci 8,13 3,72 19,71 26,40 40,84

sveza 7,98 3,64 20,77 25,73 40,79
K+PU ]

3 meseci 8,30 3,77 21,17 25,83 39,71

sveza 7,79 3,67 19,51 25,73 4220
K+EPU .

3 meseci 8,11 3,77 20,08 26,05 40,81

* ¥ C18:1 — vsota izomer oktadecenojske kisline.

Kratice krmnih me$anic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

Najvecjo razliko v vsebnosti a-linolenske MK (C18:3 n-3) med shranjevanjem smo
dolo¢ili v vzorcu K+OL, in sicer smo po treh mesecih shranjevanja doloc¢ili za 9,1 %

manjSo vsebnost v primerjavi s svezim vzorcem. NajmanjSo razliko v vsebnosti ao-

linolenske MK smo izmerili v vzorcu K+EOL (1,3 % manj$o) (preglednica 15).
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Slika 11: Razlika (mg/100 g) v vsebnosti posameznih ma$¢obnih kislin v svezih in tri mesece shranjenih
krmnih meS$anicah za koko$i nesnice brez in z dodanimi sinteti¢nimi ali naravnimi antioksidanti iz

stranskih proizvodov oljk
* ¥ C18:1 — vsota izomer oktadecenojske Kisline

Kratice krmnih meSanic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

Najvecjo razliko v vsebnosti linolne MK (C18:2 n-6) smo med trimese¢nim shranjevanjem
dolo¢ili v vzorcu K+OL (za 8,7 % vec), najmanjso pa v vzorcih K+PU in K+EOL (za 0,4
% in 0,5 % manj). Vsebnost linolne MK se je povec€ala na racun oksidacijske razgradnje a-
linolenske MK, poleg tega pa je skupna oksidacijska razgradnja obeh v manjs$i meri
vplivala na povecan delez ENMK in NMK, kot so oleinska (£C18:1), stearinska (C18:0) in
palmitinska (C16:0) MK (slika 11).
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Preglednica 16: Vsote mas¢obnih kislin (md, %) v svezih in tri mesece shranjenih krmnih meSanicah brez in

z dodanimi sinteti¢nimi ali naravnimi antioksidanti iz stranskih proizvodov oljk

n-3 n-6 razmerje
Krma NMK ENMK  VNMK
VNMK  VNMK  n-6/n-3

KONT sveza 12,13 19,86 68,01 42,20 25,82 0,61

3 meseci 12,72 20,60 66,68 40,05 26,63 0,66

sveza 12,13 19,86 68,01 42,20 25,82 0,61
K+SAN i

3 meseci 12,77 20,39 66,84 40,38 26,45 0,65

sveza 12,07 19,80 68,13 42,51 25,62 0,60
K+VITE i

3 meseci 12,79 20,47 66,75 39,96 26,78 0,67
K+OL sveza 11,84 19,84 68,32 43,86 24,46 0,56

3 meseci 12,94 20,59 66,46 39,84 26,62 0,67

sveza 12,20 19,89 67,91 41,37 26,54 0,64
K+EOL )

3 meseci 12,60 20,15 67,25 40,84 26,42 0,65
K+PU sveza 12,28 21,20 66,52 40,79 25,73 0,63

3 meseci 12,81 21,64 65,55 39,71 25,84 0,65

sveza 12,15 19,92 67,93 42,20 25,73 0,61
K+EPU i

3 meseci 12,61 20,52 66,87 40,81 26,07 0,64

Kratice krmnih meS$anic so razloZene v materialih in metodah na strani 26.
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Slika 12: Razlika (mg/100 g) v vsebnosti vsot mas¢obnih kislin v svezih in tri mesece shranjenih krmnih
meSanicah za koko$i nesnice brez in z dodanimi sintetiénimi ali naravnimi antioksidanti iz
stranskih proizvodov oljk

Kratice krmnih meSanic so razlozene v materialih in metodah na strani 26.

V vsebnosti NMK, ENMK, VNMK, n-3 VNMK in n-6 VNMK v vzorcih svezih in
shranjenih krmnih meSanicah smo izmerili najvecje razlike v vzorcu K+OL (9,3 %; 3,7 %;
2,7 %; 9,2 % in 8,8 %), kar pomeni, da je dodatek olj¢nih listov najslabse od vseh zas¢itil
a-linolensko MK pred razgradnjo. Nasprotno je bila ob dodatku ekstrakta olj¢nih listov
(K+EOL) razlika med vzorci svezih in shranjenih krmnih meSanic najmanjsa pri NMK,
ENMK, VNMK in n-3 VNMK (3,2 %; 1,3 %; 1 % in 1,3 %), kar pa pomeni, da je ta
dodatek od vseh najbolj uspesno zascitil a-linolensko MK (preglednica 16 in slika 12).
Dodatek olj¢ne pulpe je le malo bolje kot ekstrakt olj¢nih listov zascitil Se n-6 VNMK.
Razmerje med n-3/n-6 VNMK je bilo med shranjevanjem krmnih mesanic najbolj
spremenjeno v vzorcu K+OL (za 19,6 %) in najmanj v vzorcu K+EOL (1,5 %).
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5 RAZPRAVA

V poskusu smo shranjevali krmne meSanice za kokos$i nesnice, ki smo jim dodali 6 %
ekstra deviskega lanenega olja ter sinteti¢ne antioksidante SANOX in vitamin E, ali
naravne antioksidante olj¢ne liste, olj¢no pulpo ali njuna ekstrakta. Laneno olje, ki smo ga
uporabili v poskusu, vsebuje velik delez VNMK (72,21 %), med katerimi prevladuje a-
linolenska MK (56,07 %), ki spada med n-3 VNMK. Z dodajanjem olj, bogatih z VNMK
(kot laneno), v krmne meSanice za kokoS$i nesnice lahko spremenimo mascobnokislinsko
sestavo jajc, predvsem sestavo mascobnih kislin v rumenjaku. Tako lahko dobimo t. i.
funkcionalna zivila, ki pa pozitivno vplivajo na zdravje potrosnika. Zaradi dodatka veckrat

nenasi¢enih MK iz lanenega olja, so krmne meSanice bolj podvrzene oksidaciji.

Krmne mesanice smo shranjevali v plastiénih posodah s priprtimi pokrovi pri sobni
temperaturi (20 = 5 °C). S temi pogoji smo zeleli ponazoriti razmere pri skladis¢enju
krmnih meSanic na perutninskih obratih, kjer so te navadno skladi$¢ene v papirnatih vrec¢ah
ali silosih. S shranjevanjem krmnih mes$anic za kokosi nesnice z dodatki SANOX, vitamina
E, olj¢nih listov in oljéne pulpe ter njunih ekstraktov, smo zeleli ugotoviti, kateri od
dodatkov najbolje $¢iti masc¢obe v krmnih mesanicah pred lipidno oksidacijo. Oksidativno
stabilnost krmnih meSanic smo ovrednotili z merjenjem koncentracije primarnih in
sekundarnih produktov oksidacije maséob, kot so LP in TBARS. Spremljanje obsega
lipidne oksidacije v krmnih mesanicah je pomembno, saj so zdrave zivali predpogoj za
zdrave zivalske proizvode (Franki¢ in sod., 2008). Kljub pomembnosti monitoringa
oksidativnega kvarjenja pred krmljenjem Zivali pa je to podrocje slabo raziskano.

Izmerili smo tudi mascobnokislinsko sestavo svezih in tri mesece shranjenih krmnih
mesanic z dodatki. Vpeljali in uporabili smo enostavnej$i in hitri metodi za dolocevanje
vsebnosti LP ter TBARS v krmnih meSanicah. Rok uporabe tak$ne krme je obicajno tri
mesece, zato smo toliko ¢asa tudi v nasem poskusu opazovali spreminjanje vsebnosti LP in
TBARS.

Povpre¢na vsebnost LP v svezih vzorcih krmnih meSanic je znasala 28,6 &+ 6,5 nmol ekv. t-
BuOOH/g, najvisjo koncentracijo LP smo doloc¢ili v K+VITE (34,0 nmol ekv. t-
BuOOH/g), najnizjo v K-EOL (18,8 nmol ekv. t-BuOOH/g). VVsebnost LP v vzorcih svezih
krmnih mesanic z dodatkoma ekstraktov olj¢nih listov in pulpe je bila v primerjavi s
povpreéno vsebnostjo manjsa za 34,3 in 29,0 % (slika 7). ManjSi vsebnosti sta bili
posledica poteka iniciacijske faze oksidacije lipidov. Ker je bila v krmnih mesSanicah
K+VITE, K+OL in K+PU vsebnost LP povprecno 18,0 % vecja v primerjavi S

povpre¢jem, smo sklepali, da je v teh svezih vzorcih Ze potekala propagacijska faza. V
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taksnih vzorcih smo ze na podlagi zacetnih vsebnosti LP pricakovali, da bo obseg
oksidativnega kvarjenja mascob med shranjevanjem zelo velik, saj ve¢ja prisotnost LP v
krmi pomeni tudi veéjo vsebnost prostih radikalov, ki se lahko tako v verizni reakciji
tvorijo brez zacetnih iniciatorjev, pri tem pa nastaja vedno ve¢ peroksidnih radikalov in

posledi¢no lipidnih peroksidov (Skvarca, 2000a).

V poskusu smo ugotovili, da so bile maksimalne izmerjene vsebnosti LP v krmnih
mesanicah KONT, K+VITE, K+OL in pri K+EPU (preglednica 12) doseZzene Ze po prvem
tednu shranjevanja, medtem sta bili maksimalni izmerjeni koncentraciji LP pri K+SAN in
K+PU dosezeni po treh tednih shranjevanja, iz C¢esar lahko sklepamo, da sta dodatka
SANOX in oljéna pulpa rahlo zavrla lipidno oksidacijo v prvem tednu, saj je bila
maksimalna koncentracija LP doseZena kasneje (slika 7), v tretjem tednu, vendar je bil
obseg lipidne oksidacije manj$i. Najvecja izjema je bil dodatek ekstrakta olj¢nih listov,
kjer je bil maksimum dosezen Sele v 12-em tednu shranjevanja. Poleg tega je bila
maksimalna vsebnost LP v vzorcu K+EOL (38,2 nmol ekv. t-BuOOH/g) enkrat manjsa,
kot na primer v vzorcih KONT in K+VITE (92,6 in 93,5 nmol ekv. t-BuOOH/qg), kar
pomeni, da je dodatek ekstrakta oljénih listov mocno zavrl oksidativno kvarjenje krmne
mesanice, Saj je bil vrh propagacije dosezen kasneje, kot pri vseh ostalih krmnih mesanicah
(preglednica 12). Glede na to, da smo merili vsebnosti LP v tedenskih oz. dvotedenskih
intervalih, obstaja tudi verjetnost, da dejanskih maksimumov nismo zaznali.

V prvem mesecu shranjevanja se je v primerjavi z vzorci sveze krmne mesanice in Vzorci
KONT najslabSe izkazal dodatek olj¢nih listov. V krmni meSanici s tem dodatkom smo
izmerili najvec¢jo vsebnost LP (85,0 nmol ekv. t-BuOOH/qg) (preglednica 12). Vzrok za to
je bila lahko vec¢ja vsebnost surovih mascob v tej krmni mesanici, ki je bila za 17,6 %
vecja od povpre¢ja ostalih krmnih mesanic (preglednica 10). Posledi¢no so se morale
fenolne spojine z antioksidativno aktivnostjo »Zrtvovati« tudi za zaS¢ito mas€ob, ki so
izhajale iz olj¢nih listov, medtem pa so VNMK iz lanenega olja oksidirale. Prav tako je
povecan obseg oksidativnega kvarjenja mas€ob potekal v primerjavi s svezimi vzorci in
vzorci KONT v vzorcu K+VITE (slika 8). Vzroke za slabSo zas¢ito pred lipidno oksidacijo
K+VITE lahko pripisemo dejstvu, da je vitamin E pretezno in vivo antioksidant, ki v obliki
a-tokoferol acetata (kot smo ga dodali v krmo) v in vitro sistemih ne deluje kot
antioksidant (Machlin, 1991). Hamre in sod. (2010) so ugotovili, da lahko dodatek
mesSanice vitamina E in C uspe$no za$¢iti krmo za ribe pred lipidno oksidacijo. Vecina
drugih raziskovalcev zato ucinek dodanega vitamine E navadno doloca preko analize
zivalskih produktov (mesa ali jajc), saj se le-ta ucinkovito nalozi v tkivih in produktih

zivali, kjer uspeSno preprecuje oksidacijo masc¢ob med shranjevanjem (npr. med
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shranjevanjem jajc v hladilniku), kot so to dokazali Botsoglou in sod. (2012b). V
primerjavi z dodatkom vitamina E in dodatkom olj¢nih listov je v ostalih krmnih
mesanicah potekala propagacijska faza pocasneje in v nekaterih vzorcih v prvem mesecu
shranjevanja $e ni dosegla maksimuma (slika 7). Povpre¢na mese¢na vsebnost LP v vzorcu
K+EOL je bila v prvem mesecu, v primerjavi s svezo krmno meSanico, vecja le za 20,3 %

in v primerjavi z vzorcem KONT za 70,7 % manjsa.

V drugem mesecu shranjevanja smo dolo¢ili manj$e povprecne meseéne vsebnosti LP v
primerjavi z mesecem prej. Po dveh mesecih shranjevanja se je v primerjavi svezim
vzorcem vsebnost LP najbolj povecala v vzorcu K+EPU (za 100,4 %), kar lahko pripisSemo
majhni zacetni vsebnosti LP, mogoce pa tudi manjsi vsebnosti olevropeina in
hidroksitirozola v ekstraktu olj¢ne pulpe kljub relativno veliki vsebnosti oleozidov, kot so
pri analizi opazili Cardoso in sod. (2005) (preglednica 7). Najmanjso razliko v LP med
svezimi in dva meseca shranjenimi vzorci sSmo izmerili v vzorcu K+SAN (za 11,3 %
manj$o). V primerjavi z dva meseca shranjenim vzorcem KONT in mese¢nimi povprecji
ostalth vzorcev smo opazili manjSa odstopanja vsebnosti LP kot mesec prej, razen pri
dodatku olj¢nih listov, kjer je bila za 20,7 % vecja od vzorca KONT (slika 8). Dodatek
sinteti¢nega antioksidanta SANOX je v primerjavi s KONT za 23,7 % zmanjsal vsebnost
LP.

Tretji mesec shranjevanja smo prav tako kot oba meseca prej izmerili manjso vsebnost LP
v K+EOL v primerjavi z ostalimi krmnimi meSanicami. V primerjavi s svezimi krmnimi
mesSanicami je tudi tretji mesec shranjevanja, glede na mese¢no povprecje, najbolj odstopal
vzorec K+EPU (za 80,2 % vecja vsebnost LP), vendar je bilo odstopanje od tri mesece
shranjene mesanice KONT le 6 %. Vzrok za to je bil enak kot mesec prej (zaradi majhne

vsebnosti LP pred zac¢etkom shranjevanja) (slika 8).

V raziskavi shranjevanja krmnih mesanic za kozice Penaeus monodon in pitovne piscance
so avtorji to tezo potrdili, saj so odkrili izboljSanje oksidativne stabilnosti pri dodajanju
mesanice sintetiénih antioksidantov BHA in BHT. Bautista-Teruel in Subosa (1999) sta
ugotovila, da se je z dodatkom SANOX zmanjSala vsebnost LP in MDA med
shranjevanjem krmne meSanice za kozice z veliko vsebnostjo mascob (okoli 11,3 %),
bogatih z VNMK, pri 10 °C 10 tednov. Posledi¢no se je v tem poskusu statisticno znacilno
izboljSala tudi prezivitvena sposobnost kozic. Njobeh in sod. (2006) so ugotovili, da 60-
dnevno shranjevanje krmne meSanice za pitovne pis¢ance z dodatkom mesSanice
antioksidantov BHA in BHT pri 15 °C in 50 % vlaznosti znac¢ilno zmanjsa koli¢ino prostih

MK in vsebnost LP, vendar je bilo povedanje PS (peroksidnega $tevila) v njihovi $tudiji
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bistveno vegje (7-10-krat) v primerjavi z zaGetno vrednostjo PS (0,6 mekv/kg mascob), kot
smo ga izmerili v nadi raziskavi (2 - 4,5-kratno povecanje, zatetna PS 0,4 mekv/kg
mascob), kar je verjetno posledica sestave krmne meSanice, ki je vsebovala tudi ribjo

moko, v nasi raziskavi pa je bil vir mascobe laneno olje.

Preracunane vsebnosti LP v vzorcih posameznih krmnih meSanic z dodatki na kilogram
mascobe so pokazale na zelo majhen obseg oksidativnega kvarjenja mas¢ob v nasih
analiziranih krmnih mesSanicah. Najve¢je vsebnosti smo zaznali v vzorcih KONT in
K+VITE v prvem tednu shranjevanja, in sicer 1,22 mmol ekv. t-BuOOH/kg mascobe.
Vsebnosti LP v vzorcih drugih krmnih meSanic so bile malo manjse, najmanjse smo opazili
v vzorcu krmne meSanice z dodatkom ekstrakta olj¢nih listov. Kljub temu pa so vse
vsebnosti LP v vzorcih vseh krmnih meSanic v primerjavi s standardi, ki veljajo za
uzivanje mascob (olj) v prehrani ljudi, dale¢ pod dovoljeno mejo vsebnosti LP, saj je
dovoljena meja za hladno stiskana in deviska olja 15 mekv/kg mas¢obe (CODEX STAN
210-1999, CODEX STAN 19-1981). Na podlagi tega smo sklepali, da je bilo v krmne
meSanice dodano ekstra devisko laneno olje Ze samo po sebi dovolj zas¢iteno pred lipidno
oksidacijo in zato dodani sinteti¢ni in naravni antioksidanti niso imeli bistvenega ucinka
pri zaviranju le-te.

Terminacijska faza oksidacije lipidov je posledica njihove razgradnje v sekundarne
oksidacijske produkte kot so malondialdehid in druge spojine, ki jih v poskusu oznac¢ujemo
z oznako TBARS (s tiobarbiturno kislino reagirajoce snovi). Malondialdehid (MDA) je
glavni sekundarni produkt oksidacije VNMK s tremi ali ve¢ dvojnimi vezmi (Botsoglou,
2012b). Uporaben je za ugotavljanje celi¢nih poskodb (Grotto in sod., 2007). Je toksicen,
karcinogen, mutagen, se veze na lipide, beljakovine in nukleinske kisline ter inaktivira
ribonukleazo, poleg tega ima mocan vpliv na sprejemljivost krme zaradi poslabSanega
okusa, vonja in videza (Skvar¢a, 2000a; Franki¢ in Salobir, 2007). Zaradi vseh teh

dejavnikov je njegov monitoring pred krmljenjem Zivalim klju¢nega pomena.

V svezih krmnih meSanic smo dolo¢ili 40,0 + 10,9 nmol TBARS/g, najvecji odstopanji od
vzorca KONT (32,6 nmol/g) smo izmerili v vzorcih K+VITE in K+OL, kjer je bila
vsebnost TBARS 53,9 in 56,0 nmol/g krme (preglednica 14).

Glede na to, da smo merili vsebnosti TBARS enkrat na teden oz. enkrat na dva tedna,
obstaja tudi verjetnost, da dejanskih maksimumov nismo izmerili. Smo pa na podlagi
izvedenih meritev ugotovili, da so bile maksimalne vsebnosti TBARS v vzorcih KONT,
K+SAN in K+VITE dosezene po treh tednih shranjevanja (preglednica 14), v vzorcih
ostalih krmnih mesanic (K+OL, K+EOL, K+PU in K+EPU) pa so bile dosezene v zadnjem
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tednu shranjevanja vzorcev, kar je bila najbrz posledica pretvorbe primarnih oksidacijskih
produktov v sekundarne (slika 9). Vendar tega ne moremo trditi zagotovo, saj vzorcev
krmnih meSanic nismo shranjevali v kontrolirani atmosferi in nismo izracunali kinetike
lipidne oksidacije kot navaja Abram (1995). Na podlagi podatkov v literaturi, Kjer so
proucevali oksidacijsko stabilnost ekstra deviskega son¢ni¢nega olja v zaprtem sistemu pri
60 °C (Wardhani in sod., 2013), lahko predvidevamo, da pretvorba LP v sekundarne
produkte oksidacije, tudi v nasem poskusu, poteka hitro, Ceprav smo potek oksidacije

spremljali pri niZji (sobni) temperaturi.

Prvi mesec shranjevanja smo iz mese¢nih povpreCij izraCunali poveCanje vsebnosti
TBARS v vzorcih K+SAN, K+VITE, K+OL s povpre¢no vsebnostjo 66,7 nmol/g. Opazili
smo malo manjSe povecanje vsebnosti TBARS v vzorcih K+PU in K+EPU (povprecno
45,7 nmol/g) (preglednica 14). Izjema je bil dodatek ekstrakta olj¢nih listov, kjer se je
vsebnost TBARS celo zmanjsala v primerjavi s svezo krmno mesanico za 47,2 %. Tudi
dodatka oljéne pulpe in njen ekstrakt sta zavrla obseg nastanka TBARS za povprecno 24,2
% v primerjavi s svezo krmno meSanico. Kot smo pri¢akovali glede na velike vsebnosti
TBARS v vzorcih krmnih meSanic pred zaCetkom shranjevanja, sta se vsebnosti v vzorcih
K+VITE in K+OL povecali le za 33,5 in 17,8 % in sta v prvem mesecu dosegli maksimum.
Najbolj se je povecala vsebnost TBARS v vzorcu K+SAN (za 116,3 %) v primerjavi z
vzorcem sveze krmne meSanice (Slika 10). V primerjavi z en mesec shranjenim vzorcem
KONT in vzorci ostalih krmnih meSanic se je (enako kot v primerjavi s svezimi vzorci
krmnih meSanic) kot najboljsi zaviralec nastanka sekundarnih produktov oksidacije izkazal
dodatek ekstrakta oljénih listov, kjer je bila vsebnost TBARS za 74,5 % manjsa (slika 9).

Drugi mesec shranjevanja smo opazili zmanj$anje mese¢nih povprecij vsebnost TBARS v
primerjavi z mesecem prej, razen pri krmni meSanici z dodatkom ekstrakta oljénih listov,
kjer se je vsebnost TBARS povecala za 14,5 % (preglednica 14). ZmanjSanje vsebnosti
TBARS v vzorcih ostalih krmnih meSanicah je bilo najbrz posledica poteka terminacijske
faze LP in manj$e pretvorbe v TBARS. Verjetno je tudi, da lahko zmanjsanje sekundarnih
produktov lipidne oksidacije povezemo z dejstvom, da ima MDA kot glavni sekundarni
produkt lipidne oksidacije Sirok spekter spojin s katerimi lahko reagira (amini,
aminokisline, aminski sladkorji, nukleotidi in proteini) in z njimi tvori komplekse, ki pa jih
ne moremo izmeriti, ker ne reagirajo s TBA (Esterbauer, 1991, cit. po Botsoglou, 2012b).
Kljub temu smo najvecje odstopanje od sveze krmne izmerili v mese¢nem povprecju
vzorca K+SAN, kjer je bila vsebnost TBARS za 98 % vecja kot v svezi krmni meSanici
(slika 10). Tudi v tem mesecu je bila povprecna mesecna vsebnost TBARS v vzorcu

K+EOL za 39,5 % manjSa v primerjavi s svezimi vzorci krmnih meSanic. Prav tako je bila
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mesecna povprecna vsebnost TBARS od vseh krmnih meSanic v vzorcu K+EOL manjsa v
primerjavi z vzorcem KONT, in sicer za 60,2 % (slika 9).

Tretji mesec shranjevanja so bile mesecne povprecne vsebnosti TBARS malo povecane v
primerjavi z drugim mesecem shranjevanja, kar je bila najbrz posledica povecanja
vsebnosti LP, ki se je pojavila od 11-ega tedna naprej, razen pri K+EPU, kjer se je zacela
ze v 9-em tednu. Z razliko od ostalih se je Sele v tem tednu pravzaprav zacela
propagacijska faza LP v krmni meSanici z dodatkom ekstrakta olj¢nih listov, kar pomeni,
da je ta antioksidativni dodatek najbolje zadrzal lipidno oksidacijo masc¢ob v krmi in se je
pretvorba v sekundarne produkte najbrz Sele zacela. Med primerjavo vzorcev svezih
krmnih meSanic (pred zacetkom shranjevanja) ter tri mesece shranjenih krmnih meSanic
smo opazili, da so se vsebnosti TBARS pri vseh vzorcih povecale v primerjavi s svezimi
krmnimi meSanicami, in sicer najbolj v vzorcih K+SAN in K+EPU (slika 10). V primerjavi
S tri mesece shranjeno mesanico KONT in tri mesece shranjenimi krmnimi meSanicami z
dodanimi sinteti¢nimi ali naravnimi antioksidanti, smo opazili, da je vsebnost TBARS v
mesanici K+EOL ostala (enako kot oba meseca prej) manjsa od vzorca KONT, in sicer za
28,1 %, medtem pa je bila vsebnost pri vseh ostalih krmnih meSanicah vecja kot v
mesanici KONT (slika 9).

Glede na vsebnosti LP in TBARS smo ugotovili, da je bila vsebnost TBARS v vseh
vzorcih krmnih meSanic v drugem in tretjem mesecu shranjevanja enaka ali malo vecja kot
vsebnost LP, kar je bila najbrz posledica akumulacije TBARS med shranjevanjem. V
poskusu so se dodatki naravnih in sinteti¢nih antioksidantov izkazali za razli¢no
uc¢inkovite, in sicer so si vzorci krmnih meSanic z antioksidativnimi dodatki glede na
ucinkovitost zaviranja nastanka LP in TBARS sledili (od najmanj do najbolj u¢inkovitega):
K+OL > K+VITE > K+SANOX > K+PU > K+EPU > K+EOL. Razlike v obsegu lipidne
oksidacije med vzorci krmnih meSanic z dodano olj¢no pulpo, njenim ekstraktom in
ekstraktom oljénih listov so bile zelo majhne, s ¢imer smo potrdili hipotezo, da nekateri
stranski produkti olj¢éne industrije dovolj uspesno zaséitijo mascobe v krmnih mesanicah
pred lipidno oksidacijo. Kljub temu so bile razlike v naS§em poskusu med vsebnostmi LP
in TBARS krmnih meSanic z dodatki ali brez, v primerjavi z razlikami iz literature,
minimalne. Tako so npr. Hamre in sod. (2010) pri preverjanju oksidativne stabilizacije
krme za ribe izmerili bistvene razlike v vsebnosti TBARS med krmo brez dodatkov in
krmami z dodatki antioksidantov. Kar pomeni, da je bil obseg lipidne oksidacije v krmi
brez dodatka velik, zavrli so ga Sele dodatki, ki so bili kombinacija ve¢ razli¢nih
antioksidantov (askorbinske kisline, askorbil palmitata, ekstrakta rozmarina, meSanice

tokoferolov, citronske kisline, spermina, meSanice fosfatov in etoksikvina). Zato smo na
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podlagi te primerjave sklepali, da kljub manjSim razlikam v obsegu oksidativnega
kvarjenja, ni priSlo do razlik med krmnimi meSanicami, ¢emur je bil vzrok dodatek ekstra
deviskega lanenega olja, ki je Ze samo po sebi vsebovalo naravne antioksidante in je bilo
tako dovolj zas¢iteno pred lipidno oksidacijo. U¢inek dodatkov pri preprec¢evanju lipidne
oksidacije med shranjevanjem se tako ni mogel izraziti v celoti.

Do enakega sklepa je prisla tudi Lup$ina (2013), ki je v svoji magistrski nalogi raziskovala
vpliv krmljenja krmnih meSanic z dodatkom olj¢nih listov, pulpe in njunih ekstraktov
koko$im nesnicam na proizvodne lastnosti, antioksidativni status kokosi, fizikalne lastnosti
jaje ter njihovo oksidativno stabilnost. Kokosi je krmila s svezimi krmnimi meSanicami, ki
smo jih shranjevali in analizirali v naSem poskusu. Do zanimivih ugotovitev v istih krmnih
mesSanicah pa je prisel Smon (2013), ki je v svojem diplomskem delu analiziral hlapne
spojine svezih, pospeseno staranih in tri mesece shranjenih krmnih meSanic. Analiziral je
iste krmne meSanice, ki smo jih uporabili tudi v naSem poskusu. Ugotovil je, da je glede na
dolocitve hlapnih spojin najmanj oksidiral vzorec krmne meSanice z dodatkom oljénih
listov, glede na dolo¢itve MDA pa vzorec z dodatkom ekstrakta oljénih listov. Zaradi
velikega standardnega odklona pri dolo¢itvah MDA je sklepal, da je najbolj natanc¢na
doloc¢itev hlapnih spojin, in sicer je ugotovil, da je najboljsi pokazatelj lipidne oksidacije
heksanal.

Mascobnokislinsko sestavo in vsebnost maS¢obnih kislin smo dolocili v vzorcih sveZih in 3
mesece shranjenih krmnih meSanic pri sobni temperaturi. Najve¢jo razliko v vsebnosti a-
linolenske MK (C18:3 n-3) vzorcih svezih in shranjenih krmnih meSanic smo izmerili v
vzorcu K+OL, in sicer za 9,1 % manj$o vsebnost v shranjeni krmni meS$anici v primerjavi z
vzorcem sveze krme. Medtem smo najmanjSo razliko opazili v vzorcu K+EOL (1,3 %
manj$o), ki je po shranjevanju obdrzala najvecjo vsebnost a-linolenske MK med krmnimi
mesanicami (preglednica 15). Vsebnost linolne MK se je malo povecala na racun
oksidacije a-linolenske MK, poleg tega pa je skupna oksidacijska razgradnja obeh v manjsi
meri vplivala na malo povecan nastanek ENMK in NMK, kot so oleinska (ZC18:1),
stearinska (C18:0), margarinska (C17:0) in palmitinska (C16:0) MK (slika 11). V
vsebnosti NMK, ENMK, VNMK, n-3 VNMK in n-6 VNMK v vzorcih svezih in
shranjenih krmnih meSanicah je prislo do najvec¢jega poveCanja v vzorcu K+OL in
najmanjSega v vzorcu K+EOL, kar je pomenilo, da je dodatek ekstrakta olj¢nih listov od
vseh najbolj uspesno zascitil a-linolensko MK (preglednica 16 in slika 12). Dodatek olj¢ne
pulpe je le malo bolje kot ekstrakt olj¢nih listov zascitil $e n-6 VNMK. Razmerje med n-
3/n-6 VNMK je bilo med shranjevanjem krmnih mesSanic najbolj spremenjeno v vzorcu
K+OL (za 19,6 %) in najmanj v vzorcu K+EOL (1,5 %). Krmne meS$anice z razli¢nimi
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krmnimi dodatki so se glede na obseg sprememb v njihovi MK sestavi v treh mesecih
shranjevanja razvrstile po naslednjem vrstnem redu (od najmanj do najbolj dostopne
lipidni oksidaciji): K+EOL > K+PU > K+EPU > K+SAN > K+VITE > K+OL. Kljub temu
so bile razlike med odstopanji minimalne in bi lahko sklepali, da so bile lahko posledica
naklju¢nih napak pri doloCitvah posameznih MK. Na podlagi ugotovitev smo tudi pri
mascobnokislinski sestavi sklepali, da med krmnimi meSanicami ni prislo do bistvenih
razlik. Do enakih sklepov je prisel tudi Smon (2013).

V poskusu smo uporabili tudi novo metodo za dolocanje lipidnih peroksidov, saj
jodometri¢nega dolo¢anja (modificirano dolo¢evanje peroksidnega Stevila po Wheelerju)
LP v naSem poskusu ni bilo mogoce uporabiti zaradi velike koli¢ine pigmentov pri
ekstrakciji mascob. Zaradi slednjih pri titraciji izloCenega joda z raztopino Na;S,03 v
prisotnosti Skrobovice kot indikatorja ne bi pri§lo do Zelenega barvnega preskoka. Zato
smo za dolo¢evanje LP v krmnih mesanicah uporabili novo metodo PeroxiDetectTM Kita,
kot jo za doloCevanje primarnih produktov v substratih bogatih z mas¢obami priporoc¢a
podjetje Sigma-Aldrich. Ta metoda temelji na Ze uveljavljeni FOX-metodi, kjer se koli¢ina
LP doloca s koli¢ino tvorjenja barvnega kompleksa s ksilenol oranznim, kot posledica
oksidacije Fe** ionov. Metoda se je izkazala za hitro, enostavno, natanéno in ekolosko
manj sporno od dobro uveljavljene jodometriéne metode (DeLong in sod., 2002; Yildiz in
sod., 2003). Koli¢ino sekundarnih produktov oksidacije smo v poskusu dolocali s
tiobarbiturno kislino (TBA). Tako dolocevanje je v literaturi (Grotto in sod., 2007,
Seljeskog in sod., 2006 in Lykkesfeldt, 2001) opisano kot najSirSe uporabljeno, najhitrejse,
najcenej$e in je splo$no najenostavnejsi postopek za merjenje koli¢ine TBARS v vzorcih.
Uporabili smo spektrofotometri¢no tehniko, ki temelji na kolorimetri¢nem dolo¢evanju. To
tehniko smo uporabili, ker je spektrofotometer enostaven za uporabo, kar pomeni, da se
lahko monitoring oksidacijskih produktov izvaja tudi v slabSe opremljenih laboratorijih,
kot je npr. na farmi pred krmljenjem Zivali. Z metodama smo tako potrdili hipotezo, da je
dolo¢anje LP in TBARS mogoce s spektrofotometrijo opraviti natan¢no, preprosto in hitro

ter z ekolosko manj obremenjujo¢imi posledicami.
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6 SKLEPI

e Uvedli smo spektrofotometricno metodo za dolocevanje lipidnih peroksidov
(LP) s PeroxiDetectTM kitom. Obe uporabljeni metodi LP in s tiobarbiturno
kislino reagirajo¢e spojine (TBARS) omogocata hitro, enostavno, in natan¢no
dolo¢itev primarnih in sekundarnih oksidacijskih produktov v krmnih
mesanicah bogatih z n-3 VNMK.

e Pri dodatkih SANOX, vitamina E in olj¢nih listov nismo ugotovili vecjih

odstopanj v uéinkovitosti zaviranja lipidne oksidacije v primerjavi s KONT.

e Dodana pulpa in ekstrakta olj¢nih listov in pulpe so se izkazali za nekoliko
ucinkovitejSe pri zmanjSanju obsega lipidne oksidacije v primerjavi s KONT.

Najbolj u¢inkovit je bil dodatek ekstrakta olj¢nih listov.

e Pri dolocanju mascobnokislinske sestave krmnih meSanic smo ugotovili, da je
najbolj oksidirala a-linolenska MK. Razlike v oksidaciji VNMK med krmnimi

mesanicami z dodatki so bile minimalne.

e |z rezultatov raziskave lahko sklepamo, da je bila krma Ze sama po sebi zaradi
dodatka 6 % ekstra deviskega lanenega olja, ki prav tako vsebuje antioksidante,
dovolj zas¢itena, ali oksidacijski stres ni bil izzvan v dovolj veliki meri in zato
dodatki SANOX, vitamina E, oljénih listov, pulpe in ekstraktov iz njih niso
imeli vec¢jega vpliva na oksidacijsko stabilnost krmnih mesanic.
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7 POVZETEK

Neprimerno skladis¢enje krmnih meSanic, obogatenih z n-3 veCkrat nenasi¢enimi
mascobnimi kislinami (VNMK), lahko vodi do nastanka toksi¢nih produktov oksidacije
mascob v krmi, kot so lipidni peroksidi (LP) in razli¢ni aldehidi (TBARS) idr. Ker so vsi ti
za zivali in ljudi toksi¢ni, smo Zeleli v naSem poskusu med trimese¢nim shranjevanjem
krmnih meSanic z dodatki SANOX, vitaminom E in s stranskimi proizvodi olj¢ne
industrije (olj¢ni listi, pulpa in njuna ekstrakta) ugotoviti, ali lahko ti s svojim
antioksidativnim delovanjem zmanjs$ajo obseg oksidacijskega kvarjenja lipidov. Da bi to
ugotovili, smo v krmno meSanico pred zacetkom shranjevanja dodali 6 % ekstra deviSkega
lanenega olja. Obseg lipidne oksidacije v krmnih meSanicah z dodatki smo dolocali z
merjenjem vsebnosti nastalih LP in TBARS. Dolocali smo tudi mas¢obnokislinsko sestavo
pred in po shranjevanju, da bi ugotovili, v kolik$ni meri je oksidacija vplivala na vsebnosti
VNMK. Vpeljali smo tudi novo metodo za dolo¢anje vsebnosti lipidnih peroksidov s
PeroxiDetectTM kitom, ki je zaradi enostavnosti zelo primerna za dolo¢anje v laboratorijih

s slabSo opremo.

Krmne meSanice smo shranjevali v plasti¢nih posodah s priprtim pokrovom pri sobni
temperaturi (20 = 5 °C). Med poskusom smo vsak teden odvzeli en alikvot vsakega vzorca
in ga zamrznili pri temperaturi - 70 °C do analize. Osnovna krmna meSanica je bila pri
vseh enaka, dodali smo razlicne sintetiCne ali naravne antioksidante. Krmni meSanici
KONT nismo dodali antioksidantov, krmni meSanici K+VITE smo dodali 150 IU/ kg
vitamina E, krmna me$anica K+OL je imela dodan 1 % posusenih mletih olj¢nih listov,
krmna meSanica K+EOL je imela dodan etanolni ekstrakt iz ekvivalentne koli¢ine v krmo
dodanih (10 g/kg krme) olj¢nih listov, krmna meSanica K+PU je imela dodan 1 % dodatek
oljéne pulpe in krmna mesanica K+EPU je imela dodan etanolni ekstrakt iz ekvivalentne
koli¢ine v krmo dodane (10 g/kg krme) olj¢ne pulpe.

Iz rezultatov analiz krmnih mesanic med shranjevanjem smo sklepali, da dodatki SANOX,
vitamina E in olj¢nih listov niso bistveno odstopali v ucinkovitosti zaviranja lipidne
oksidacije krmnih mesanic v primerjavi s KONT, hkrati pa so se dodatki ekstrakta olj¢nih
listov in pulpe ter pulpa izkazali za nekoliko uc€inkovitejSe pri zmanjSanju obsega lipidne
oksidacije krmnih meSanic. Pri dolo¢anju mascobnokislinske sestave krmnih meSanic smo
ugotovili, da je najbolj oksidirala o-linolenska MK. Razlike v lipidni oksidaciji med
krmnimi meSanicami so bile minimalne, zato smo sklepali, da med njimi ni prislo do
bistvenih razlik v oksidaciji, saj je bila dovolj dobro zascitena ze osnovna krmna meSanica
KONT z dodatkom 6 % ekstra deviSkega lanenega olja, ki prav tako vsebuje antioksidante

in je samo po sebi dovolj zascitena pred lipidno oksidacijo.
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