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V raziskavi smo preucevali vpliv dodatkov vitaminov E in C, selena, njihove

kombinacije in s tanini bogatega ekstrakta lesa sladkega kostanja na proizvodne
lastnosti in oksidativni stres pitovnih pis¢ancev. V raziskavo, ki je trajala 40 dni,
smo vkljucili 600 dan starih petelintkov provenience ross 308. Enaindvajseti dan
smo zivali razdelili v Sest skupin, ki so bile krmljene s krmnimi meSanicami z
razli¢nimi dodatki: kontrolna skupina K (brez dodatka), skupina E (200 1U vitamina
E/kg), skupina C (250 mg vitamina C/kg), skupina Se (0,20 mg selena/kg), skupina
ECSe (200 IU vitamina E/kg, 250 mg vitamina C/kg in 0,20 mg selena/kg) in
skupina Fa (500 mg Farmatana BCO/Kkg). Zivali so bile krmljenje po volji. Tedensko
smo spremljali maso zivali, prirast, zauzivanje in izkoriS§€anje krme. Vpliv dodatkov
na oksidativni stres smo ovrednotili z merjenjem koncentracije vitamina E, vitamina
C in malondialdehida (MDA) v krvni plazmi ter antioksidativho kapaciteto v
mascobah (ACL) in v vodi (ACW) topnih antioksidantov v krvnem serumu. Na
podlagi rezultatov smo ugotovili, da dodatki vitamina E, vitamina C, selena in
taninov ne vplivajo na proizvodne lastnosti pis¢ancev. Kombinacija vitaminov E in
C ter selena, je zmanjSala zauzivanje krme, maso zivali in priraste. Dodatek
vitamina E in njegova kombinacija z vitaminom C in selenom sta poviSala
koncentracijo vitamina E in zniZala koncentracijo MDA v krvni plazmi. Dodatek
vitamina C je statisticno znaéilno povecal vsebnost v mascobah topnih
antioksidantov (ACL), medtem ko dodatek selena ali taninov ni vplival na
oksidativni status pitovnih piscancev.
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In our study effects of dietary supplementation with vitamin E, vitamin C, selenium,

their combination and tannins on growth performance and oxidative stress of
broilers were investigated. A total of 600, 1-day-old, ross 308 broilers were included
in the experiment. On the 21% day of the experiment, broilers were assigned to six
groups. The groups were fed ad libitum on basal diet, enriched with 5 % of cold
pressed linseed oil to increase oxidative stress and supplemented with: group K (no
supplement), group E (200 IU vit E/kg), group C (250 mg vit C/kg), group Se
(0,20 mg selenium/kg), group ECSe (200 U vit E/kg, 250 mg vit C/kg and 0,20 mg
selenium/kg) and group Fa (500 mg Farmatan BCO/kg). The experiment lasted 40
days. Body weight, body weight gain, feed intake and feed conversion ratio were
recorded weekly. The effect of dietary supplements on oxidative stress was
evaluated by measurement of vitamin E, vitamin C and malondialdehyde (MDA)
concentration in blood plasma and antioxidative capacity of lipid-soluble (ACL) and
water-soluble (ACW) antioxidants in serum. Based on the results we found that
supplementation of dietary vitamin E, vitamin C, selenium and tannins, did not
influenced growth performance, but combination of vitamin E, vitamin C and
selenium lowered feed intake, body weight and weight gain. Supplementation of
dietary vitamin E and also his combination with vitamin C and selenium, increased
concentration of vitamin E and decreased concentration of MDA in blood plasma.
Supplementation of dietary vitamin C significantly increased ACL, while
supplementation of selenium or tannins did not affect oxidative status of broilers.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ACL - antioksidativna kapaciteta v vodi topnih antioksidantov
ACW - antioksidativna kapaciteta v mas¢obi topnih antioksidantov
BHA - butilhidroksianizol

BHT - butilhidroksitoluen

DHK - dokozaheksaenojska kislina

DNK - deoksiribonukleinska kislina

EPK - eikozapentaenojska kislina

GC - plinska kromatografija

HPLC - tekoCinska kromatografija visoke locljivosti

VLDL - lipoproteini z zelo majhno gostoto

MDA - malondialdehid

MK - masc¢obne kisline

MPK - metafosforna kislina

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NMK - nasi¢ene mascobne kisline

TBARS - s tiobarbiturno kislino reagirajoce substance
TBK - tiobarbiturna kislina

TBHQ - butilhidroksikinon

TCEP - tris (2-karboksietil) fosfin

TCK - triklorocetna kislina

TEP - 1,1,3,3-tetraetoksipropan

VNMK - veCkrat nenasi¢ene masc¢obne kisline
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1 UVvOD

Pri intenzivni reji Zivali se pogosto sreCujemo z negativnimi vplivi oksidativnega stresa, saj
so zivali nenehno izpostavljene Stevilnim stresnim dejavnikom, za katere je znano, da
vplivajo na produktivnost in pocutje zivali (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Oksidativni
stres pri reji zivali je najveckrat posledica neprimernih temperatur, raznih bolezenskih stanj
in prehrane. Ker so zazeleni veliki prirasti, pride do povecanih energijskih potreb, ki jih
zauZivanje krme ne more enostavno slediti. Zato zivalim v krmo pogosto dodajamo vecje
koli¢ine maséob, predvsem v obliki rastlinskih olj, kot so son¢ni¢no, koruzno, palmino, v
primeru Kreiranja perutninskega mesa obogatenega z n-3 mascobnimi Kislinami tudi
laneno, repi¢no, sojino. Z dodajanjem rastlinskih olj v krmo pokrijemo povecane
energijske potrebe zivali, hkrati pa krmo lahko obogatimo z esencialnimi masc¢obnimi
kislinami in v mas¢obah topnimi vitamini (Volj&, 2012). Ceprav so rastlinska olja dober vir
esencialnih mas¢obnih kislin, so le-te podvrzene oksidaciji. Dodajanje rastlinskih olj v
krmo zivali zato poveca potrebe po antioksidantih.

Najpogosteje za zmanjSevanje negativnih vplivov oksidativnega stresa v organizmu v krmo
za zivali dodajamo vitamin E, ki je najpomembnej$i v mascobah topen antioksidant.
Nahaja se v celicnih membranah, kjer preprecuje nastanek veriznih reakcij pri oksidaciji
mascobnih kislin ter lovi proste radikale. Prosti radikali namre¢ hitreje reagirajo z
vitaminom E kot z veCkrat nenasi¢enimi mas¢obnimi kislinami (Eitenmiller in Lee, 2004).
Najbolj razsirjena in preuc¢evana izomera vitamina E je a-tokoferol, ki je lahko naravnega
(RRR-a-tokoferol) ali sinteti¢nega izvora (all-rac-a-tokoferol) (Rudan-Tasi¢, 2000).

Pogosto v krmo za zivali dodajamo tudi vitamin C. Na zraku in svetlobi je zelo neobstojen.
Je najpomembne;jsi v vodi topen antioksidant in v telesu deluje kot reducent. Vitamin C je
sposoben reducirati oksidirano obliko vitamina E nazaj v aktivno obliko (Mukai in sod.,
2005), poleg tega pa v vodnem okolju inaktivira kisikove reaktivne spojine (hidroksilne
radikale, singletni kisik in superoksidne anionske radikale) (Whitehead in Keller, 2003).

Za izboljSanje oksidativnega statusa zivali, bi poleg vitamina E in vitamina C, v krmo
lahko dodali tudi selen. Selen je namre¢ sestavni del encima glutation peroksidaza, za
katerega je znano, da ScCiti celice pred prostimi radikali. Selen lahko dodajamo v
anorganski (obi¢ajno natrijev selenit) ali organski (obi¢ajno vezan v aminokisline namesto
zvepla) obliki. Anorganski selen se v Crevesju absorbira kot mineral, organski pa kot
aminokislina, tako da se lahko nalaga v tkiva in miSice (Dvorska in Surai, 2006).

Za izboljSanje oksidativnega statusa se v zadnjem casu, kot dodatek vse bolj uveljavljajo
rastlinski dodatki, Se posebej polifenoli. Med polifenole uvrs¢amo tudi tanine. Delimo jih
na kondenzirane, hidrolizirajoe in kompleksne tanine (Aguilera-Carbo in sod., 2008).
Tanini se v krmo Zivali dodajajo predvsem =zaradi antimikrobnega delovanja
(Mueller-Harvey, 2006), njihova antioksidativna vloga pa je Se slabo raziskana.
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V raziskavi smo zeleli ugotoviti ali:

- dodatki vitaminov E in C, Se, njihove kombinacije ter tanina v krmo za pitovne
pis¢ance povecajo vsebnost vitamina E in vitamina C v krvni plazmi,

- dodatki vitaminov E in C, Se, njihove kombinacije ter tanina v krmo za pitovne
pis¢ance zmanjsa lipidno oksidacijo in vivo ter tako povecajo antioksidativno kapaciteto
organizma in zmanj$ajo tvorbo toksi¢nih aldehidov, kot je malondialdehid (MDA),

- Je dodatek kombinacije vitaminov E in C ter selena pri zmanjsanju oksidativnega stresa
bolj uc¢inkovit kot vsak posamezni dodatek.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 OKSIDATIVNI STRES

V organizmu so prosti radikali (prooksidanti) in antioksidanti v stalnem ravnotezju. Kadar
se ravnotezje med prostimi radikali in antioksidanti porusi, govorimo o oksidativnem
stresu. Posledica porusenega ravnotezja so oksidativne poSkodbe, ki se kazejo v
spremembah celi¢nih makromolekul, celi¢ni smrti, ki je posledica apoptoze ali nekroze in
v strukturnih poskodbah tkiv (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).

Prosti radikali so zelo reaktivne in nestabilne oblike atomov, molekul in ionov z vsaj enim
neparnim elektronom, ki poSkodujejo celi¢ne strukture, vkljucno z nukleinskimi kislinami
in geni. So stranski produkti celi¢ne presnove in posledica dejavnikov okolja (UV in gama
zarki, toplota, kajenje, onesnazeno okolje itd.) ter nekaterih zdravil in snovi kot so
aflatoksini, alkohol, analgetiki, anestetiki, citostatiki itd. (Korosec, 2000).

Proste radikale najpogosteje povezujemo z njihovimi $kodljivimi posledicami, vendar
organizem proizvaja proste radikale tudi za zas¢ito pred mikroorganizmi, pomembni pa so
tudi pri procesih celi¢nega signaliziranja in pri regulaciji apoptoze. Sami prosti radikali ne
povzrocajo tezav. TeZave nastanejo ob neravnovesju med prostimi radikali in antioksidanti.
Antioksidanti namre¢ pretvorijo proste radikale v stabilne spojine oz. preprecijo njihov
nastanek (Frankic¢ in Salobir, 2007).

Posledica delovanja prostih radikalov se pri ljudeh kaze v povecanju dejavnikov tveganja
za razvoj razlicnih bolezni in poskodb tkiv. KoroSec (2000) je med te uvrstil bolezni
oziroma poskodbe plju¢ (emfizem, astma), oCi (siva mrena, degeneracija rumene pege),
srca in ozilja (ishemija, ateroskleroza), koze (dermatitis, maligni melanom), ledvic
(avtoimuna nefroza, kroni¢no odpovedovanje ledvic), miSic (multipla skleroza, misi¢na
distrofija), prebavil (ulkusi, diabetes), osrednjega zivcevja (Parkinsonova bolezen,
epilepsija), krvi (anemije, malarija) ter druge bolezni kot so revmatoidni artritis, lupus in
ishemija.

Negativni vpliv oksidativnega stresa se prav tako kaze pri zivalih. Najveckrat je povezan z
neprimernim okoljem (temperatura, zracenje hleva, gostota naselitve, dostopnost krme in
vode) (Sahin in sod., 2001), raznimi bolezenskimi stanji (plju¢na hipertenzija, vodenica,
kokcidioza) (Georgieva in sod., 2006) ter prehrano (vecja vsebnost veckrat nenasicenih
mascobnih kislin (VNMK) v obroku, prisotnost toksinov in kovinskih ionov v krmi)
(Lauridsen in sod., 1997; Gao in sod., 2010).

Negativni vplivi oksidativnega stresa pri zivalih so bili predmet Stevilnih raziskav. Altan in
sod. (2003) so pitovne piséance izpostavili visokim temperaturam (38 + 1 °C). Zanimalo
jih je, kako toplotni stres vpliva na lipidno peroksidacijo in oksidativni stres. Vpliv so
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merili z vsebnostjo malondialdehida (MDA) v krvni plazmi. Skupina pis¢ancev, ki je bila
izpostavljena toplotnemu stresu, je imela ve¢jo vsebnost MDA v plazmi od kontrolne
skupine, kar pomeni da je toplotni stres povecal lipidno oksidacijo in oksidativni stres v
organizmu.

Znano je, da tudi okuzba s kokcidiji pove¢a oksidativni stres. Koinarski in sod. (2005), so
spremljali antioksidativni status pi§€ancev pitancev po okuzbi s patogeno bakterijo Eimeria
acervulina, ki povzro¢a kokcidiozo. OkuZeni pis¢anci so imeli ve¢jo vsebnost MDA v
krvni plazmi ter manjSe vsebnosti vitaminov. OkuZzene zivali so bile lazje, so slabSe
prirascale in slabse izkorisc¢ale krmo.

Tudi dodatek olja, Se posebej oksidiranega, negativno vpliva na oksidativni stres, vendar so
si rezultati raziskav vpliva oksidiranega olja v krmi, v primerjavi s svezim oljem, na
proizvodne rezultate in oksidativni stres pri pitovnih pis¢ancih nasprotujoc¢i. Engberg in
sod. (1996), so v krmo piséancev pitancev dodali 11 % oksidiranega rastlinskega olja (9 %
repi¢no in 2 % sojino olje). Piscanci, ki so jim v krmo dodali oksidirano rastlinsko olje so
imeli slabSe proizvodne rezultate, povecano vsebnost MDA in manjSe vsebnosti
a-tokoferola, B-karotena in luteina v krvni plazmi v primerjavi s pis¢anci, ki so jim v krmo
dodali sveze olje. Tavarez in sod. (2011) so v krmo pitovnih pis¢ancev dodali 4 %
oksidirano ali sveze sojino olje. Ugotovili so, da oksidirano sojino olje v krmi, v primerjavi
s svezim S0jinim oljem, poslabsa proizvodne rezultate in zniZa vsebnost vitamina E in A v
krvni plazmi, vendar pa med zivalmi, ki so dobivale s krmo oksidirano ali sveze sojino olje
ni bilo razlik v vsebnosti MDA v krvni plazmi. Prav nasprotno Zhang in sod. (2011) med
oksidiranimi in svezimi masc¢obami Vv Krmi (meSanica zivalske in rastlinske masc¢obe) niso
ugotovili razlik v proizvodnih rezultatih. Je pa krma z oksidiranimi mas¢obami povecala
oksidacijo masc¢ob v krvni plazmi, ki so jo dolocili z merjenjem s tiobarbiturno kislino
reagirajo¢imi spojinami (TBARS), in s tem povzrocila oksidativni stres. Ugotovili so tudi,
da dodajanje antioksidantov v krmo zniZa oksidacijo masc¢ob prsni misici, kar pomeni, da
dodatek antioksidantov v krmo zmanjSa oksidativni stres.

Vkljucevanje vecjih kolicin mascob v krmo je eden glavnih povzrociteljev oksidativnega
stresa. V intenzivni reji je zazelen hiter prirast, kar privede do povecanih energijskih potreb
zivali. Zato v njihovo krmo pogosto vklju¢ujemo vecje koli¢ine mascob, predvsem v obliki
rastlinskih olj, ki vsebujejo VNMK. Rastlinska olja (laneno, palmovo, sojino, repi¢no) v
krmi zivali predstavljajo bogat vir energije, nekatera pa krmo tudi obogatijo z esencialnimi
VNMK in v mas¢obah topnimi vitamini (Volj¢, 2012). VNMK se uc¢inkoviteje absorbirajo
kot nasicene mascobne kisline (NMK), vendar so bolj dovzetne za oksidacijo (Lauridsen in
sod., 1997).

Esencialnih VNMK organizem ne more sintetizirati, zato jih moramo zagotoviti s hrano.
Med esencialne Stejemo n-6 in n-3 VNMK. Esencialna VNMK iz skupine n-6 je linolna
kislina, iz skupine n-3 pa linolenska. 1z linolne kisline v organizmu nastane arahidonska
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kislina, iz linolenske pa eikozapentaenojska (EPK) in dokozaheksaenojska kislina (DHK).
Nastale VNMK so pomembne sestavine celicnih membran in prekurzorji za sintezo
eikozanoidov. 1z n-6 VNMK nastanejo eikozanoidi, ki pospesujejo vnetne procese, iz n-3
VNMK pa eikozanoidi, ki te procese zavirajo. Provnetni eikozanoidi, ki so derivati
arahidonske Kkisline, poveCujejo tveganje za razvoj kardiovaskularnih bolezni, vnetnih
bolezni, debelosti, raka in depresije. EPK in DHK v prehrani delno nadomestita
arahidonsko Kislino, kot osnovo eikozanoidov v celi¢énih membranah in s tem omejita
nastanek provnetnih eikozanoidov (Wall in sod., 2010). Zato je vklju¢evanje n-3 VNMK v
prehrano zelo pomembno, saj s tem pozitivno vplivamo na zdravje. Ker pa so VNMK
podvrzene oksidaciji, se povecajo potrebe po antioksidantih.

2.2 METODE ZA MERJENJE OKSIDATIVNEGA STATUSA ORGANIZMA

Oksidativni status organizma lahko ugotavljamo direktno preko poSkodb DNK ali
indirektno preko oksidacijskih produktov, z merjenjem koncentracije sekundarnih
produktov lipidne peroksidacije, ki je lahko posledica ali vzrok oksidativnega stresa.
Najpogosteje se kot pokazatelj lipidne peroksidacije uporablja merjenje koncentracije
MDA.

2.2.1 Malondialdehid

Pri lipidni peroksidaciji nastane iz VNMK vrsta produktov, med katerimi so najpogoste;jsi
aldehidi. MDA je aldehid, ki najveckrat nastane kot posledica oksidacijske razgradnje
tistih VNMK, ki imajo ve¢ kot dve dvojni vezi. V tkivih sesalcev sta to predvsem
arahidonska in DHK kislina (Esterbauer in sod., 1991), v krmi pa linolenska kislina, Ki
oksidira 10-krat do 15-krat hitreje kot oleinska kislina (Madhavi in sod., 1996). MDA je
zelo reaktivna spojina, za katero predvidevajo, da je kancerogena, mutagena, toksi¢na za
jetrne celice in da je pobudnik razli¢nih nezaZelenih reakcij. Reagira lahko z lipidi in
beljakovinami, inaktivira ribonukleaze ter druge encime in se kovalentno veze na
nukleinske kisline (Jese Janezi¢, 2001).

Koncentracijo MDA lahko dolo¢amo s tekocinsko kromatografijo visoke locCljivosti
(HPLC) ali s plinsko kromatografijo (GC) (Esterbauer in Cheeseman, 1990). Osnova
dolocanja koncentracije MDA s HPLC je derivatizacija MDA s tiobarbiturno Kislino
(TBK). Pri tem nastane obarvan kompleks molekule MDA in dveh molekul TBK
(MDA-TBK3), ki ga po lo¢evanju s HPLC zaznamo z uporabo UV VIS detektorja
(Chirico, 1994). Za potek reakcije je potrebno kislo okolje ter visoka temperatura. V
kislem okolju kompleks MDA z biomolekulami hitro hidrolizira, pri ¢emer se sprosti
MDA, hkrati pa kislo okolje sluZi kot katalizator za reakcijo MDA s TBK ter zagotavlja
ustrezen pH (Bird in Draper, 1984). Za preprecevanje lipidne peroksidacije med pripravo
vzorca je potrebno dodati antioksidant butilhidroksitoluen (BHT) (Templar in sod., 1999).
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2.2.2 Antioksidativna kapaciteta

Oksidativni status organizma lahko ugotavljamo tudi z merjenjem antioksidativne
kapacitete, za kar so v literaturi opisane Stevilne analitske metode (Prior in sod., 2005). Ena
od teh je merjenje kemiluminiscence z aparatom Photochem (Analytik Jena, Nemcija).

Doloc¢anje antioksidativne kapacitete z aparatom Photochem (Analytik Jena, Nemcija)
temelji na zelo hitrem fotokemijskem generiranju superoksidnih anionskih radikalov, z
obsevanjem luminola z UV svetlobo (Popov in Lewin, 1996). Nastali superoksidni
anionski radikali reagirajo z antioksidanti iz vzorca v posebni preto¢ni reakcijski celici,
kamor pre¢rpavamo vzorec ter nato z merjenjem kemiluminiscence spremljamo potek
kemijske reakcije med preseznimi superoksidnimi anionskimi radikali in luminolom. S
kemiluminiscenénim detektiranjem lahko zaznamo Ze manj kot nmol antioksidantov.
Proizvajalec (Analytik Jena, Nemcija) proizvaja Ze pripravljene reagencne komplete za
doloc¢anje v masc¢obah topnih (ACL) in v vodi topnih (ACW) antioksidantov.

Doloc¢anje antioksidativne kapacitete v masc¢obah topnih antioksidantov (ACL), temelji na
spremljanju obsega inhibicije kemiluminiscencnega signala, zaradi antioksidantov v
vzorcu (Popov in Lewin, 1996). Obseg inhibicije kemiluminiscen¢nega signala je razlika
med povrsino signala pri neinhibirani reakeiji, Kjer v vzorcu ni antioksidantov in povr$ino
signala delno inhibirane reakcije, kjer vzorec vsebuje antioksidante. Aparat Photochem
pred merjenjem umerimo s katerimkoli v mas¢obah topnim antioksidantom.

Doloc¢anje antioksidativne kapacitete v vodi topnih antioksidantov (ACW), je merjenje
zakasnitvenega ¢asa (lag time) reakcije (Popov in Lewin, 1999). Antioksidanti iz vzorca na
zaCetku merjenja reagirajo s prostimi radikali in jih nevtralizirajo, kar se kaze z zelo
nizkim signalom na detektorju. Ko se antioksidanti v vzorcu porabijo, za¢nejo presezni
radikali reagirati z luminolom. Pri tem se spros¢a svetloba. Posledi¢no pride do
povecevanja signala na detektorju. Aparat Photochem pred merjenjem umerimo s
katerimkoli v vodi topnim antioksidantom.

Prednosti uporabe metode merjenja kemiluminiscence z aparatom Photochem so
razmeroma kratek ¢as merjenja (180 sek. za dolo¢itev ACL ter do 120 sek. za dolocitev
ACW), visoka obcutljivost, moznost umerjanja aparata z razliénimi antioksidanti ter
uporaba superoksidnega anionskega radikala, ki je prisoten tudi v telesu. Slabosti uporabe
metode merjenja kemiluminiscence z aparatom Photochem so dragi, ze pripravljeni
reagenti, katerih sestave to¢no ne poznamo, majhna baza podatkov, saj je metoda relativno
nova, prav tako pa $e ne poznamo popolnoma mehanizma reakcij (Prior in sod., 2005).

Z omejevanjem dejavnikov, ki povzrocajo lipidno peroksidacijo, lahko vplivamo na
nastanek njenih produktov, kot so prosti radikali in aldehidi. Posledi¢no s tem zmanjSamo
oksidativni stres. Na zmanjSanje oksidativnega stresa lahko vplivamo tudi z zadostnim
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vnosom antioksidantov, s ¢imer lahko povecamo antioksidativno kapaciteto ter izboljsamo
zdravstveno stanje zivali.

2.3 ANTIOKSIDANTI

Zaradi izpostavljenosti prostim radikalom iz razli¢nih virov, so organizmi razvili vrsto
obrambnih mehanizmov. Obrambni mehanizmi pred oksidativnim stresom, ki je posledica
prostih radikalov, so popravljalni mehanizmi, preventivni mehanizmi, antioksidativna
obramba in fizi¢na obramba (Valko in sod., 2007). Antioksidanti so naravne ali sinteti¢ne
snovi, ki ze v majhnih koliinah preprecujejo ali zavirajo nezazelene oksidativne
spremembe v bioloskih sistemih, kamor sodijo Zivi organizmi ter hrana oziroma krma
(Salobir, 2000).

Antioksidanti zavirajo oksidativne verizne reakcije brez vkljuCevanja vanje, s
preprecevanjem in zadrZzevanjem vstopa nastalih prostih radikalov v oksidativne verizne
reakcije. Tako preprecujejo oksidacijo bioloSko pomembnih molekul v organizmu, ki so
tarCe prostih radikalov (beljakovine nukleinske kisline in lipidi) (Franki¢ in Salobir, 2007).
Antioksidante v organizmu delimo po izvoru na endogene in eksogene. Endogene
antioksidante tvori organizem sam, eksogene pa dobimo s hrano. Vendar pa moramo tudi
nekatere esencialne elemente, ki sestavljajo endogene antioksidante dobiti s hrano (Kreft in
sod., 2000). Eden taks$nih elementov je selen, ki je esencialen za izgradnjo Se-glutation
peroksidaze.

Endogene komponente antioksidativnega sistema (Papas, 1999):

- glutation (GSH), Se-glutation peroksidaza,

- Fe-katalaza,

- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH),

- ubikinol-10 (reducirani koencim Q1p),

- Mn, Cu, Zn-superoksid dismutaza (SOD),

- secna kislina,

- lipojska kislina,

- hormoni z antioksidativno aktivnostjo (melatonin, estrogen idr.),

- beljakovine, ki vezejo kovine (albumin ter na albumin vezani tioli in bilirubin,
transferin, ceruloplazmin, haptoglobin in hemopeksin).

Prehranski in eksogeni antioksidanti (Papas, 1999):

- tokoferoli in tokotrienoli (vitamin E),

- askorbinska kislina (vitamin C),

- vitamin A in karotenoidi (B-karoten, likopen, lutein idr.),

- Se in drugi kovinski elementi potrebni za delovanje antioksidativnih encimov,
- fitokemijske spojine z antioksidativno aktivnostjo,
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- prehranski in drugi dodatki (koencim Q1o glutation, lipojska kislina idr.),

- prehranski antioksidanti (butilhidroksianizol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT), propil
galat idr.).

Antioksidante lahko delimo glede na topnost ter na to ali so sinteticnega ali naravnega
izvora. V vodi topni antioksidanti so vitamin C, glutation, flavonoidi, se¢na kislina idr., v
mascobah topni antioksidanti pa so vitamin E, ubikinon (koencim Qio), karotenoidi (B-
karoten, likopen) idr. (Korosec, 2000).

Sinteti¢ni antioksidanti se zaradi svoje u¢inkovitosti in nizke cene najpogosteje uporabljajo
kot konzervansi. Najpogosteje se uporabljajo sinteti¢ni antioksidanti, ki izhajajo iz fenolne
strukture, kot so BHA, BHT in terciarni butilhidroksikinon (TBHQ) ter dodecil, propil
galat in oktil galat (Fellenberg in Speisky, 2006). Ob sinteti¢nih antioksidantih je
najpogosteje uporabljen antioksidant za preprecevanje lipidne peroksidacije vitamin E. Kot
dodatek v krmo se vec¢inoma uporabljata sinteticna (all-rac-tokoferol) ali semi-sinteti¢na
razli¢ica (a-tokoferil acetat), ki pa sta po svoji ucinkovitosti slabSa od naravne oblike
a-tokoferola (Frankic in Salobir, 2007).

Med najpomembnej$e naravne antioksidante sodijo tokoferoli in askorbinska Kislina.
Ostale naravne molekule z antioksidativnimi lastnostmi so karoteni ([3-karoten, likopen,
lutein, astaksantin, zeaksantin in kantaksantin), flavonoidi (katehini, kvercetin, rutin,
morin) ter neflavonoidni fenoli (rosmanol in rosmaridifenol). Naravni antioksidanti so
obicajno prisotni v delih rastlin (v listih, lubju, semenih in plodovih) (Fellenberg in
Speisky, 2006). Dimitrios (2006) kot vir naravnih antioksidantov navaja razli¢no sadje
(jagodicevje, CeSnje, grozdje, slive, jabolka, hruske, kivi, citruse), zelenjavo (jajéevce,
articoke, petersilj, rabarbaro, cvetaco, fizol, Spinaco), zeliS¢a in za¢imbe (rozmarin, Zajbelj,
origano, timijan, ingver), ¢rni in zeleni ¢aj ter ovseno, pSeni¢no in rizevo moko.

O oksidativnem stresu govorimo, ko je ravnotezje med oksidanti in antioksidanti poruseno
v korist oksidantov in v tem primeru je sposobnost posameznega antioksidanta za
zmanj$evanje oksidativnega stresa odvisna od njegovih lastnosti. Zato se delovanje
razli¢nih antioksidantov v organizmu med seboj razlikuje. Vitamin E je najpomembne;jsi v
mascobah topen antioksidant. Je sestavni del celiénih membran. Membranske lipide $¢iti
pred napadom prostih radikalov in tako preprecuje lipidno peroksidacijo. V vodi topni
antioksidanti (vitamin C, polifenoli, glutation, koencim Qi) pa $¢itijo molekule in
strukture pred napadom prostih radikalov v vodnem okolju ter sodelujejo pri regeneraciji
drugih antioksidantov. Vitamin C, glutation in katehini so namre¢ sposobni reducirati
oksidirane oblike vitamina E nazaj v njegovo aktivno obliko in ga s tem narediti ponovno

sposobnega za lovljenje prostih radikalov (Mukai in sod., 2005).
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2.3.1 Vitamin E

Vitamin E je skupno ime za kemijsko med seboj podobne spojine, ki so metilni derivati
tokola. Med seboj se razlikujejo le po poloZaju in Stevilu metilnih skupin na benzenovem
obro¢u. Tako lo¢imo spojine, ki imajo v stranski verigi same nasicene vezi (a-, -, y- in
o-tokoferoli), in spojine, ki imajo v stranski verigi tri nenasicene vezi (a-, B-, y- in
o-tokotrienoli). Vse omenjene spojine so biolosko aktivne in imajo antioksidativne
lastnosti. Najbolj razsirjena in najbolj preucena je izomera a-tokoferola (in zato pogosto
kar sinonim za vitamin E). a-tokoferol, ki ga dodajamo kot antioksidant, je lahko
naravnega (RRR-a-tokoferol) ali sintetiénega izvora (all-rac-a-tokoferol). Sinteti¢no
pridobljeni all-rac-a-tokoferol ima manjSo biolosko aktivnost kot naravni RRR -a-tokoferol
(Rudan-Tasic¢, 2000).

a-tokoferol je najpomembnejSi v mascobi topen antioksidant. Nahaja se v celi¢nih
membranah. Lovi peroksilne proste radikale in s tem preprecuje nastanek veriznih reakcij
pri oksidaciji mas¢obnih kislin. Prosti radikali namre¢ hitreje reagirajo z a-tokoferolom kot
z VNMK. o-tokoferol odda vodikov proton lipidnim peroksilnim radikalom. Pri tem
nastane a-tokoferoksilni radikal, ki je relativno stabilen, nereaktiven in veliko bolj obstojen
kot radikali, ki nastanejo pri oksidaciji VNMK (Eitenmiller in Lee, 2004). Nekateri v vodi
topni antioksidanti nastali a-tokoferoksilni radikal reducirajo nazaj v njegovo aktivno
obliko (Mukai in sod., 2005).

Pozitivne ucinke vklju¢evanja vitamina E v krmo pitovnih pis¢ancev so potrdile Stevilne
raziskave. Englmaierova in sod. (2011) so preucevali vpliv dodajanja vitamina E (0, 50 ali
100 mg/kg) na koncentracijo vitamina E v tkivih in oksidativno stabilnost mesa. Ugotovili
so, da dodatek vitamina E v krmo pitovnih pis¢ancev poveca koncentracijo vitamina E in
zniza koncentracijo MDA v stegenski miSici ter s tem izboljSa oksidativno stabilnost mesa.
Niu in sod. (2009) so pitovne pis¢ance izpostavili toplotnemu stresu (temperatura je nihala
med 23,9 °C in 38 °C). Hkrati so pis¢ancem v krmo dodajali vitamin E (0, 100 ali 200
mg/kg). Ugotovili so, da dodatek vitamina E v krmo zmanjSa negativne vplive toplotnega
stresa. Do podobnih ugotovitev so prisli Sahin in sod. (2001), ko so pis¢ance prav tako
izpostavili visoki temperaturi (32 °C) in jim v krmo dodajali razlicne koncentracije
vitamina E (0, 62,5, 125, 250 ali 500 mg/kg). Ugotovili so, da so visje koncentracije
dodanega vitamina E v krmo, uspesneje zmanjsujejo negativne vplive toplotnega stresa, Ki
so ga ovrednotili z merjenjem koncentracije MDA, vitaminov E in A ter nekaterih
mineralov v krvni plazmi. Za zmanjSevanje negativnih posledic toplotnega stresa
priporocajo dodatek 250 mg vitamina E na kilogram krme.

2.3.2 Vitamin C

Vitamin C je najpomembnej$i v vodi topen antioksidant. V telesu deluje kot reducent.
Njegova reducirana oz. osnovna oblika je askorbinska kislina. Najpomembnejsa kemijska
lastnost vitamina C je reverzibilni oksidacijsko-redukcijski proces med askorbinsko in
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dehidroaskorbinsko kislino (Rudan-Tasi¢, 2000). Ta redoks sistem je osnova primarne
fizioloske aktivnosti vitamina C in je odgovoren za mnoge biokemiCne reakcije v
rastlinskem in Zzivalskem organizmu (Davey in sod., 2000). Antioksidativna lastnost
vitamina C je regeneracija oksidiranega vitamina E (Mukai in sod., 2005). Askorbinska
kislina a-tokoferoksilnemu radikalu najprej odda en elektron in se oksidira do
monodehidroaskorbinske  kisline. Ko odda Se drugi elektron, se tvori
dehidroksiaskorbinska kislina (oksidirana oblika vitamina C), ki pa ni reaktivna in prekine
verizno reakcijo lipidne peroksidacije. Dehidroaskorbinska kislina se s pomocjo glutationa,
NADP in NADPH ali ubikinona reducira nazaj v osnovno obliko (Jacob, 1995). Druga
antioksidativna lastnost vitamina C je, da inaktivira kisikove proste radikale (hidroksil,
singletni kisik in superoksid). To kaze na sinergisticno delovanje z encimi, ki §¢itijo celice,
kot so superoksid dismutaza, glutation peroksidaza in katalaza (Whitehead in Keller,
2003).

Veliko raziskav je potrdilo, da dodajanje vitamina C v krmo perutnine zmanjSa negativne
vplive toplotnega stresa. Vathana in sod. (2002) so pri pitovnih pis¢ancih spremljali vpliv
dodajanja vitamina C (0, 20 ali 40 mg na piscanca na dan) na proizvodne lastnosti v
poletnih mesecih. Dodatek vitamina C je izboljsal proizvodne lastnosti pis¢ancev. Podobne
rezultate so dobili Ghazi in sod. (2015). Pis¢ance so izpostavili temperaturi 38 °C in jim v
krmo dodajali 200 mg vitamina C na kilogram krme. Poleg izboljSanih proizvodnih
lastnosti piS¢ancev, so ugotovili tudi, da je dodatek vitamina C povisal koncentracijo
vitamina C v serumu, ni pa vplival na koncentracijo MDA v serumu. Lohakare in sod.
(2005) so pitovnim piS€ancem v obic¢ajnih pogojih reje v krmo dodajali razli€ne
koncentracije vitamina C (0, 10, 50, 100, 200 ppm). Dodatek vitamina C je izboljsal
proizvodne lastnosti, prebavljivost energije, beljakovin in mascob in povisal koncentracijo
vitamina C v plazmi in jetrih.

2.3.3 Selen

Selen je esencialni mikroelement. Je sestavni del encima glutation peroksidaze, za katerega
je znano, da §¢iti celice pred prostimi radikali. V naravi najdemo selen v anorganski obliki
in vezanega v organskih spojinah. Selen v anorganski obliki najdemo v razli¢nih mineralih
v obliki selenita, selenata in selenida. Selen v "organski obliki" pa je vezan na razli¢ne
aminokisline, kot sta metionin in cistein (Surai, 2002). V naravi je najpogoste;jsi vir selena
v prehrani zivali selenometionin (Combs in Combs, 1984). Anorganski in organski selen se
razlikujeta v absorpciji in presnovi. Anorganski selen se pasivno absorbira v ¢revesju kot
mineral, uporabljen za takojSnjo sintezo nekaterih selenoproteinov. Preostanek se izloci z
blatom in urinom. Organski selen pa se absorbira v ¢revesju kot aminokislina. Nekaj se ga,
podobno kot pri anorganskem, porabi za takojsSnjo sintezo selenoproteinov, nekaj pa se ga
nespecificno vgradi v novonastale proteine namesto metionina. Tako se nalaga v tkiva in
miSice. V prehrani Zivali je torej glavna prednost na organske spojine vezanega selena
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ustvarjanje rezerv selena v telesu, kar je pomembno predvsem pri poviSanem oksidativnem
stresu (Dvorska in Surai, 2006).

Glede vklju€evanja selena v prehrano pis€ancev pitancev je bilo narejenih veliko raziskav.
Predvsem so raziskave usmerjene v primerjavo med vplivi anorganskega in na organske
spojine vezanega selena. Upton in sod. (2008) so ugotovili, da dodajanje na organske
spojine vezanega selena (0,2 mg/kg) v krmo pitovnih pisancev, izboljSa nekatere
proizvodne lastnosti. Podobne rezultate ob enaki koncentraciji dodatka na organske spojine
vezanega selena navajajo Mansoub in sod. (2010). Nasprotno pa Chen in sod. (2014), ob
dodatku 0,3 mg na organske spojine vezanega selena na kg krme, pri pitovnih pis¢ancih
niso ugotovili statisticno znalilnih razlik pri proizvodnih lastnostih. Je pa dodatek na
organske spojine vezanega selena povecal koncentracijo glutation peroksidaze, superoksid
dismutaze, skupno antioksidativno kapaciteto in zmanjsal koncentracijo MDA v krvnem
serumu pitovnih pis¢ancev.

2.3.4 Tanini

Tanini so sekundarni metaboliti rastlin, katerih osnovna gradbena enota je fenol. Spadajo
med rastlinske polifenole, s srednjo do visoko molekulsko maso (Jansman, 1993). V
rastlinah imajo razli¢ne fizioloske in kemijske lastnosti, prisotni pa so tudi v krmi Zzivali.
Vezejo se z beljakovinami in drugimi polimeri, kot so celuloza, hemiceluloza in pektin, da
oblikujejo stabilne komplekse (Mangan, 1988). Glede na vsebnost sladkorjev, stopnjo
polimerizacije in esterifikacije, tanine v grobem delimo na kondenzirane, hidrolizirajo¢e in
kompleksne tanine (Aguilera-Carbo in sod., 2008).

Kondenzirani tanini so najbolj razsirjeni rastlinski tanini. Nimajo ogljikohidratnega jedra
kot hidrolizirajo¢i tanini, ampak se pojavljajo kot vrsta polimerov, kot na primer
procianidin (Mangan, 1988). So v glavnem polimerizirani produkti flavan-3-ola in flavan-
3,4-diola ali mesanica obeh. Kondenzirani tanini, v Kkaterih prevladujejo flavan-3-oli so
tako imenovani katehini, kondenzirani tanini, v katerih prevladujejo flavan-3,4-dioli pa so
leukoantocianidini, ker se pri segrevanju v prisotnosti Kisline obarvajo in tvorijo
antocianidine. Imenujemo jih tudi proantocianidini (Jansman, 1993).

Hidrolizirajo¢i tanini imajo ogljikohidratno jedro (obicajno D-glukoza), katerega
hidroksilne skupine so zaestrene s fenolnimi karboksilnimi kislinami, kot so galna, elagna
in heksahidroksidifenska kislina. Estri z galno in elagno kislino so galotanini, estri s
heksahidroksidifensko kislino pa elagitanini. Hidrolizirajo¢i tanini razpadejo v prisotnosti
kislin, baz ali nekaterih encimov. Ob hidrolizi nastaneta glukoza (ali drugi polihidroksilni
alkohol) in galna kislina (ali druge fenolne kisline). Tipi¢en predstavnik hidrolizirajo¢ih
taninov je taninska kislina, ki jo uvr§¢amo med galotanine (Jansman, 1993).

Kompleksni tanini so snhovi, ki nastanejo pri reakciji vezave katehinov ali epikatehinov z
galno ali elagno kislino. Reakcijo katalizirajo svetloba, toplota in kisik. Tipic¢en



Ogorevc P. Vpliv dodatka selena, vitaminov E in C ter rastlinskih polifenolov ... pitovnih piscancev. 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

predstavnik kompleksnih taninov je katehin galat, ki vsebuje hidrolizirane in kondenzirane
tanine (Aguilera-Carbo, 2008).

V prehrano zivali se dodaja predvsem hidrolizirajoce tanine, ki jih ekstrahiramo iz trdega
lesa kot sta kostanj in hrast. Eden tak$nih komercialnih dodatkov je Farmatan (Tanin
Sevnica, d.d.). Farmatan je naravni izvleek iz lesa pravega kostanja (Castanea sativa
Mill.), pridobljen z vodno ekstrakcijo. Vsebuje okrog 75 % hidrolizirajo¢ih taninov, med
katerimi prevladujejo elagitanini. Poleg taninov vsebuje Se enostavne sladkorje, lignin,
celulozo, vezano vodo ter minerale. Med tanini prevladujejo kastalagin in veskalagin,
njuna metabolita kastalin in veskalin ter roburini, elagna in galna kislina. Farmatan je v EU
notificiran kot senzori¢ni in silirni dodatek, ki se lahko uporablja kot samostojen dodatek
ali v kombinaciji z drugimi krmnimi dodatki. Neposredno v krmnih obrokih (v svezi ali
konzervirani voluminozni krmi) ali pa v popolnih in dopolnilnih krmnih mesanicah (Volj¢,
2012).

Preucevanju vpliva taninov v krmi perutnine je bilo namenjenih veliko raziskav. Tanini
lahko zmanjsajo lipidno peroksidacijo z zaviranjem nastanka prostih radikalov (Chung in
sod., 1998). Vpliv je odvisen predvsem od koli¢ine taninov v krmi. Previsoke vsebnosti
tanina v krmi zmanj$ajo njeno zauzivanje, predvsem zaradi trpkega okusa. Zaradi slabSega
zauzivanja krme, Zivali tudi slabSe priraScajo (Iji in sod., 2004). Slabsi prirast je prav tako
lahko posledica zmanjSane absorpcije rudninskih snovi (Hassan in sod., 2003), slabse
prebavljivosti in razpolozljivosti hranil (Volj¢, 2012). Tanini se poleg tvorjenja
kompleksov z mascobami, ogljikovimi hidrati in beljakovinami vezejo tudi s prebavnimi
encimi. Nastanek taninsko encimskih kompleksov vpliva na bioloSko aktivnost encimov,
ter posledi¢no na zmanjsano prebavljivost hranilnih snovi (Jansman, 1993). Pri manjsih
koncentracijah tanina v krmi, negativnih ucinkov niso opazili. Predvsem zaradi
antimikrobnega delovanja in ugodnega vpliva na prebavni trakt, se pogosto uporabljajo za
preprecevanje drisk (Mueller-Harvey, 2006).

2.3.5 Sinergisti¢no delovanje antioksidantov

Znano je, da delovanje v masc¢obah in v vodi topnih antioksidantov ne poteka samo na
individualni ravni. Pomembno je predvsem njihovo sodelovanje in sinergisticno delovanje
(Niki in sod., 1995). Tako je na primer vitamin C sposoben reducirati oksidirano obliko
vitamina E s ¢emer se poveca njegova antioksidativna sposobnost. Sinergisti¢no delovanje
antioksidantov so potrdile tudi nekatere raziskave.

Ipek in sod. (2007) so ugotovili, da dodatek vitamina E skupaj z vitaminom C izboljSa
proizvodne rezultate prepelic, ki so izpostavljene toplotnemu stresu. Podobne rezultate so
dobili Sahin in sod. (2003), ki so ugotovili tudi, da dodajanje kombinacije vitamina E in C
v krmo uspeSneje zniza vsebnost MDA v serumu, kot dodatek posameznega vitamina.
Poleg uspesnejSega znizanja MDA v serumu, pa kombinacija vitamina E in C v krmi,
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poveca vsebnost vitamina E in C v serumu (Sahin in sod., 2002). To pomeni, da
sinergisticno delovanje vitamina E in C uspeSneje zmanjSuje Skodljive vplive lipidne
peroksidacije (Cinar in sod., 2014).

Sinergisticno delovanje med vitaminom E in selenom prav tako bolj u¢inkovito zmanjsuje
negativne vplive toplotnega stresa, kot posamezni dodatek. Dodajanje vitamina E in na
organske spojine vezanega selena v krmo pitovnih piS€ancev, je izboljsalo encimsko
aktivnost glutation peroksidaze (Choct in Naylor, 2004), zvisalo njeno vsebnost v jetrih
(Ozkan in sod., 2007) ter povisalo vsebnost superoksid dismutaze in zmanj$alo vsebnost
MDA v skeletnih misicah (Harsini in sod., 2012).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Zasnova poskusa

Poskus je bil opravljen na Kmetijski fakulteti v Novem Sadu v okviru bilateralnega
sodelovanja. V poskus, ki je trajal 40 dni, smo vkljucili 600 en dan starih petelinckov
provenience ross 308. Zivali smo ves &as trajanja poskusa krmili po volji. Od zadetka
poskusa do 11. dne smo pisc¢ance krmili s krmno meSanico Starter, od 12. do 20. dne z
krmno mesanico grover in od 21. dne do konca poskusa s finiSerjem. Zivali smo 20. dan
poskusa razdelili v Sest skupin (5 ponovitev znotraj skupine). Krmni mesanici finiSer smo
glede na skupino dodali razli¢ne dodatke, kot sledi:

- kontrolna skupina: brez dodatka

skupina z dodatkom vitamina E: 200 IU vitamina E/kg

- skupina z dodatkom vitamina C: 250 mg vitamina C/kg

- Se - skupina z dodatkom selena: 0,20 mg selena/kg

- ECSe - skupina z dodatkom vitamina E, vitamina C in selena: 200 IU vitamina E/kg,
250 mg vitamina C/kg in 0,20 mg selena/kg

- Fa - skupina z dodatkom Farmatana BCO: 500 mg Farmatana BCO/kg

O m X

3.1.2 Sestava in hranilna vrednost krmnih me$anic

Osnovne krmne meSanice Starter, grover in finiSer so bile pri vseh skupinah enake
(preglednica 1). Vsem skupinam smo v krmno meSanico finiSer dodali 5 % hladno
stiskanega lanenega olja, ki je bogato z n-3 VNMK, s ¢imer smo inducirali oksidativni
stres.
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Preglednica 1: Sestava in izratunane vrednosti energije in hranljivih snovi osnovnih
poskusnih krmnih mesanic

‘ Starter ‘ Grover | FiniSer
Sestava krmnih meSanic
Koruza (%) 42,13 49,00 53,70
PSenica (%) 5,00 3,00 4,00
Psenic¢ni otrobi (%) 6,00 / /
Sojine tropine (44 % SB) 28,46 15,45 32,00
(%)
Laneno olje (%) / / 5,00
Sojin zdrob (%) 13,67 28,00 1,00
Lizin (%) 0,24 0,15 0,13
Metionin (%) 0,37 0,20 0,17
Treonin (%) 0,09 / /
Monokalcijev fosfat (%) 1,01 1,50 1,30
Apnenec (%) 1,39 1,40 1,40
Sol (%) 0,27 0,30 0,30
Soda bikarbona (%) 0,13 / /
Fitaza (%) 0,02 / /
Ronozime VP (%) 0,02 / /
Captex (%) 0,20 / /
Premiks (%) 1,00 1,00 1,00
Izracunane vrednosti
ME (MJ/kg) 12,45 13,00 13,40
SB (g/kg) 230,0 216,5 196,9
Lizin (g/kg) 14,4 9,3 15,0
Metionin (g/kg) 6,8 4.4 4,7
Kalcij (g/kg) 9,6 13,0 8,8
Fosfor-izkoristljivi (g/kg) 4,8 5,2 4,2

SB - surove beljakovine, ME — presnovljiva energija
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Krmnim meSanicam je bil dodan premiks, ki je bil sestavljen glede na normative po R0SS
308 Broiler Nutrition specifications (2014) in sicer za krmne meSanice $tarter in grover,
premiks Starter-grover ter za krmno mesanico finiser, premiks finiser (preglednica 2).

Preglednica 2: Sestava premiksa

| Starter-grover | Finiger
Vitamini
A (1U/kg) 13.000 10.000
D (1U/kg) 5.000 4.500
E (1U/kQg) 65 50*
K (mg/kQ) 4 3
Biotin (mg/kg) 0,15 0,18
Holin (mg/kg) 1.700 1.600
Folna kislina (mg/kQg) 2,0 1,90
Niacin (mg/kg) 60 60
Pantotenska kislina (mg/kg) 15 18
B, tiamin (mg/kg) 4,0 2,50
B, riboflavin (mg/kg) 9,0 6,50
Bs piridoksin (mg/kQ) 4,0 3,20
B, cianokobalamin (mg/kg) 0,017 0,017
Minerali
Baker (Cu) (mg/kg) 15 16
Jod (I) (mg/kQ) 1,0 1,25
Zelezo (Fe) (mg/kg) 40 20
Mangan (Mn) (mg/kg) 100 120
Selen (Se) (mg/kQg) 0,30 0,25
Cink (Zn) (mg/kg) 100 110
Herbakoks DA DA

*vsebnost vitamina E po normativih Ross 308 Broiler Nutrition specifications (2014).
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Odvzeli smo vzorce poskusnih krmnih mesSanic vseh skupin ter z weendsko analizo
dolocili kemijsko sestavo (preglednica 3) in z GC mascobnokislinsko sestavo (preglednica
4). V poskusnih krmnih meSanicah smo izmerili tudi vsebnost vitamina E, vitamina C in
selena ter oksidativno stabilnost krme (MDA, ACL in ACW). Vsebnost vitamina C smo
merili le v skupinah, kjer smo ga dodali v krmo (C in ECSe).

Preglednica 3: Kemijske analize poskusnih krmnih meSanic

Dodatek
K E C Se ECSe Fa

Suha snov (g/kg) 877,72 | 879,70 | 879,07 | 879,86 | 878,50 | 877,69
Surove beljakovine (g/kg) 183,93 | 186,01 | 188,14 | 183,20 | 189,74 | 179,83
Surove mascobe (g/kg) 59,80 58,18 59,63 62,40 58,87 60,19
Surova vlaknina (g/kg) 37,44 37,52 35,23 38,03 41,55 38,77
Surovi pepel (g/kg) 48,23 47,19 47,09 47,23 47,15 47,00
Brezdusicni izvlecek (g/kg) 548,32 | 550,81 | 548,98 | 549,01 | 541,18 | 551,90
Fosfor (g/kg) 5,87 5,89 5,89 5,27 5,87 5,72
Kalcij (g/kg) 7,70 7,23 7,20 7,23 7,17 7,63
Magnezij (g/kg) 1,06 1,05 1,06 1,03 1,07 1,04
Kalij (g/kg) 9,65 9,51 9,65 9,44 9,83 9,40
Natrij (g/kg) 1,89 1,75 2,08 1,53 1,83 1,91
Selen (mg/kQ) 0,30 0,30 0,30 0,54 0,54 0,30
Vitamin C (mg/kg) / / 132,4 / 129,4 /
Vitamin E

a-tokoferol (mg/kQg) 51,2 277,5 55,2 45,9 241,6 58,3

y-tokoferol (mg/kg) 31,3 34,2 31,8 31,0 35,1 32,7

d-tokoferol (mg/kQg) 2,2 3,2 2,9 3,0 3,5 2,9
MDA (umol/kg) 42,09 50,36 37,77 39,45 47,72 45,18
ACL (umol/kQg) 350 310 360 350 370 330
ACW (umol/kg) 5240 4836 6478 5183 5802 5611

Imena skupin so razloZena na strani 14.




Ogorevc P. Vpliv dodatka selena, vitaminov E in C ter rastlinskih polifenolov ... pitovnih piscancev.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

18

Preglednica 4: Mas¢obnokislinska sestava poskusnih krmnih mesanic (g MK/100 g vsote

MK)
Dodatek

Masc¢obna Kislina K E C Se ECSe Fa
C14:0 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
C16:0 9,92 10,03 10,02 9,94 10,13 10,14
> Cle6:1 0,16 0,16 0,14 0,16 0,16 0,16
C17:0 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,07
C18:0 3,46 3,37 3,47 3,61 3,61 3,55
> C18:1 21,15 21,12 21,24 21,64 21,43 20,91
C18:2 n-6 33,51 34,25 33,74 33,67 33,77 33,29
C18:3n-3 30,68 29,84 30,11 29,72 29,59 30,74
C19:1n-9 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
C20:0 0,27 0,26 0,27 0,29 0,29 0,26
C20:1n-9 0,24 0,24 0,21 0,25 0,24 0,22
C22:0 0,17 0,17 0,17 0,19 0,19 0,17
C22:1n-9 0,17 0,16 0,21 0,14 0,19 0,16
C24:0 0,15 0,15 0,17 0,17 0,16 0,14
Vsote

NMK 14,12 14,13 14,25 14,33 14,52 14,42
ENMK 21,78 21,78 21,90 22,29 22,12 21,55
VNMK 64,10 64,09 63,85 63,39 63,36 64,03
n-3 VNMK 30,64 29,84 30,11 29,72 29,59 30,74
n-6 VNMK 33,46 34,25 33,74 33,67 33,77 33,29
n-6/n-3 VNMK 1,09 1,15 1,12 1,13 1,14 1,08

NMK — nasi¢ene mascobne kisline, ENMK - enkrat nenasi¢ene mascobne kisline,

VNMK — veckrat nenasi¢ene masc¢obne kisline

Imena skupin so razloZena na strani 14.
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Kakovost lanenega olja smo preverili tako, da smo z GC dolo¢ili mas¢obnokislinsko
sestavo in s HPLC izmerili vsebnost vitamina E (preglednica 5).

Preglednica 5: Mascobnokislinska sestava (g MK/100 g vsote MK) in vsebnost vitamina E
(mg/100g) v lanenem olju

Masc¢obna Kislina Laneno olje
C14.0 0,05
C16:0 6,02
> C16:1 0,12
C17:0 0,05
C17:1n-7 0,04
C18:0 4,09
> Cl18:1 18,78
C18:2n-6 12,67
C18:3n-6 0,03
C18:3n-3 57,27
C20:0 0,17
C20:1n-9 0,24
C20:2n-6 0,01
C21:1n-9 0,05
C22:0 0,11
C22:1n-9 0,21
C24:0 0,08
Vsote

NMK 10,58
ENMK 19,43
VNMK 69,98
n-3 VNMK 57,27
n-6 VNMK 12,71
n-6/n-3 VNMK 0,22
Vitamin E

a.-tokoferol <05
y-tokoferol 29,76
o-tokoferol 1,52

NMK — nasi¢ene mascobne kisline, ENMK - enkrat nenasi¢ene mascobne kisline,
VNMK - veckrat nenasi¢ene mascobne kisline
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3.1.3 lzvedba poskusa

Zivali smo naselili v skupinske oddelke opremljene s krmilniki in nipelj napajalnim
sistemom. Krmljene so bile po volji. Prvih 20 dni so bile zivali krmljene z enako krmno
mesanico, Starter in grover, potem pa so bile krmljene z razlicnimi krmnimi meSanicami
odvisno od poskusne skupine. Krmne mesSanice so glede na skupino vsebovale razli¢ne
dodatke. Kot dodatek vitamina E smo uporabili Rovimix E50 (DSM), kot dodatek vitamina
C Rovimix Stay-C35 (DSM), kot dodatek selena Alkosel R397 (Lallemand) in kot dodatek
tanina Farmatan BCO (Tanin Sevnica, d.d.). Farmatan BCO je kombinacija ekstrakta lesa
sladkega kostanja in kalcijevega butirata, ki vsebuje 75 % hidrolizirajo¢ih taninov
(elagitaninov), 15 % enostavnih sladkorjev, vezano vodo in minerale. Med tanini
prevladujeta veskalagin in kastalagin ter njuna metabolita veskalin in kastalin (Frankic,
2009).

Tedensko smo individualno spremljali maso zivali in prirast ter po oddelkih zauzivanje in
izkoris¢anje krme. Na koncu poskusa smo 12 zivalim na skupino (skupaj 72 zivalim)
odvzeli vzorce Krvi.

3.1.4 Odvzem krvi za analize

Kri smo jemali v vakuumske epruvete VACUETTE (Greiner Bio-One, Avstrija). Epruvete
so vsebovale razli¢ne antikoagulante v odvisnosti od zahteve analize, za katero je bila kri
namenjena. Za dolocanje malondialdehida, vitamina E in vitamina C v plazmi smo
uporabili epruvete Stevilka 455038 (9 ml). Epruvete so vsebovale antikoagulant EDTA. Za
doloc¢anje antioksidativne kapacitete v mascobi in v vodi topnih spojin v serumu pa smo
uporabili epruvete Stevilka 454067 (4 ml), z aktivatorjem koagulacije.

Plazmo smo pridobili s centrifugiranjem krvi 10 minut pri 4 °C in 3000 x g. Za dolocitev
koncentracije vitamina C smo 250 ul plazme odpipetirali v 1,5 ml plasti¢no posodico s
pokrovckom Vv Kateri je bilo 250 pl 10 % metafosforne kisline (MPK). Preostalo plazmo
smo prenesli v dve 1,5 ml posodici s pokrovckom in jo shranili na -80 °C do analiz.

Po odvzemu krvi smo serumske vakuete hranili na sobni temperaturi vsaj dve uri. Serum
smo pridobili s centrifugiranjem krvi 10 minut pri sobni temperaturi in 3300 x g. Serum
smo prenesli v dve 1,5 ml posodici s pokrovékom in ga shranili na -80 °C do analiz.

3.2 ANALITSKE METODE ZA DOLOCANIJE VITAMINA E

Za dolocanje koncentracije izomer vitamina E (a-, y- in d-tokoferol) s HPLC reverzno fazo
smo uporabili metodo, ki jo navajajo Abidi in Mounts (1997) ter Ruperez in sod. (2001).
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3.2.1 Dolocanje koncentracije vitamina E v vzorcih krme in krvne plazme

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V stekleno epruveto z navojem smo
zatehtali 300 mg krme. Dodali smo 2 ml etanola, 0,9 ml 2,2 % raztopine askorbinske
kisline v vodi in 0,3 ml raztopine KOH. Epruvete smo zaprli s pokrovcki, jih dobro
premesali na vrtinéniku in 15 min segrevali pri 70 °C v grelnem bloku. Po koncanem
segrevanju smo epruvete ohladili v kadi z mrzlo vodo. Nato smo dodali 1,0 ml ultra ¢iste
(milli Q) vode, 0,3 ml ledocetne kisline in 3 ml heksana. Epruvete smo dobro zaprli s
pokrovcki, jih 15 min mesSali na stresalniku, ter centrifugirali 5 min pri sobni temperaturi in
3000 obr./min. V nove steklene epruvete z navojem smo odpipetirali 1 oz. 1,5 ml
heksanske faze. Heksan smo odparili v sistemu za odparevanje z duSikom pri temperaturi
40 °C. Po odparevanju smo Vv epruvete s suhim preostankom dodali 1,5 ml absolutnega
etanola. Epruvete smo dobro zaprli s pokrovcki in jih 15 min meSali na stresalniku.
Etanolni ekstrakt vzorca smo s pomocjo brizg prefiltrirali skozi 0,45 um Milliporove filtre
v 2 ml steklene viale za avtomatski vzoréevalnik in analizirali s HPLC.

Za dolocanje koncentracije vitamina E v plazmi smo vzorce pripravili v dveh vzporednih
ponovitvah. V stekleno epruveto z navojem smo odpipetirali 200 pl plazme. Dodali smo
2 ml etanola z BHT, 0,9 ml 2,2 % raztopine askorbinske kisline v vodi in 2,3 ml heksana.
Epruvete smo zaprli s pokrovcki in jih dobro premesali na vrtinéniku. Nato smo jih 15 min
mesSali na stresalniku, ter centrifugirali 5 min pri sobni temperaturi in 3000 obr/min. V
nove steklene epruvete z navojem smo odpipetirali 1 oz. 1,5 ml heksanske faze. Heksan
smo odparili v sistemu za odparevanje z dusikom pri temperaturi 40 °C. Po odparevanju
smo v epruvete s suhim preostankom dodali 1,2 ml absolutnega etanola. Epruvete smo
zaprli s pokrovéki, jih dobro premesali z vrtinénikom in za 15 min dali v UZ ledeno kopel.
S pomocjo brizg smo vzorce prefiltrirali skozi 0,45 um Milliporove filtre v 2 ml steklene
viale za avtomatski vzor¢evalnik in analizirali s HPLC.

Za dolocanje koncentracije vitamina E s HPLC smo uporabili aparat 1260 Infinity (Agilent
Technologies), ki je opremljen s ¢rpalko (1260 Infinity quaternary pump (Agilent)),
avtomatskim vzorCevalnikom (1260 Infinity ALS) opremljenim s termostatom (1290
Infinity thermostat (Agilent)), UV/VIS detektorjem (1260 Infinity VWD VL + (Agilent))
in detektorjem za merjenje fluorescence (1260 Infinity FLD (Agilent)). Rezultate smo
ovrednotili s programom Agilent openLab SDS ChemStation edition (Rev. C.01.05 (35)).
Locba je potekala na koloni Prodigy ODS2, 250 x 4.6 mm 1.d., Sum (Phenomenex, ZDA) s
predkolono Prodigy ODS2 (Phenomenex, ZDA). Pretok mobilne faze skozi kolono je bil
1,5 ml/min. Za mobilno fazo smo uporabili metanol. Pri analizi krme smo injicirali 20 ul
vzorca, pri analizi plazme pa 50 ul vzorca. Temperatura kolone in vzorcev je bila enaka
sobni temperaturi. Umeritveno krivuljo za dolo¢anje izomer vitamina E smo pripravili
razredéevanjem standardnih raztopin tokoferolov (Tocopherol set 613424, Calbiochem).
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3.3 ANALITSKE METODE ZA DOLOCANIJE VITAMINA C

Koncentracije vitamina C smo dolog¢ili s HPLC reverzno fazo po metodi, ki jo navajajo
Wechtersbach (2005) ter Wechtersbach in Cigi¢ (2007).

3.3.1 Dolocanje koncentracije vitamina C v vzorcih krme in krvne plazme

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5 ml plasticne posodice s
pokrovckom smo zatehtali 200 mg krme. Dodali smo 1,3 ml 2% MPK in 10 ul tris
(2-karboksietil) fosfina (TCEP). Epruvete smo dobro premesali na vrtinéniku ter
centrifugirali 10 min pri 22 °C in 20.000 x g. Po centrifugiranju smo supernatant s
pomocjo brizg prefiltrirali skozi 0,45 um Milliporove filtre v 2 ml steklene viale za
avtomatski vzorc¢evalnik in analizirali s HPLC.

Za dolocanje koncentracije vitamina C v vzorcih krvne plazme smo vzorce pripravili v
dveh vzporednih ponovitvah. Zamrznjenim vzorcem (plazma z dodatkom 10 % MPK) smo
dodali 1 ml 2% MPK in 10 ul TCEP. Vse skupaj smo dobro premesali na vrtinniku in
centrifugirali 10 min pri sobni temperaturi in 20.000 x g. Po centrifugiranju smo
supernatant s pomocjo brizg prefiltrirali skozi 0,45 um Milliporove filtre v 2 ml steklene
viale za avtomatski vzorCevalnik in analizirali s HPLC.

Za dolocanje koncentracije vitamina C s HPLC smo uporabili aparat 1260 Infinity (Agilent
Technologies), ki je opremljen s ¢rpalko (1260 Infinity quaternary pump (Agilent)),
avtomatskim vzorcevalnikom (1260 Infinity ALS) opremljenim s termostatom (1290
Infinity thermostat (Agilent)), UV/VIS detektorjem (1260 Infinity VWD VL + (Agilent))
in detektorjem za merjenje fluorescence (1260 Infinity FLD (Agilent)). Rezultate smo
ovrednotili s programom Agilent openLab SDS ChemStation edition (Rev. C.01.05 (35)).
Locba je potekala na koloni Synergi 4pu Hydro- RP 80 A (Phenomenex, ZDA) s
predkolono SecurityGuard AQ C18, 4 x 3.0 mm (Phenomenex, ZDA). Pretok mobilne faze
skozi kolono je bil 1 ml/min. Pri analizi krme in plazme smo injicirali 100 pl vzorca.
Temperatura kolone in vzorcev je bila enaka sobni temperaturi. Za mobilno fazo smo
uporabili 2,5 mmolarno raztopino zveplove kisline (H,SO4). Umeritveno krivuljo smo
pripravili razredCevanjem standardne raztopine vitamina C, ki smo jo pripravili z
raztapljanjem cCistega vitamina C (>99%)).

3.4 ANALITSKE METODE ZA DOLOCANJE MALONDIALDEHIDA

Za dolocanje MDA s HPLC reverzno fazo smo uporabili metodo, ki jo navajajo Wong in
sod. (1987), z modifikacijami po Chirico (1994) in Fukunaga in sod. (1995).
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3.4.1 Dolocanje koncentracije malondialdehida (MDA) v vzorcih krme in krvne
plazme

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5 ml plasticne posodice S
pokrovcékom smo zatehtali 100 mg krme. Dodali smo 0,5 ml raztopine BHT v metanolu in
1ml 5% triklorocetne kisline (TCK). Epruvete smo 15 min mesSali na stresalniku
(30 obr/min) in jih po meSanju prenesli v centrifugo. Centrifugirali smo jih 15 min pri 4 °C
in 15.000 obr/min. Za derivatizacijo smo iz plasti¢nih epruvet v steklene epruvete prenesli
0,75 ml supernatanta in dodali 1,5 ml 0,6 % raztopine TBK. Epruvete smo prenesli v grelni
blok za 60 min pri 90 °C. Po derivatizaciji smo epruvete ohladili v kadi z mrzlo vodo.
Derivatizirane vzorce smo s pomocjo brizg prefiltrirali skozi 0,45 ul filtre v 2 ml steklene
viale za avtomatski vzor¢evalnik in analizirali s HPLC.

Za dolocanje koncentracije malondialdehida v vzorcih krvne plazme smo vzorce pripravili
v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5 ml plasti¢ne posodice s pokrovékom smo odpipetirali
400 pl plazme oz. ultra ¢iste (milli Q) vode pri slepem vzorcu, 20 ul 0,2 % raztopine BHT
v absolutnem etanolu in 10 ul koncentrirane raztopine HsPO, za obarjanje. Epruvete smo
dobro premesali na vrtin¢niku in jih pustili stati 15 min. Dodali smo 600 ul absolutnega
etanola, zopet premesali na vrtinéniku in centrifugirali 15 min pri 4 °C in 15000 x g. V
steklene epruvete z navojem smo odpipetirali 0,5 ml 0,88 M raztopino H3zPO,, 0,5 ml
0,6 % raztopine TBK v ultra ¢isti (milli Q) vodi in 0,7 ml centrifugiranega vzorca.
Epruvete smo zaprli s pokrovéki, premesali in postavili v termostatski blok za 60 min pri
95 °C. Vzorce smo ohladili v kadi z mrzlo vodo in jih s pomoc¢jo 5 ml brizg prefiltrirali
skozi 0,45 um Milliporove filtre v 2 ml steklene viale za avtomatski vzor¢evalnik in
analizirali s HPLC.

Za dolocanje MDA s HPLC smo uporabili aparat 1260 Infinity (Agilent Technologies), ki
je opremljen s crpalko (1260 Infinity quaternary pump (Agilent)), avtomatskim
vzor¢evalnikom (1260 Infinity ALS) opremljenim s termostatom (1290 Infinity thermostat
(Agilent)), UV/VIS detektorjem (1260 Infinity VWD VL + (Agilent)) in detektorjem za
merjenje fluorescence (1260 Infinity FLD (Agilent)). Rezultate smo ovrednotili s
programom Agilent openLab SDS ChemStation edition (Rev. C.01.05 (35)). LocCevanje
kompleksa MDA-TBK; je potekalo na koloni HyperClone ODS (C18), 150 x 4,6 mm,
5 um (Phenomenex, ZDA) s predkolono HyperClone ODS (C18) (Phenomenex, ZDA).
Pretok mobilne faze skozi kolono je bil 1 ml/min, za analizo enega vzorca pa smo
potrebovali 8 min. Pri analizi krme smo injicirali 20 pl vzorca, pri analizi plazme pa 100 pl
vzorca. Temperatura kolone in vzorcev je bila enaka sobni temperaturi. Za mobilno fazo
smo uporabili meSanico metanola (MeOH) in 50 mM kalijevega dihidrogen fosfatnega
pufra (KH,PO,) (pH=6,9), v razmerju 35:65. pH pufra smo uravnavali z 1 M KOH.
Umeritveno krivuljo smo pripravili s standardi TEP (1,1,3,3-tetraetoksipropan) v
koncentracijskem obmocju, ki je bilo odvisno od koncentracije MDA v vzorcih.
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3.5 ANALITSKE METODE ZA DOLOCANIJE ANTIOKSIDATIVNE KAPACITETE

Antioksidativno kapaciteto v mascobi topnih spojin smo dolocali po protokolu za
dolo¢anje z ACL-reagen¢nimi kompleti (Analytik Jena, Jena, Nemcija), antioksidativno
kapaciteto v vodi topnih spojin pa po protokolu za dolo¢anje z ACW-reagenénimi kompleti
(Analytik Jena, Jena, Nemcija).

3.5.1 Dolocanje antioksidativne kapacitete v mas¢obi topnih antioksidantov (ACL)
v vzorcih krme

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5ml plasticne posodice S
pokrovckom smo zatehtali 200 mg krme. Dodali smo 1 ml heksana, vse skupaj dobro
premesali na vrtin¢niku in 10 min mesali na stresalniku. Nato smo vzorce centrifugirali
10 min pri 4 °C in 10.000 obr/min. Supernatant smo s Hamiltonovo iglo prenesli v nove
epruvete. Do analiz smo jih shranili v temi na hladnem. V plasticno posodico smo
odpipetirali 2,3 ml metanola in 0,2 ml pufra, premesali na vrtinéniku in dodali 20 pl
vzorca. Tik pred merjenjem smo dodali 25 ul Iuminola, dobro premesali in posodico
vstavili v aparat Photochem.

3.5.2 Dolocanje antioksidativne kapacitete v mascobi topnih antioksidantov (ACL)
v vzorcih seruma

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5 ml plasticne posodice S
pokrovckom smo odpipetirali 200 ul seruma in dodali 200 ul metanola. Vse skupaj smo
dobro premesali na vrtincniku in centrifugirali 10 min pri 4 °C in 25.000 obr/min. Po
centrifugiranju smo vzorce do analiz shranili v temi na ledu. V plasticno posodico smo
odpipetirali 2,3 ml metanola in 0,2 ml pufra, premesali na vrtinéniku in dodali 10 pl
vzorca. Tik pred merjenjem smo dodali 25 pl luminola, dobro premesali in posodico
vstavili v aparat Photochem.

Pri dolo¢anju antioksidativne kapacitete v mas€obi topnih spojin v vzorcih krme in seruma
smo aparat pred merjenjem umerili z analiziranjem standardnih raztopin antioksidantov. Za
kalibriranje instrumenta smo uporabili Trolox. Injicirali smo ga v razli¢nih koncentracijah,
da smo dobili umeritveno krivuljo v primernem koncentracijskem obmodju .

3.5.3 Dolocanje antioksidativne kapacitete v vodi topnih antioksidantov (ACW) v
vzorcih krme

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5ml plasticne posodice S
pokrovckom smo zatehtali 100 mg krme. Dodali smo 1ml 2% vodne raztopine
metafosforne kisline, dobro premesali na vrtin¢niku in 30 min mesali na stresalniku. Po
mesanju smo vzorce centrifugirali 10 min pri 4 °C in 10.000 obr/min. 20 pl supernatanta
smo odpipetirali v nove epruvete, ga razredCili z 980 ul ultra Ciste (milli Q) vode, vse
dobro premesali na vrtinéniku in do analiz shranili v temi na ledu. V plasti¢éno posodico
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smo odpipetirali 1,5 ml ultra ¢iste (milli Q) vode in 1 ml pufra, premesali na vrtin¢niku in
dodali 40 pl vzorca. Tik pred merjenjem smo dodali 25 pl luminola, dobro premesali in
posodico vstavili v aparat Photochem.

3.5.4 Dolocanje antioksidativne kapacitete v vodi topnih antioksidantov (ACW) v
vzorcih seruma

Vzorce smo pripravili v dveh vzporednih ponovitvah. V 1,5 ml plasticne posodice S
pokrovckom smo odpipetirali 25 pl seruma, dodali 400 pl ultra Ciste (milli Q) vode in
dobro premesali na vrtinéniku. Vzorce smo do analiz shranili v temi na ledu. V plasti¢no
posodico smo odpipetirali 1,5 ml ultra ¢iste (milli Q) vode in 1 ml pufra, premesali na
vrtinéniku in dodali 25 pul vzorca. Tik pred merjenjem smo dodali 25 pl luminola, dobro
premesali in posodico vstavili v aparat Photochem.

Pri doloCanju antioksidativne kapacitete v vodi topnih spojin v vzorcih krme in krvne
plazme smo aparat pred merjenjem umerili z analiziranjem standardnih raztopin
antioksidantov. Za kalibriranje instrumenta smo uporabili askorbinsko kislino. Injicirali
smo jo v razlicnih koncentracijah, da smo dobili umeritveno krivuljo v primernem
koncentracijskem obmocju.
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3.6 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket SAS/STAT 9.3 (SAS
Institute, ZDA). S proceduro MEANS smo izra¢unali osnovne statisticne parametre, s
proceduro UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve. S
proceduro GLM (splosni linearni modeli) smo po metodi najmanj$ih kvadratov razvili
statistiéni model, v katerega smo vkljucili sistematski vpliv skupine. Ali so razlike med
skupinami statisti¢no znacilne nam pove p-vrednost. Razlike med skupinami smo ocenili s
pomocjo linearnih kontrastov in Tukeyevega testa. Rezultate proizvodnih lastnosti smo
podali kot povpre¢ne vrednosti (X) + standardni odklon (SD). Rezultate vsebnosti
vitaminov in oksidativnega statusa pa smo podali kot ocenjene srednje vrednosti (LSM) +
standardno napako.

Statisticni model smo uporabili za naslednje lastnosti: telesna masa piS€ancev, povprecni
dnevni prirast, povpre¢no dnevno zauZzivanje krme, izkoriS€anje krme, koncentracija
izomer vitamina E, vitamina C in MDA v plazmi ter koncentracija ACL in ACW v
serumu.

Vi=ptSite; .. (D
yii - oOpazovana lastnost
w - srednja vrednost
Si - vplivi-te skupine (i=1, 2, 3,4, 5, 6)

ej - ostanek
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4 REZULTATI
4.1 PROIZVODNE LASTNOSTI PISCANCEV

V prvih petih tednih poskusa med skupinami nismo zaznali statisticno znacilnih razlik v
telesni masi zivali. Na koncu poskusa so bile v povpre¢ju najtezje zivali iz kontrolne
skupine. Nekaj laZje so bile Zivali iz skupin C in Se ter Se lazje zivali iz skupin Fa in E,
vendar med skupinami ni bilo statisticno znacilnih razlik v masi zivali. Kombinacija
dodatkov je statisticno znacilno znizala maso zivali v primerjavi s kontrolno skupino.
Zivali iz te skupine so bile na koncu poskusa najlazje (preglednica 6).

Preglednica 6: Telesne mase pi¢ancev (g) od 3. do 6. tedna pitanja (X = SD)

Teden Dodatek
K E C Se ECSe Fa P

3. 760 766 769 784 782 785 0,742
+42 +29 +33 429 423 +33

4. 1242 1203 1219 1273 1261 1253 0,565
+83 +58 +56 +67 +£36 +85

5. 1860 1820 1853 1895 1828 1877 0,539
+97 +48 +65 +88 +35 +65

6. 2394° 2312% 2370% 2371% 2276° 2354%° 0,034
+106 +40 +83 +50 +56 +87

Imena skupin so razloZena na strani 14,
ap Skupine, oznaéene z razlicnimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo (p < 0,05).

V obdobju Starter-grover, ko so bile zivali v vseh skupinah krmljene z enako krmno
mesanico Starter in grover, med skupinami ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v povpre¢nem
dnevnem prirastu. Ravno tako kot pri masi zivali, dodatki, ki smo jih v krmo dodali
posamezno, niso vplivali na povprecni dnevni prirast, ne glede na obdobje krmljenja.
Ceprav so bili prirasti v primerjavi s kontrolno skupino pri vseh skupinah manijsi, pa je na
prirast statisti¢no znacilno vplivala le kombinacija dodatkov (ECSe). V obdobju finiser in
v celotnem obdobju trajanja poskusa, so najslabSe prirasCale zivali iz skupine ECSe
(preglednica 7).
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Preglednica 7: Povpre¢ni dnevni prirasti (g) pi$¢ancev v razli¢nih obdobjih pitanja (X +

SD)
Dodatek
K E C Se ECSe Fa P
1. do 20. dan 35 34 35 35 35 36 0,784
+1 +] +2 +1 +2 +2
21. do 40. dan 90? 86%° 89? 88? 84° g7® 0,044
+6 +1 +3 +2 +2 +3
1. do 40. dan 60° 58 60 60%° 57" 59%° 0,036
+3 +1 +2 +1 +1 +2

Imena skupin so razlozena na strani 14.
a’b . v v e - v . v v . . .
Skupine, oznaéene z razlicnimi ¢rkami, se statistiéno znacilno razlikujejo (p < 0,05).

Zivali so bile krmljenje po volji. V obdobju starter-grover med skupinami ni bilo
statisticno znacilnih razlik v povprecnem dnevnem zauzivanju krme, so pa nekaj manj
krme zauzile zivali iz skupine E in ECSe. Tako v obdobju finiser, kot v celotnem obdobju
so najve¢ krme zauzile Zivali iz kontrolne skupine, nekoliko manj pa zivali iz skupin C, Se
in Fa. Razlika v zauziti krmi ni bila statisti¢no zna¢ilna. Zivali iz skupine E in ECSe so
zauzile manj krme kot Zivali iz ostalih skupin, vendar je na zauzivanje krme statisticno
znacilno vplivala le kombinacija dodatkov, tako v obdobju finiSer kot v celotnem obdobju
trajanja poskusa (preglednica 8).

Preglednica 8: Povpre&no dnevno zauzivanje krme (g) v razliénih obdobjih pitanja (X =

SD)
Dodatek
K E C Se ECSe Fa P
1. do 20. dan 49 48 49 49 49 50 0,382
+1 +] +] +1 +1 +2
21. do 40. dan 155% | 148% 154° 153° 147° 152° 0,020
+6 +3 +3 +2 +3 +5
1. do 40. dan 08? 94 08? 97° 04° 97° 0,028
+3 +2 +2 +1 +2 +3

Imena skupin so razloZena na strani 14.
ap Skupine, oznacene z razlicnimi ¢rkami, se statisticno znacilno razlikujejo (p < 0,05).

Manjse povpre¢no dnevno zauzivanje krme zivali skupine ECSe pojasni statisti¢no
znadilno razliko v nizji povprecni telesni masi zivali in nizjem povprecnem dnevnem
prirastu, v primerjavi s kontrolno skupino.

Med skupinami v obdobju Starter-grover ni bilo statisticno znacilnih razlik v izkoris¢anju
krme. To pomeni, da so vse zivali porabile enako koli¢ino krme za 1 kg prirasta. Tudi v
obdobju finiSer in celotnem obdobju trajanja poskusa, noben dodatek ali njihova
kombinacija ni statisti¢no znacilno vplivala na izkori§¢anje krme (preglednica 9).
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Preglednica 9: Izkori¢anje krme pi¢ancev med pitanjem v razli¢nih obdobjih (X + SD)

Dodatek
K E C Se | ECSe Fa P

1. do 20. dan 1,41 1,40 1,42 1,39 1,40 1,40 0,885
+0,03 +0,03 +0,05 +0,04 +0,02 +0,05

21. do 40. dan 1,73 1,72 1,73 1,73 1,76 1,75 0,818
+£0,06 | +0,04 | +0,07| £0,03| £0,02| 40,04

1. do 40. dan 1,63 1,62 1,64 1,62 1,64 1,64 0,891
+0,04 | +0,02| +0,06| £0,02| =£0,01| +0,03

Imena skupin so razloZena na strani 14.

V ¢asu poskusa smo zaradi pogina izlo€ili 1,17 % zivali iz kontrolne skupine in 1,17 %
zivali iz skupine Fa. Povprecna ekonomska ucinkovitost reje v poskusu je bila 369.

4.2 VSEBNOST VITAMINOV V KRVNI PLAZMI

Zanimalo nas je, ali dodajanje razli¢nih vitaminov v krmo poveca njihovo vsebnost v krvni
plazmi, zato smo v krvni plazmi izmerili koncentracijo vitaminov E in C (preglednica 11).

Preglednica 10: Vsebnost vitaminov E in C v krvni plazmi pis¢ancev (LSM = standardna

napaka)
Dodatek

K | E | C | Se | ECSe | Fa P
Vitamin E
a-tokoferol 9,18 | 24,15°| 8,70 6,79° 26,28° 6,77° <0,001
(ug/ml) +1,47 | £154| +£147| +1,54 +154 | +1,47
y-tokoferol 1,00 061°| 1,04*| 0,89% 0,63°| 0,82® <0,001
(ug/ml) +0,08| +0,08| +0,08| +0,08 +0,08| 40,08
Vitamin C 18,24 17,72 | 18,90 16,84 17,79 18,30 0,527
(ug/ml) +0,74 | 0,74 | +0,74| 0,77 0,74 | 0,74

Imena skupin so razlozena na strani 14.
b . . e ey . C ey - R
4P Skupine, oznadene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no znadilno razlikujejo (p<0,05).

Dodatek vitamina E v krmo je zviSal koncentracijo a-tokoferola v krvni plazmi, saj so
imele zivali v obeh skupinah, katerim smo v krmo dodali vitamin E (E in ECSe),
statisti¢no znacilno ve¢ a-tokoferola v krvni plazmi, kot skupine brez dodatka vitamina E.
Najvisjo koncentracijo a-tokoferola v krvni plazmi so imele zivali iz skupine ECSe, nekaj
manj o-tokoferola so imele zivali iz skupine E, najmanj a-tokoferola v krvni plazmi pa so
imele zivali iz skupin Se in Fa. Dodatek vitamina C, Se in Fa, ni statisticno znacilno
vplival na koncentracijo a-tokoferola v krvni plazmi (preglednica 11).

Prav nasprotno je pri y-tokoferolu dodatek vitamina E v krmo, statisticno znacilno znizal
vsebnost y-tokoferola v krvni plazmi glede na kontrolno skupino. Najmanj y-tokoferola so
imele Zivali iz skupin ECSe in E. Zivali iz skupin Se in Fa so imele ravno tako nekoliko
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manj y-tokoferola v krvni plazmi glede na kontrolno skupino, vendar razlike niso bile
statisticno znacilne. Na vsebnost vitamina C ni statisticno znacilno vplival noben
posamezni dodatek ali njihova kombinacija (preglednica 11).

4.3 VSEBNOST MALONDIALDEHIDA (MDA) V KRVNI PLAZMI IN
ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V MASCOBAH (ACL) IN V VODI (ACW)
TOPNIH ANTIOKSIDANTOV V SERUMU

Oksidativni status pitovnih pis¢ancev smo ugotavljali z merjenjem koncentracije
malondialdehida (MDA) v krvni plazmi ter antioksidativne kapacitete v mas¢obah (ACL)
in v vodi (ACW) topnih antioksidantov v krvnem serumu (preglednica 12).

Preglednica 11: Vsebnosti MDA v krvni plazmi ter ACL in ACW v krvnem serumu
pis€ancev (LSM = standardna napaka)

Dodatek
K E C Se ECSe Fa P
MDA 0,44° 0,33°| 045*| 042%® 0,31° 0,42° <0,001
(nmol/ml) +0,03 +0,03 | +0,03 +0,03 +0,03 +0,03
ACL 3242 353% 370° 334% 354% 336 0,010
(nmol/ml) +9 +9 +9 +10 +9 +9
ACW 375® 378% 467° 412%® 412% 350" 0,046
(nmol/ml) +26 +26 +26 +27 +26 +26

Imena skupin so razloZena na strani 14.
b, . N v e ey . C ey y- e
4>€ Skupine, oznadene z razli¢nimi ¢rkami, se statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05).

Najnizjo koncentracijo MDA v krvni plazmi so imele zivali iz skupine ECSe in iz skupine
E. Koncentracija MDA v krvni plazmi je bila pri obeh skupinah statisticno znacilno nizja
kot pri zivalih iz kontrolne skupine. To pomeni, da je dodatek vitamina E v krmi, dodan
posamezno, ali v kombinaciji z drugimi dodatki, vplival na znizanje koncentracije MDA v
krvni plazmi. Dodatek vitamina C, selena ali Farmatana BCO ni statisticno znacilno
vplival na koncentracijo MDA v krvni plazmi (preglednica 12).

Dodatek vitamina E, selena, kombinacije dodatkov in Farmatana BCO, niso statisti¢no
znacilno vplivale na ACL v primerjavi s kontrolno skupino. Najvisjo ACL so imele zivali,
ki smo jim v krmo dodali vitamin C, ki je kot edini dodatek statisti¢no znacilno vplival na
ACL. Glede na kontrolno skupino, na ACW noben dodatek ali njihova kombinacija, ni
imel statisticno znacilnega vpliva. Razlika med skupino C in Fa je bila statisti¢éno znacilna.
(preglednica 12).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali dodatki vitamina E, vitamina C, selena in njihova
kombinacija ter Farmatana BCO, vplivajo na proizvodne lastnosti in oksidativni status
pitovnih pis€ancev, ki so dobivali krmo z velikim delezem VNMK in bili s tem
izpostavljeni pove¢anemu oksidativnemu stresu.

Zivali v intenzivnih rejah so pogosto izpostavljene $tevilnim stresnim dejavnikom, ki so
lahko posledica raznih bolezenskih stanj, neprimernega okolja ali prehrane. Ti dejavniki,
med katere Stejemo tudi oksidativni stres, zmanjSajo produktivnost in poslabsajo
zdravstveno stanje zivali (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Eden glavnih povzrociteljev
oksidativnega stresa pri pitovnih piSc€ancih je vkljucevanje vecjih koli¢in mas€¢ob v krmo.
Zaradi velikih energijskih potreb pitovnih piS¢ancev v krmo dodajamo mascobe predvsem
v obliki rastlinskih olj, ki ve¢inoma vsebujejo veliko VNMK. Poznano je, da VNMK
delujejo prooksidativno in s tem nagibajo ravnotezje med oksidanti in antioksidanti v korist
oksidantov, kar privede do oksidativnega stresa (Volj¢ in sod., 2011).

V poskusu smo oksidativni stres, od 21. dne dalje, izzvali z dodatkom 5 % hladno
stiskanega lanenega olja v krmo zivali. Laneno olje je vsebovalo 69,98 % VNMK, od tega
57,27 % n-3 VNMK, razmerje med n-6 in n-3 VNMK pa je znasalo okrog 1:4 (0,22). Vir
n-3 VNMK v lanenem olju je predstavljala a-linolenska kislina. a-linolenska kislina je
esencialna mascobna kislina, saj iz nje v organizmu nastaneta eikozapentaenojska (EPK) in
dokozaheksaenojska (DHK) kislina, ki sta pomembni sestavini celicnih membran ter
sluzita kot predstopnja protivnetnih eikozanoidov (Wall in sod., 2010). Krma bogata z
VNMK, Se posebej z n-3 VNMK, ugodno vpliva na zdravje, vendar pa se ob povecanem
vnosu VNMK v krmo, zaradi njihovega prooksidativnega delovanja, povecajo potrebe po
antioksidantih.

Za preprecevanje negativnih vplivov oksidativnega stresa, ki smo ga povzrocili z
dodatkom lanenega olja, smo zivalim v krmo dodali vitamin E, vitamin C, selen ter
Farmatan BCO. Vitamin E smo izbrali, ker je najpomembnejSi v mascobah topen
antioksidant, za katerega je znano, da preprecuje nastanek veriznih reakcij pri oksidaciji ter
lovi peroksilne proste radikale. Pri oddaji vodikovega protona lipidnim peroksilnim
radikalom, nastane a-tokoferoksilni radikal, ki je relativno stabilen, nereaktiven in veliko
bolj obstojen kot radikali, ki nastanejo pri oksidaciji VNMK (Eitenmiller in Lee, 2004).

Ce je vitamin E najpomembnejsi v magtobah topen antioksidant, lahko za vitamin C
trdimo, da je najpomembnejsi v vodi topen antioksidant. Njegova najpomembnejsa lastnost
je reverzibilni oksidacijsko-redukcijski proces med askorbinsko in dehidroaskorbinsko
kislino. Vitamin C je sposoben reducirati oksidirane oblike vitamina E nazaj v njegovo
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aktivno obliko in ga s tem narediti ponovno sposobnega za lovljenje prostih radikalov.
Druga pomembna funkcija vitamina C pa je inaktivacija kisikovih prostih radikalov
(Rudan-Tasi¢, 2000). Antioksidativne lastnosti selena so nas zanimale predvsem v
povezavi selena z antioksidativnimi encimi. Selen je namre¢ sestavni del encima glutation
peroksidaza, za katerega je znano, da SCiti celice pred prostimi radikali. Dodajanje na
organske spojine vezanega selena v krmo Zivali poviSa vsebnost selena v tkivih in miSicah.
Selen bi lahko dodajali v krmo ne samo zaradi sodelovanja v antioksidativnih procesih,
temveC tudi z namenom pridobivanja zivil s funkcionalnimi lastnostmi (Dvorska in Surai,
2006). Ker se v zadnjih letih vse ve¢ pozornosti namenja naravnim prehranskim dodatkom,
smo v poskus vkljucili tudi tanine (Farmatan BCO). Tanini so skupina rastlinskih
polifenolov, topnih v vodi, ki imajo v rastlinah razli¢ne fizioloske in kemijske lastnosti. V
prehrani Zivali se pogosto uporabljajo zaradi njihovega antimikrobnega delovanja ter
ugodnega vpliva na prebavni trakt, nas pa so zanimale predvsem njihove antioksidativne
lastnosti. Z zaviranjem nastanka prostih radikalov lahko tanini preprecujejo lipidno
peroksidacijo (Mangan, 1988; Jansman, 1993).

V obdobju starter-grover, ko so bile vse zivali krmljene z enako krmno mesanico, med
skupinami ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v zauzivanju krme, prirastu, telesnih masah
zivali in izkoriS€anju krme. Rezultati so pri€akovani, saj so bile vse Zivali krmljene z enako
krmno meSanico. V obdobju finiSer in v celotnem obdobju posamezni dodatki niso vplivali
na zauzivanje krme, prirast, maso zivali in izkori§¢anje krme. Dobljeni rezultati potrjujejo
ugotovitve, da dodatek vitamina E (Guo in sod., 2001), vitamina C (Cinar in sod, 2014),
selena (Gruzauskas in sod., 2014) ali Farmatana (Rezar in Salobir, 2014; Volj¢ in sod.,
2013), ne vpliva na proizvodne lastnosti pitovnih pis¢ancev. Zivali v skupini, ki smo jim v
krmo dodali kombinacijo vitamina E, vitamina C in selena, so zauzile manj krme kot zivali
v kontrolni skupini. Posledica manjSega zauZivanja krme se je pokazala pri prirastu in masi
zivali. Zivali iz skupine ECSe so slabse priraiéale in bile laZje od Zivali iz kontrolne
skupine. Podobne rezultate so v primerljivem poskusu dobili Tawfeek in sod. (2014).
Pitovne pis¢ance so izpostavili toplotnemu stresu. Zanimalo jih je, kako kombinacija
vitamina E in vitamina C vpliva na proizvodne lastnosti. V krmo so dodali 250 mg/kg
vitamina E in 250 mg/kg vitamina C. V obdobju od 21. do 42. dne, so zivali zauzile
statisticno manj krme, v prirastu pa v primerjavi s kontrolno skupino niso ugotovili razlik.
Tudi v celotnem obdobju trajanja poskusa so Zzivali zauzile manj krme kot kontrolna
skupina, vendar razlika ni bila statisticno znacilna. ManjSe zauzivanje krme ni negativno
vplivalo na maso zivali in prirast, saj so bile zivali na koncu poskusa tezje, prav tako so
bolje prirascale. Ugotovili so tudi, da ne glede na obdobje trajanja poskusa, dodatek
vitamina E in vitamina C ni statisti¢no znacilno vplival na izkoris¢anje krme.

Rezultati raziskav o vplivu kombinacije vitamina E in vitamina C na proizvodne lastnosti
S0 nasprotujo¢i. Cinar in sod. (2014) ob enaki koli¢ini dodatkov v krmo (250 mg/kg
vitamina E in 250 mg/kg vitamina C) kot Tawfeek in sod. (2014), pri pitovnih piS€ancih
niso zaznali razlik v zauzivanju krme, masi zivali, prirastu in izkori$¢anju krme. Nasprotno
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pa Ipek in sod. (2007), ob podobni koli¢ini dodatkov (240 mg/kg vitamina E in 240 mg/kg
vitamina C), ki so jih dodali v krmo prepelicam, navajajo boljSe zauzivanje krme, visje
mase zivali, vi§je priraste in boljSe izkori$¢anje krme.

Nekoliko manjSe zauzZivanje krme smo v nasem poskusu opazili tudi v skupini z dodatkom
vitamina E, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna (p < 0,1). ManjSe zauzivanje krme pri
skupini E morda nakazuje na to, da bi lahko na manjse zauzivanje krme, pri kombinaciji
dodatkov, vplival vitamin E. Za potrditev te trditve, bi morali izvesti ve¢ raziskav o vplivu
vitamina E na zauzivanje krme oz. na proizvodne lastnosti.

Poleg vplivov razli¢nih dodatkov na proizvodne lastnosti nas je zanimal tudi njihov vpliv
na oksidativni status in s tem na zdravje zivali. Izmerili smo vsebnost vitamina E in
vitamina C v krvni plazmi, saj smo pricakovali, da dodatki antioksidantov v krmo zvisajo
njihovo vsebnost v telesu, ter s tem pomagajo zmanj$ati oksidativni stres, ki je posledica
velike vsebnosti maScob v krmi. Ugotovili smo, da dodatek vitamina E in njegova
kombinacija z vitaminom C in selenom, poviSata vsebnost a-tokoferola ter hkrati znizata
vsebnost y-tokoferola v krvni plazmi. Kot dodatek vitamina E smo uporabili sintetizirani
dl-a-tokoferil acetat, zato so rezultati vsebnosti vitamina E pri¢akovani. a-tokoferol
transferni protein namre¢ v jetrih selektivno prepozna a-tokoferol in ga vgradi v
lipoproteine z zelo nizko gostoto (VLDL). Povecana vsebnost a-tokoferola tako prepreci
vezavo v-tokoferola v VLDL, kar privede do vejega obsega razgradnje y-tokoferola s
strani citokromov P450 (Jiang in sod., 2001). Tudi Volj¢ in sod. (2013) so ugotovili, da
dodatek vitamina E v krmo pitovnih pis¢ancev, zviSa vsebnost a-tokoferola ter hkrati zniza
vsebnost y-tokoferola v krvni plazmi.

Zivali iz skupine ECSe so imele statisti¢no zna&ilno visjo vsebnost vitamina E, kot Zivali iz
kontrolne skupine. Med skupinama ECSe in E ni bilo statisti¢cno znalilnih razlik v
vsebnosti vitamina E, kar kaze na to, da je za poviSano vsebnost vitamina E v krvni plazmi
pri skupini ECSe vpliva predvsem koncentracija v krmo dodanega vitamina E. Ostali
dodatki na vsebnost vitamina E v krvni plazmi niso imeli statisticno znacilnega vpliva.
Rezultati iz naSe raziskave so primerljivi z nekaterimi ugotovitvami, da dodatek vitamina
C pri pitovnih piscancih ne vpliva na vsebnost vitamina E v stegenski miSici (Skrivan in
sod., 2012), dodatek selena pri pitovnih piscancih ne vpliva na vsebnost vitamina E v jetrih
(Ozkan in sod., 2007) ter dodatek Farmatana BCO v krmo pitovnih piscancev ne vpliva na
vsebnost vitamina E v plazmi, jetrih in prsni misici (Volj¢ in sod., 2013). Po drugi strani pa
s0 Sahin in sod. (2003) v nasprotju z nasimi rezultati ugotovili, da dodatek vitamina E pri
prepelicah povisa vsebnost vitamina C v serumu, ter da dodatek vitamina C povisa
vsebnost vitamina C in vitamina E v serumu. V naSem poskusu noben dodatek in njihova
kombinacija niso vplivali na vsebnost vitamina C v krvni plazmi. Razlog za to, da noben
dodatek ni vplival na poviSanje vsebnosti vitamina C v krvni plazmi, je morda povezan s
skladis¢enjem vitaminov v telesu. V masc¢obi topni antioksidanti se po zauzitju nalagajo v
mascobnih tkivih. V vodi topni antioksidanti pa se v telesu ne nalagajo v vecjih koli¢inah
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ampak se izlocijo. Ker telo nima vecjih zalog vodotopnih vitaminov, jih morajo zivali
dnevno zauzivati s krmo.

Vpliv razliénih antioksidantov in njihove kombinacije na oksidativni status pitovnih
pis¢ancev, smo poleg vsebnosti vitamina E in C, ugotavljali z merjenjem vsebnosti MDA v
krvni plazmi ter ACL in ACW v krvnem serumu. V ve¢ raziskavah so potrdili, da dodatek
vitamina E uspesno zniza vsebnost MDA v serumu pri pitovnih pi§¢ancih (Sahin in sod.,
2001; Volj¢ in sod., 2011), nesnicah (Sahin in sod., 2002) in prepelicah (Sahin in sod.,
2003). Tudi v nasi raziskavi je dodatek vitamina E posamezno ali v kombinaciji znizal
vsebnost MDA v krvni plazmi v primerjavi z ostalimi skupinami. Rezultati so pri¢akovani,
saj je vitamin E najpomembnej$i in najuspesnejsi antioksidant pri odpravljanju negativnih
vplivov lipidne peroksidacije in s tem oksidativnega stresa (Eitenmiller in Lee, 2004). Zato
je tudi najveckrat uporabljen dodatek za preprecevanje lipidne peroksidacije v prehrani in
kot konzervans za zas¢ito zivil (Rudan-Tasic¢, 2000).

Zivali iz skupine ECSe so imele statisti¢no zna¢ilno niZjo vsebnost MDA v krvni plazmi,
kot zivali iz kontrolne skupine. Podobno kot pri vsebnosti vitamina E, ima na zniZanje
vsebnosti MDA v krvni plazmi najvecji vpliv koncentracija vitamina E v krmi, saj med
skupinama ECSe in E ni bilo statisti¢no znacilnih razlik. Dodatek vitamina C in selena
nista vplivala na vsebnost MDA v krvni plazmi. Nasprotno so Sahin in sod. (2003)
ugotovili, da dodatek vitamina C (250 mg/kg) zniza vsebnost MDA v serumu pri
prepelicah. Vpliv selena na kazalec lipidne oksidacije v eritrocitin (TBARS) so pri
pitovnih piScancih preucevali Rao in sod. (2013). PiS¢ancem so dodajali razli¢ne
koncentracije selena (0, 100, 200, 300 in 400 pg/kg krme). Ugotovili so, da se s
povecevanjem koncentracije selena v krmi, kazalec lipidne oksidacije postopno zmanjsuje
v eritrocitih in s tem lipidna peroksidacija. Prav tako kot dodatek vitamina C in selena, tudi
dodatek Farmatana BCO ni vplival na zniZanje vsebnosti MDA v krvni plazmi. To potrjuje
rezultate, ki jih navajajo Volj¢ in sod. (2013), ki prav tako niso ugotovili znizanja
vsebnosti MDA ob dodatku Farmatana BCO v krmo pitovnih piscancev. Eden od moznih
vzrokov, da posamezni dodatki, razen vitamin E, niso vplivali na zniZanje vsebnosti MDA
v krvni plazmi je, da Kkljub dodatku 5 % lanenega olja nismo izpostavili pis¢ancev
povisanemu oksidativnemu stresu, saj smo v krmo kontrolne skupine, po normativih Ross
308 Broiler Nutrition specifications (2014), dodali 50 mg vitamina E, kar je bistveno vi$ja
vsebnost kot po priporo¢ilih NRC (1994), ki je 10 IU. Primerjava vsebnosti MDA v krvni
plazmi kontrolne skupine v na$i raziskavi (0,44 nmol/ml) z vsebnostjo MDA (0,65
nmol/ml) v plazmi piS€ancev v kontrolni skupini pri raziskavi Volj¢ (2012) kaZe na niZji
oksidativni stres v nasi raziskavi, kar je posledica vsebnosti vitamina E v krmi kontrolne
skupine v nasi raziskavi (51,2 mg/kg) v primerjavi z vsebnostjo vitamina E v kontrolni
skupini (8,0 mg/kg) raziskave Volj¢ (2012). Vsebnost vitamina E v krmi kontrolne skupine
v na$i raziskavi je primerljiva z vsebnostjo v skupini E-DL85 (60,7 mg/kg) v raziskavi
Volj¢ (2012), kjer je bila vsebnost MDA v plazmi pis¢ance iz te skupine 0,43 nmol/ml, kar
je primerljivo z rezultati nase kontrolne skupine. Rezultati kazejo na to, da dodatek
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vitamina C, selena ali Farmatana BCO v krmo, obogateno z lanenim oljem, ki vsebuje
vitamin E po normativih Ross 308 Broiler Nutrition specifications (2014), ni potreben, saj
dodatno ne $¢iti pis¢ancev pred oksidativnim stresom.

Pri merjenju ACL smo ugotovili, da dodatek vitamina E, selena, kombinacije dodatkov in
Farmatana BCO, niso vplivale na ACL. Dodatek vitamina C je statisticno znacilno povecal
ACL. Noben dodatek in njihova kombinacija, ni statisti¢no znacilno vplival na ACW. Smo
pa pri ACW izmerili statisti¢no znacilno razliko med skupino C in Fa.

Merjenje antioksidativne kapacitete z aparatom Photochem je Se dokaj neraziskano.
Tomazin in sod. (2012) so merili vpliv dodatka vitamina E na ACL pri pitovnih pis¢ancih.
Ugotovili so, da dodatek vitamina E pove¢a ACL. Enake rezultate, glede vpliva vitamina E
na ACL, so dobili Volj¢ in sod. (2013), ko so spremljali vpliv vitamina E in tanina na ACL
pri pitovnih pis¢ancih. Dodatek Farmatana BCO na koncentracijo ACL ni imel vpliva.
Mikulski in sod. (2009) so preucevali vpliv selena na ACL in ACW pri puranih. Dodatek
selena ni vplival na ACL in ACW. Kot vir polifenolov, so Jankowski in sod. (2016)
puranom v krmo vkljucili tropine razli¢nega sadja. Zanimalo jih je ali razlicni polifenoli
dodani v krmo, vplivajo na ACL in ACW. Ugotovili so, da tropine ¢rnega ribeza niso
vplivale na ACL in ACW, jabol¢ne tropine so povecale ACL in ACW, jagodne tropine pa
so povecale ACL, na ACW pa niso imele vpliva. Ker je metoda merjenja antioksidativne
kapacitete z aparatom Photochem S$e¢ dokaj neraziskana in zato, ker so si nekateri rezultati
glede vplivov razli¢nih dodatkov na ACL in ACW nasprotujoci, bi bilo potrebno narediti
Se dodatne raziskave glede vpliva razli¢nih antioksidantov na ACL in ACW.

Na podlagi dobljenih rezultatov, smo potrdili hipotezo, da dodatek vitamina E v krmo,
zvisa vsebnost vitamina E v krvni plazmi in zmanjSa lipidno peroksidacijo, povzroc¢eno s
povecanim zauzivanjem VNMK. Pri ostalih posameznih dodatkih smo hipotezo ovrgli.
Prav tako smo ovrgli hipotezo, da so kombinacije dodanih antioksidantov pri zmanj$evanju
oksidativnega stresa bolj uéinkovite, kot vsak posamezni dodatek, saj med skupinama
ECSe in E nismo zaznali statisti¢no znacilnih razlik.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov lahko oblikujemo naslednje sklepe:

36

dodatek posameznih antioksidantov ni vplival na proizvodne lastnosti pis¢ancev,
kombinacija antioksidantov (vitamina E in C ter Se) je poslabsala proizvodne
lastnosti pitovnih pis¢ancev,

dodatka vitamina E in kombinacije dodanih antioksidantov (vitamina E in C ter Se)
sta zviSala vsebnost a-tokoferola ter znizala vsebnost y-tokoferola in MDA v krvni
plazmi,

dodatki vitamina C, selena ali Farmatana BCO niso imeli vpliva na vsebnost
vitaminov E in C in MDA v krvni plazmi,

dodatki vitamina E, selena in kombinacije antioksidantov ter Farmatana BCO v
krmo za pitovne piscance, niso vplivali na koncentracijo ACL in ACW v serumu,

dodatek vitamina C je zvisal ACL, na ACW pa ni imel vpliva,

¢e krma Ze vsebuje priporoCene koli¢ine vitamina E in selena, dodajanje
vitamina C, Farmatana BCO ali dodatnega selena ni potrebno, kljub visji
oksidativni obremenitvi zaradi dodatka 5 % lanenega olja; v takih razmerah je za
zmanjSanje oksidativnega stresa ucinkovito le povecanje koli¢ine vitamina E v
krmi.
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6 POVZETEK

V raziskavi smo preucevali vpliv dodatkov vitamina E, vitamina C, selena in moZno
sinergijo med njimi ter Farmatana BCO, na proizvodne lastnosti in parametre zdravja
pitovnih piS€ancev, v povezavi z oksidativnim stresom. Oksidativni stres smo izzvali z
dodatkom 5 % hladno stiskanega lanenega olja v krmo pis¢ancev.

V poskus, ki je trajal 40 dni, smo vkljucili 600 dan starih petelin¢kov provenience ross
308. Pis¢ance smo razdelili v 6 skupin (5 ponovitev znotraj skupine). Krmljeni so bili po
volji. Prvih 20 dni so bili krmljeni z enako krmno meSanico, Starter-jem 0z. grover-jem,
potem pa so bili krmljeni z krmno mesanico finiSer, kateri je bilo dodano laneno olje in
razli¢ni dodatki odvisno od poskusne skupine: kontrolna skupina K (brez dodatka), skupina
E (200 1U vitamina E/Kg), skupina C (250 mg vitamina C/kg), skupina Se (0,2 mg
selena/kg), skupina ECSe (200 IU vitamina E/kg, 250 mg vitamina C/kg in 0,20 mg
selena/kg) in skupina Fa (500 mg Farmatana BCO/kg). Tedensko smo tehtali pis€ance in
ostanke krme. Spremljali smo telesno maso, prirast, zauzivanje in izkori$¢anje krme. Na
koncu poskusa smo 12 pis€ancev na skupino Zrtvovali in jim odvzeli vzorce krvi za analize
vsebnosti vitamina E, vitamina C, MDA, ACL in ACW.

Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da dodatek kombinacije vitamina E, vitamina C in
selena, zmanjS$a zauzivanje krme. ManjSe zauzivanje krme se je odrazalo tudi v manjsi
masi piscancev in slabSem prirastu. Posamezni dodatki niso vplivali na proizvodne
rezultate piS¢ancev. Vpliv na vsebnost a-tokoferola in y-tokoferola smo opazili le pri
piS€ancih, ki smo jim v krmo dodali vitamin E, posamezno ali v kombinaciji z drugimi
dodatki. Dodatek vitamina E je zviSal vsebnost a-tokoferola in znizal vsebnost vy-
tokoferola. Ostali dodatki na vsebnost a-tokoferola in y-tokoferola niso vplivali. Na
vsebnost vitamina C ni vplival noben dodatek. Pri oceni parametrov zdravja pis€ancev smo
ugotovili, da dodatek vitamina E in kombinacija vitamina E, vitamina C in selena,
statisticno znacilno znizata vsebnost MDA v krvni plazmi. Na statisticno znacilno znizanje
vsebnosti MDA v krvni plazmi, ob dodatku kombinacije antioksidantov, vpliva predvsem
dodatek vitamina E, saj med skupinama ECSe in E nismo zaznali statisticno znacilnih
razlik. Pri analizi ACL in ACW smo ugotovili, da dodatek vitamina C pove¢a ACL. Ostali
dodatki na ACL niso imeli vpliva. Na ACW ni vplival noben dodatek.

V raziskavi smo potrdili, da dodatek vitamina E v krmo zviSa vsebnost vitamina E v krvni
plazmi in hkrati zniza vsebnost MDA v krvni plazmi. To pomeni, da uspesno preprecuje
lipidno peroksidacijo ter tako $¢iti organizem pred negativnimi vplivi oksidativnega stresa,
ki je posledica visoke vsebnosti VNMK v krmi. Ostali dodatki na zmanjSevanje
oksidativnega stresa piS¢ancev niso imeli vpliva. Kombinacija dodatkov ECSe je imela
glede zmanjsSevanja oksidativnega stresa pis¢ancev primerljiv ucinek kot dodatek samega
vitamina E in tako ni imela sinergisti¢nega ucinka, je pa poslabsala proizvodne lastnosti
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pis¢ancev, zato bi bilo potrebno narediti dodatne raziskave glede vpliva kombinacije
antioksidantov na proizvodne lastnosti pitovnih pis€ancev.
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