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DHK - dokozaheksaenojska kislina
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SURS - Statisti¢ni urad Republike Slovenije
TBK - tiobarbiturna kislina
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TEP - 1,1,3,3-tetraetoksipropan

VNMK - veCkrat nenasi¢ene masc¢obne kisline
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SEZNAM GESEL

Ekstrakt: je z razli¢nimi topili pridobljena trdna ali tekoCa snov doloCene substance

(npr. rastlin).
Fenoli: so v vodi topne karboksilne spojine.
Flavonoidi:  so rastlinski pigmenti z antioksidativno sposobnostjo.

Izkoristljivost hranil: z izkoristljivostjo hranil oznacujemo delez hranljivih snovi, ki se

absorbira v prebavilih zivali, zmanjSan za endogene izgube.
Lipidna oksidacija: je nekontrolirana oksidacija lipidov.

Oksidativna stabilnost: z oksidativno stabilnostjo opisujemo stanje ko so prosti radikali in

antioksidanti v ravnovesju.

Polifenoli:  so sekundarni metaboliti rastlin, za katere je znacilno povezovanje veé
fenolnih spojin v enotno strukturo. Pripisujemo jim najrazli¢nej$e nacine

delovanja, kot je antioksidativno, antimikrobno, antiinflamatorno.

Prooksidant: atom ali molekula, ki s sprejemanjem elektronov omogoc¢i oksidacijo

drugega atoma ali molekule.
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1 UVvOD

OzaveSCanje in zahteva porabnikov po zagotavljanju varne in kakovostne hrane je
spodbudila uporabo naravnih krmnih dodatkov v reji Zivali. S prepovedjo uporabe
nutritivnih antibiotikov v EU so se stroski reje povecali, zato se i§¢ejo ucinkoviti naravni
nadomestki. Potencialen naraven antibiotik in antioksidant predstavlja hmelj. Njegova
ucinkovitost je poznana ze iz pivovarske industrije, kjer se primarno uporablja za
dodajanje arome ter antimikrobno in antioksidativnho zasSCito piva. Zaradi slednjih
pozitivnih lastnosti bi ga lahko uporabljali v Zivinoreji, kot naravni krmni dodatek z
namenom zmanj$anja uporabe sinteti¢nih dodatkov. To Se posebno velja za antioksidante,
ki so pomemben dodatek krmi. Uporaba naravnih antioksidantov je klju¢na za ohranjanje
zdravja zivali, kakovosti Zivalskih proizvodov in posredno zdravja ljudi ter zmanjSevanje

onesnazenosti okolja.

Uporabo hmelja kot prehranski dodatek so spodbudila tudi nihanja na trgu hmelja, ki so
imela za posledico presezke hmelja na svetovni ravni. Velike zaloge so posledica velike
pridelave in uvedbe novih tehnologij konzerviranja hmelja. Razmere na trgu so vplivale
tudi na slovensko hmeljarstvo, saj se je pridelava hmelja v zadnjih letih zmanjSala. Zato bi
dodaten vir uporabe hmelja koristil tudi slovenskim trgom in tako pomagal ohraniti

raznolikost in konkurenc¢nost slovenskega kmetijstva.

Krma in Zivali pa niso izpostavljene samo mikrobni aktivnosti temvec tudi oksidacijskemu
stresu. Ta v reji zivali predstavlja velik problem, saj so zivali, ki so izpostavljene
oksidacijskemu stresu manj produktivne, zaradi slabSe zaSCite pa je omejena uporaba
njihovih proizvodov. PiS€anci imajo zaradi hitre rasti velike potrebe po energiji, zato je
njihova prehrana bogata z mascobami. Vir mas¢ob v krmi najveckrat predstavljajo
rastlinska olja, ta pa so bogata z veCkrat nenasi¢enimi mascobnimi kislinami (VNMK).
Uporaba VNMK v prehrani zivali je vse pogostejSa z namenom pridobivanja funkcionalnih
zivil. Zaradi velike vsebnosti VNMK, ki so zelo nestabilne molekule ter nepravilnega
konzerviranja in skladiS¢enja krme, prihaja do procesa oksidacije lipidov. Za zmanjSanje
oksidacijskega stresa, ki je posledica porusenega ravnovesja med prostimi radikali in

antioksidanti, slednje dodajamo v krmo, da zas¢itimo organizem Zzivali.
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Kar nekaj avtorjev kot ucinkovit vir antioksidantov navaja razli¢ne rastlinske dodatke. Ti
so bogati z bioaktivnimi snovmi, ki imajo ugodne ucinke na organizem. Njihova uporaba v
prehrani ljudi in zivali je zelo pomembna saj izboljSujejo proces prebave, uravnavajo
¢revesno floro ter povecujejo apetit. Med bioaktivne snovi Stejemo tudi flavonoide, ki jih
najdemo v vseh rastlinah, vendar v razliénih koncentracijah. Flavonoidi imajo veliko
sposobnost uni¢evanja prostin radikalov in aktiviranja antioksidantnih encimov
(Prochazkova in sod., 2011). Antioksidativna sposobnost rastlinskih dodatkov se kaze tudi
v za§Citi zivalskih proizvodov, tako Loetscher in sod. (2013) navajajo pozitivne ucinke
listov rozmarina, koprive ter plodu aronije in $ipka na oksidacijsko stabilnost mesa. Kim in
sod. (2009) opisujejo ¢esen in njegovo lupino, kot ucinkovit vir antioksidantov. Dodatek
Cesna in njegove lupine je zmanjsal oksidacijo lipidov in s tem povezano nastajanje s
tiobarbiturno kislino reagirajo¢e spojine v pis¢ancji prsni misi¢nini, vendar je njegova
vsebnost vplivala na senzori¢ne lastnosti mesa. Zanimivo antioksidativno delovanje velja
tudi za sojine izoflavone. Njihova vsebnost v krmi je povecala antioksidativno kapaciteto

merjeno z doloéanjem MDA v plazmi in prsni misi¢nini (Jiang in sod., 2007).

Vir antioksidativne in antimikrobne zas¢ite predstavlja tudi hmelj. Kljuéno vlogo pri
antioksidativni kapaciteti hmelja imajo polifenoli (ksantohumol, izoksantohumol in
prenilnaringenini), ki so znani po antioksidativnih, antimikrobnih, antimutagenih
lastnostih, delujejo pa tudi protivnetno. Hmelj vsebuje tudi druge sekundarne metabolite,
med katere Stejemo grenci¢ne o in B — Kisline, za katere pa je znano antimikrobno
delovanje (Krofta in sod., 2008; Van Cleemput in sod., 2009). Njegove antimikrobne
lastnosti v krmi in vpliv na pisc¢ance so opisali Cornelison in sod. (2006). Veliko je tudi
napisanega o njegovi tako antimikrobni, kot antioksidativni zas¢iti piva (Stavri in sod.,
2004). Antioksidativna kapaciteta hmelja pri zivalih $e ni dobro poznana. Jakovljevi¢ in
sod. (2008) so pri belih miskah, katerim so dodajali hmelj, ugotovili izboljSsano
antioksidativno zaSc¢ito jeter. Tudi ob dodatku etanola podganam se je ksantohumol izkazal
kot ucinkovita zasScita pred nastankom poskodb jeter (Pinto in sod., 2014). Antioksidanti
hmelja imajo vlogo tudi pri zasciti pred razvojem rakavih obolenj. V in vitro pogojih je
ksantohumol uspe$no zmanj$al razvoj in Sirjenje raka prostate (Delmulle in sod., 2006). Za

grenci¢ne kisline je znana njihova antimikrobna u¢inkovitost. Tako je njihovo dodajanje v
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krmo piscancev, statisticno znacilno zmanj$alo prisotnost bakterije Clostridium

perfringens v prebavilih (Tillman in sod., 2011).

Nenazadnje hmelj vpliva tudi na zauzivanje krme in prirast. V raziskavi vpliva dodatka
origanovega olja ali ekstrakta hmelja v krmo pitovnim pis¢ancem So znanstveniki ugotovili
boljse zauzivanje krme od 22. dne dalje in veéji prirast do 22. dne ob dodatku hmelja v
primerjavi s skupino, ki je imela za dodatek origanovo olje in kontrolno skupino brez
dodatka. Konc¢na masa zivali je bila ob dodatku hmelja ali origanovega olja enaka

kontrolni skupini (Bozkurt in sod., 2009).
Cilj naSe raziskave je bil ugotoviti ali:

o dodatek storzkov hmelja v razlicnih koncentracijah vpliva na zauzivanje in
izkori$€anje krme ter prirast,

o dodatek storzkov hmelja v razliénih koncentracijah vpliva na antioksidativno
zaséito zivali,

o dodatek storzkov hmelja vpliva na oksidativno stabilnost prsne misi¢nine pri

razli¢nih pogojih skladiS¢enja in na njene fizikalne lastnosti.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 OKSIDACHSKI STRES

Med delovanjem organizma prihaja do neravnovesja med prostimi radikali in antioksidanti.
Stanje, ko je v organizmu prisotnih ve¢ oksidantov kot antioksidantov, imenujemo
oksidacijski stres. Prosti radikali so zelo nestabilne in reaktivne oblike molekul, ionov in
atomov, ki imajo enega ali ve¢ neparnih elektronov. Organizem v normalnih presnovnih
procesih sam proizvaja proste radikale, vendar ne vedno v skodo le-tega, ampak tudi kot
za8¢ito pred mikroorganizmi, kot pomo¢ pri celicnem signaliziranju in regulaciji apoptoze

(Frankic in Salobir, 2007; Aruoma, 1998).

Na oksidacijski stres pri ljudeh zaradi povecanega nastajanja prostih radikalov vplivajo na
eni strani zunanji dejavniki, kot je zauzivanje alkohola (Sun in sod., 1997), kajenje in
izpostavljanje cigaretnemu dimu (Nielsen in sod., 1997), prisotnost radioaktivnega in UV
sevanja, izpostavljenost ultrazvoénemu in mikrovalovnemu valovanju, psiholoska stanja,
kot je stres (Sies, 1997), terapija z zdravili, onesnazeno okolje (smog, saje, izpusni plini
avtomobilov (JeSe Janezi¢, 2001), ter na drugi strani tudi prehrana s prevelikim
zauzivanjem VNMK in prekomerna fizi¢na aktivnost (Boskovi¢, 2009). Vecina biolosko
pomembnih prostih radikalov izhaja iz kisika in duSika, ki ju zgoraj omenjeni dejavniki
lahko spremenijo v molekule, ki najveckrat poskodujejo nukleinske kisline, lipide in
beljakovine. Zaradi teh poskodb je moteno prepisovanje DNK, sinteza beljakovin,
transport ionov, aktivnost encimov ter druge napake, ki vodijo v slabSe delovanje organov

in sistemov in v bolezenska stanja (Surai in sod., 2003).

Za nekatera bolezenska stanja pri ljudeh in povecanje dejavnikov tveganja za razvoj le-teh
je dokazano, da so nastala kot posledica delovanja prostih radikalov. Aruoma (1998) je
med te bolezni uvrstil razlicna rakava obolenja, bolezni prebavnega trakta, oci
(degenerativne poSkodbe mreZnice), srca in ozilja (ateroskleroza), ledvic, pljuc, rdecih

krvnick in bolezni Ziv€evja (Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen).

Negativni vpliv oksidacijskega stresa se kaze tudi pri Zivalih. Ta je najveckrat povezan z
neprimernim okoljem (temperatura, zracenje hleva, gostota naselitve, dostopnost krme in

vode) in prehrano z veliko vsebnostjo mas¢ob in majhno vsebnostjo antioksidantov (Betti
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in sod., 2009; Cortinas in sod., 2005). Fellenberg in Speisky (2006) kot posledico
oksidativnega stresa navajata slabSi prirast pitovnih piS¢ancev in slabSo oksidativno
stabilnost mesa. TakSno meso ima krajSi rok uporabe, zaradi oksidacije mascob, ki so
prisotne v mesu pride do zarkosti. Tak§no meso ni okusno, ima neprijeten vonj, slabso
strukturo in videz, manjso hranilno vrednost. Je slabse kakovosti in nezanimivo za
porabnika. Tavarez in sod. (2011) so v poskusu krmili pitovne pis¢ance z oksidiranim in
svezim sojinim oljem. Cilj raziskave je bil ugotoviti, kako krma z dodatkom oksidiranega
olja vpliva na rast zZivali, kakovost mesa in oksidativni status. Skupina piscancev, ki je bila
krmljena z oksidiranim oljem je zauZzila manj krme zato je bila lazja, imela je manjsi prirast
in slabse izkoris¢anje krme kot skupina, krmljena s svezim oljem. Oksidirano olje je
zmanj$alo intenzivnost rumenega odtenka mesa, medtem ko pri merjenju rdeéega odtenka
in svetlosti mesa prsne misi¢nine med skupinama ni bilo razlik. Prav tako ni bilo razlik v
strizni sili in izceji, kar je v nasprotju z Zhang in sod. (2011), ki navajajo, da meso prsne
ima vecjo izcejo kot kontrolna skupina. Krmljenje z oksidiranim oljem je povzrocilo

povecano oksidacijo masc¢ob v vzorcih mesa ne pa v plazmi.

Kljub Stevilnim opravljenim raziskavam na temo zasc¢ite zdravja ljudi, zivali in njihovih
proizvodov pred oksidacijskih stresom, Se vedno ostaja najlazja in najbolj uCinkovita

metoda zadostno uzivanje antioksidantov.

Oksidacijski stres lahko ovrednotimo z merjenjem oksidacijskih produktov. Za merjenje
oksidacijskih produktov je razvitih ve¢ metod, vendar se najveckrat uporablja metoda za
dolo¢itev malondialdehida, ki je sekundarni produkt lipidne oksidacije. Poleg merjenja
oksidacijskih produktov lahko oksidacijski stres merimo tudi direktno s testi za merjenje

poskodb DNK. Tu se najveckrat uporablja dokaj enostaven, hiter in natanéen kometni test.
2.1.1 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid je aldehid z dolgo Zivljenjsko dobo, ki nastane pri lipidni peroksidaciji ali
lipidni avtooksidaciji. Med tem procesom iz VNMK, Se posebno tistih, ki imajo dve ali ve¢
dvojnih vezi, nastajajo razli¢ni produkti. Med nastale sekundarne produkte sStejemo tudi
malondialdehid (1,3—propandial) (Jese Janezi¢, 2001; Rezar, 2001).
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MDA je najpogosteje uporabljena spojina za merjenje lipidne peroksidacije. Lahko ga
dolo¢amo z merjenjem kompleksa MDA-DAN (diaminonaftalen), ki reagira le z MDA in
ne z ostalimi snovmi v mediju (Karatas in sod., 2002) ali MDA-TBK, ki je najpogosteje
uporabljena metoda. Pri reakciji s tiobarbiturno kislino (TBK) nastane roznato obarvan
produkt (Wong in sod., 1987). Za nastanek kompleksa MDA-TBK je potrebno kislo
okolje, saj se takrat MDA sprosti, poleg tega pa kislo okolje deluje kot katalizator za
reakcijo MDA-TBK. V medij je potrebno dodati tudi antioksidant BHT
(butilhidroksitoluen), ki preprecuje lipidno peroksidacijo med pripravo vzorca. Za vecjo
natan¢nost produkt MDA-TBK merimo s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti
(HPLC) (Tatum in sod., 1990). MDA je zelo reaktivna spojina, ki reagira z beljakovinami,
lipidi (fosfolipidi v celiénih membranah) in nukleinskimi kislinami, sposoben je tudi
inaktivirati encime. Za MDA je znano, da je toksien, citotoksi¢en, mutagen in
kancerogen, povzroca razli¢ne bolezni in starostne spremembe. Zaradi nastetega je MDA v
kateremkoli organizmu nezazelen. Esencialne mascobne kisline so glavni prekurzor
nastanka MDA, med njimi najbolj arahidonska in dokozaheksaenojska kislina, v hrani pa
trikrat nenasic¢ena linolenska kislina. Koncentracijo MDA v plazmi povecata tudi alkohol
in kajenje, slednje poveca kisikove proste radikale in zmanjSa aktivnost nekaterih

antioksidantov (Nielsen in sod., 1997).

Z normalnim na¢inom Zivljenja, zmanjSanjem dejavnikov, ki povzrocajo oksidacijski stres
in raznovrstno prehrano se lahko izognemo lipidni peroksidaciji in z njo povezanim MDA.

Za dodatno za§¢ito organizma poskrbimo z zadostnim vnosom antioksidantov.
2.1.2 Kometni test

S kometnim testom ali elektroforezo posameznih celic (angl. SCGE) merimo poskodbe
molekul DNK v celicah, najveckrat za test uporabimo bele krvnicke ali limfocite (Cortés-
Gutiérrez in sod., 2011). Gre za potovanje DNK iz jedra po agaroznem gelu proti anodi.
Test je dobil ime po sijo¢em jedru, ki za seboj pusca sled v obliki repa (poSkodovana
DNK), kar spominja na komet (slika 1). Prednost kometnega testa pred ostalimi klasi¢nimi
metodami je, da je kometni test natancna in obcutljiva metoda, ki pokaze poskodbe DNK v
posameznih celicah. Prav tako pa je hitra, direktna in nezahtevna metoda, ki je zelo

uporabna v razli¢nih vejah raziskovanja in diagnosticiranja (Lah in sod., 2005).
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Slika 1: Stopnje poskodb jedrne DNK od najmanj poskodovane (A), do zelo po§kodovane (D) (Cortés-
Gutiérrez in sod., 2011: 657)

Uporabljamo ga za odkrivanje ve¢ tipov poskodb DNK, najveckrat gre za enojne ali dvojne
prelome vijacnice, navzkrizne povezave, alkalno labilna mesta (enojni prelomi) ali kot
enojni prelomi zaradi nedokoncanega ali zakasnjenega popravljanja napake na DNK
(Hartmann in sod., 2003). Z uporabo specifi¢nih protiteles ali DNK popravljalnih encimov
lahko s kometnim testom ugotavljamo tudi poSkodbe nastale zaradi oksidacijskega stresa
(Cortés-Gutiérrez in sod., 2011). Zaradi Siroke uporabnosti ga danes uporabljamo v
farmacevtski industriji, medicinskih in epidemioloskih raziskavah, biomonitoringu in
toksikologiji (Collins, 2004; Cortés-Gutiérrez in sod., 2011).

2.2 ANTIOKSIDANTI

Aerobni organizmi za svoje normalno delovanje nujno potrebujejo kisik, da lahko preko
dihanja ustvarjajo dovolj energije za delovanje ostalih metaboli¢nih procesov. Kisik pa
lahko istocasno povzroca oksidacijski stres, ki je toksicen za celice (Liméon-Pacheco in
Gonsebatt, 2009). Za zas¢ito pred prostimi radikali, ki so posledica oksidacijskega stresa,
so organizmi tekom evolucije razvili vrsto obrambnih mehanizmov, kot so preventivni
mehanizmi, popravljalni mehanizmi, fizicna obramba in antioksidativna obramba (Valko
in sod., 2007). Antioksidanti so molekule, ki s svojim delovanjem preprecijo ali otezijo
prostim radikalom vstop v verizno reakcijo tako, da jim donirajo vodikov atom, s tem jih
nevtralizirajo ter preprecijo oksidacijo drugih molekul in poskodbo celic. Naloga
antioksidantov je zagotoviti optimalno ravnovesje med prostimi radikali in antioksidanti
(Fellenberg in Speisky, 2006).
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V grobem antioksidante delimo na dva nacina, prva delitev je na endogene in eksogene.
Endogeni antioksidanti so tisti, Ki jih telo lahko samo proizvede, eksogeni, ki predstavljajo
glavnino antioksidantov pa tisti, katere je potrebno v telo vnesti s hrano. Med njima je zelo
tanka meja, saj je za izgradnjo nekaterih endogenih antioksidantov potrebna sestavina, ki jo
moramo vnesti s hrano. TakSen primer je selen, ki je esencialen za izgradnjo Se-glutation

peroksidaze (Frankic¢ in Salobir, 2007).
Med endogene antioksidante Stejemo:

o glutation (GHT), Se-glutation peroksidaza,

o katalaze,

o NADPH,

o sena in lipojska Kislina,

o hormoni (melatonin, estrogen in drugi),

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

o Dbeljakovine, ki vezejo kovinske ione, vkljuéno albumin (in nanj vezani tioli in

bilirubin), beljakovine, ki vezejo Fe in Cu (transferin in celuroplazmin).
Eksogeni antioksidanti pa so:

o vitamin A in karotenoidi (-karoten, likopen, lutein in drugi),

o vitamin E (tokoferoli in tokotrienoli),

o vitamin C (askorbinska kislina)

o fitokemijske spojine z antioksidacijsko aktivnostjo (polifenoli, flavonoidi),

o Seindrugi elementi, potrebni za gradnjo antioksidativnih encimov,

o prehranski in drugi dodatki (koencim Q1o, glutation, lipojska kislina in drugi),
o antioksidanti za zas¢ito krme (BHA, BHT, propil galat in drugi).

Druga delitev antioksidantov je glede na izvor. Tu loCimo naravne in sinteti¢ne
antioksidante. Sinteti¢ne antioksidante zaradi dostopnosti, nizke cene in ucinkovitosti
uporabljamo kot konzervanse zivalske krme. Najbolj uporabljeni so tisti, ki imajo fenolno
strukturo: butilhidroksitoluen (BHT), butilhidroksikinon (TBHQ), propil galat in oktil galat
(Fellenberg in Speisky, 2006). Zaradi vse bolj energijsko bogate krme se lahko za zascito

zivali pred oksidacijskim stresom uporabljata sinteti¢ni vitamin E (all-rac tokoferol) ali
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semisinteticni vitamin E (a-tokoferil acetat), vendar sta ti obliki slabse ucinkoviti kot

naravna oblika vitamina E (Volj¢ in sod., 2011).

Naravni antioksidanti izvirajo iz rastlinskih delov: listi, lubje, semena in plodovi. Med njih
Stejemo vitamin E, vitamin A in druge molekule z antioksidativnimi lastnostmi, kot so
karoteni (j-karoten, likopeni, luteini, asta-, zea- in kanta-ksantin), flavonoidi (katehini,
kvercetin, rutin, morin) in drugi neflavonoidni fenoli (rosmanol, rosmaridifenol).
Antioksidante pa lo¢imo tudi glede na topnost, tako poznamo v vodi topne antioksidante

(vitamin C) in v mas¢obah topne antioksidante (vitamin E) (Fellenberg in Spiesky, 2006).

Antioksidanti so esencialna sestavina zdrave in uravnotezene prehrane ljudi. Primerno
uzivanje hrane z antioksidanti zmanj$a tveganje za razvoj razliénih vrst raka in
kardiovaskularnih bolezni (Biesalski in sod., 1997), revmatoidnega artritisa, sladkorne
bolezni, nevroloske bolezni (Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen) ter upocasni proces
staranja (Valko in sod., 2007). Vir antioksidantov predstavljajo Zivila kot so sadje (¢rno
grozdje, hruske, jagode, ¢eSnje, slive, citrusi), zelenjava (artiCoke, petersilj, rabarbara, leca,
¢ebula, fizol, $pinaca), zelis€a (rozmarin, Zajbelj, origano, timijan, ingver), zeleni ¢aj, ¢rni

¢aj, rdece vino, pomarancni sok, kava in ¢okolada (Dimitrios, 2006).

Kakovost krme je zelo pomembna tako za dobro pocutje zivali, kot za njihovo zdravje in
kakovost Zivalskih proizvodov. Komponente v krmi, ki v telesu povecajo oksidativni stres
so kovinski ioni, toksini, ve¢ja vsebnost VNMK, zato je potrebno v krmo dodajati
antioksidante. Antioksidanti v prehrani Zivali izboljSajo stabilnost krme, izboljSajo jeS¢nost
zivali, zaradi Cesar Zivali bolje prirascajo, izboljSajo zdravje Zivali in njihov imunski
odgovor. Poleg tega pa je dodajanje antioksidantov v krmo tudi dober vir le-teh za ljudi, v
zivalskih proizvodih. Antioksidanti, ki delujejo proti kvarjenju mascob, lovijo
hidroperoksilne radikale, ki se tvorijo v iniciacijski fazi oksidacije mascob in tako

preprecijo nadaljevanje verizne reakcije prostih radikalov (Frankic¢ in Salobir, 2007).

Danes glavnina Zivinoreje poteka pod pogoji intenzivne reje, zazelen je hiter prirast, kar
pomeni ve¢ mascob v krmi, Se posebno VNMK, ki so zelo nestabilne. To je razlog za
dodatno skrbnost pri dodajanju antioksidantov v krmo, saj se s taksno prehrano potrebe po

antioksidantih povecajo. Najpogosteje se dodaja razna rastlinska olja, kot je laneno olje,
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palmovo olje, repicno olje in vitamine, Se posebno vitamin E in C. Nekaj potreb po
antioksidantih lahko pokrijemo z rastlinskimi olji, vendar ne vseh, zato je potrebno
dodajati $e vitamin E (Volj¢ in sod., 2011).

Ljudje z nac¢inom prehranjevanja zauzijemo malo esencialnih mascobnih kislin (MK), ki pa
so prisotne v oljih in ribah. Z namenom, da bi razsirili dosegljivost esencialnin MK, jih
dodajamo v prehrano drugim Zivalim, najpogosteje pitovnim pis¢ancem. Zaradi dodajanja
VNMK, ki so nestabilne in hitro oksidirajo je potrebno dodajati tudi vec¢ antioksidantov,
torej vitamina E, ki u€inkovito preprecuje lipidno peroksidacijo. Koliko vitamina E pa je
potrebno dodati v krmo, da do oksidacije pride kasneje, je odvisno od kolicine VNMK
(Volj¢ in sod., 2011).

Dovzetnost mesa za oksidacijo je odvisna od deleza VNMK med lipidi, od koli¢ine
reaktivnega kisika v organizmu in od koli¢ine antioksidantov. Do najvecje lipidne
oksidacije pride med rokovanjem z mesom, med predelavo, skladis¢enjem in pripravo.
Med temi procesi se Zelezo sprosti iz velikih molekul kot so hemoglobin, mioglobin in je
tako dosegljiv Ze v manjsih molekulah kot so aminokisline, nukleotidi in fosfati, kar
pomeni, da lahko deluje kot prooksidant. Sekundarni produkt lipidne peroksidacije in
pokazatelj, da je do oksidacije prislo, je MDA. Ta se sorazmerno z dodajanjem VNMK v

proizvodih povecuje (Franki¢ in Salobir, 2007).

Preucevanje vplivov ob dodajanju antioksidantov v krmo je aktualna tema mnogih
raziskovalcev. Volj¢ in sod. (2011) so v poskus vkljucili pitovne piséance, katerim so krmo
obogatili z naravno (45,6 mg/kg) ali sinteti¢no (61,8 in 166,3 mg/kg) obliko vitamina E.
Dodatek 166,3 mg sinteticnega in 45,6 mg naravnega vitamina E/kg krme je znatno
zmanjSal poSkodbe DNK molekule. Vplival je tudi na oksidativno stabilnost sveZega mesa,
saj je zmanjsal koncentracijo MDA Vv prsni miSi¢nini. Razlika v delujo¢i koncentraciji
dodatka je v izkoriS€anju le-tega, organizem lazje izkoriS€a naravni kot sinteti¢ni vitamin
E. Koncentracija in vir vitamina E nista statisticno znacilno vplivala na koli¢ino zauzite

krme in na rast piS¢ancev.

Guo in sod. (2001) so zeleli ugotoviti, kolik§na koncentracija vitamina E ima pozitivne

ucinke na proizvodne lastnosti piScancev in oksidativno stabilnost mesa. Pitovnim
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pis€¢ancem so v krmo dodali 5, 10, 20, 50 ali 100 mg vitamina E/kg krme. Na podlagi
raziskave so ugotovili, da dodatek vitamina E nima vpliva na zauzivanje krme, ¢eprav so
pri skupinah, ki so zauzivale vi§jo koncentracijo dodatka (50 ali 100 mg vitamina E/kg
krme) opazili veéji prirast, kar pripisujejo zmanjSani peroksidaciji v organizmu. Tudi med
skladis¢enjem je bilo meso bedrne misi¢nine skupine, ki so zauzivale vi§je koncentracije

vitamina E, bolj oksidativno stabilno.

Pri vzreji piséancev se pojavlja problem toplotnega stresa, ki nastane zaradi problemov s
prezraCevanjem in klimatizacijo hlevov, najpogosteje v dezelah s toplim podnebjem.
Hashizawa in sod. (2013) so testirali vpliv vitamina E pri piS¢ancih, ki so bili izpostavljeni
toplotnemu stresu, na oksidativni stres in oksidativno stabilnost mesa. Toplo okolje ima za
posledico manjSe zauZivanje krme, manjsi prirast in povecan pogin zivali. Vitamin E ni
imel vpliva na proizvodne lastnosti piS€ancev, rejenih v toplem okolju, saj je bil s

temperaturo povzrocen stres prevelik.

Skiivan in sod. (2012) so v poskus vkljucili pitovne pis¢ance, katerim so v krmo dodali
razli¢éne koli¢ine vitamina C (280 ali 560 mg/kg krme) in selen (0,3 mg/kg krme).
Koncentracija dodanih komponent se je v bedrni miSi¢nini povisevala sorazmerno v
odvisnosti od koli¢ine dodatka. Vitamin C je zmanjSal vsebnost mascob v bedrni misi¢nini
in povecCal vsebnost beljakovin. Selen je v primerjavi s kontrolno skupino izboljsal

antioksidativno kapaciteto mesa, s tem je zmanjSal oksidativni stres in pripomogel k boljsi

vt w

Antioksidanti v krmi in krmnih meSanicah niso pomembni le za prehrano zivali temvec
tudi za oksidacijsko zascito krme. Med skladis¢enjem se krma kvari, najvecji problem
predstavlja oksidacija mas¢ob. Zaradi oksidativnega kvarjenja mascob dobi krma okus po

zarkem, neprijeten vonj in videz.
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2.3 RASTLINSKI DODATKI V KRMI

S prepovedjo uporabe antibiotikov v prehrani zivali in zavedanjem rejcev in porabnikov o
Skodljivih ucinkih le-teh, se pojavlja trend, da se v prehrano zivali z namenom izboljSanja
zdravja zivali in doseganja dobrih proizvodnih rezultatov, dodaja naravne krmne dodatke.
Resitev za to so rastlinski dodatki, ki so ze stoletja v uporabi, vecinoma v humani medicini.
Rastlinski dodatki se ze uporabljajo v prehrani zivali, predvsem za izboljSanje jeScnosti,
prebave in imunskega odgovora, uporablja pa se jih tudi kot antioksidante in kot barvila
(Franki¢ in sod., 2008).

Rastlinske dodatke lahko v krmo dodajamo kot posusene rastline ali v obliki ekstrakta. Ti
so lahko precisceni ali nepreciS€eni, kaj je bolj ucinkovito, je odvisno od ucinka, ki ga
zelimo doseci in od posameznega ekstrakta. Veliko znanja je potrebnega, da ugotovimo
koliko rastlinskega dodatka dodamo v krmo, ¢e dodatek vklju¢imo v prenizki koncentraciji
je ucinek skoraj zanemarljiv, ¢e v previsoki koncentraciji, je lahko Skodljiv. V prehrani
povecajo izlocanje sline, povecajo sintezo zol¢nih kislin in aktivnost prebavnih encimov.
Rastlinski dodatki tudi ugodno vplivajo na pocutje in zdravje zivali, kar se kaze v dobri

proizvodnji kakovostnih in stabilnih zivalskih proizvodov (Franki¢ in sod., 2008).

Rastlinski dodatki imajo tudi protimikrobno delovanje na patogene mikroorganizme, zato
so pomemben del sestave krmne mesanice, saj ohranjajo higieno krme. Posledi¢no so bolj
zdrava tudi prebavila zivali, so manj obcutljiva in omogocajo boljso absorpcijo esencialnih

hranil in boljSo rast (Franki¢ in sod., 2008).

V rastlinskih dodatkih je prisotnih veliko molekul, najpomembnejse med njimi so fenolne
spojine, ki jim pripisujemo antioksidacijske lastnosti. Med fenolne spojine spadajo
flavonoidi, hidrolizirajo¢i tanini, fenolne kisline ter nekateri vitamini (vitamin A in E).
Veliko fenolnih spojin vsebujejo roZzmarin, Zajbelj, origano, kamilica, zeleni ¢aj, regrat in
ognji¢. Vsebnost antioksidantov v rastlinskih dodatkih je pomembna za zdravje zivali in
tudi za oksidacijsko stabilnost Zzivalskih proizvodov. Velik problem pri reji pitovnih
piScancev predstavlja zajedavska bolezen prebavil, kokcidioza. Znano je, da ti zajedavci

povzro¢ajo lipidno peroksidacijo v cCrevesju, zato je dobro stremeti k iskanju novih
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rastlinskih dodatkov, ki imajo morebiti Se vec¢jo antioksidativno aktivnost (Franki¢ in sod.,

2008).

Kamboh in Zhu (2013) navajata ugodne u¢inke dodatka bioflavonoidov soje in citrusov v
prehrani piscancev. Dodatek je povecal antioksidativni status zivali in zmanjSal
koncentracijo MDA v prsni miSi¢nini. Za flavonoide je znano, da spreminjajo razmerje
med MK, najveckrat med NMK in VNMK. V tem poskusu dodatek ni znacilno spremenil

razmerja med MK.

Pri proizvodnji hrane za ljudi ostane veliko stranskih proizvodov, nekatere porabimo za
proizvodnjo drugih izdelkov (gnojila), ve¢ina pa jih ostane. S svojo prisotnostjo ti ostanki
pripomorejo k onesnazevanju podtalnice, zraka, poleg tega pa predstavljajo dobro gojisce
za razmnozevanje patogenov. TakSen primer opisujejo Hu in sod. (2012) na Kitajskem, Ki
je velika pridelovalka brokolija. Za humano prehrano so najbolj zanimivi cvetovi brokolija,
steblo in listi pa ostanejo na polju. Ker je brokoli dober antioksidant, bi lahko te ostanke
porabili v prehrani piS¢ancev. V poskusu so v krmo dodali posusen brokoli in spremljali
antioksidativno aktivnost, pigmentacijo koze in kakovost mesa. Ugotovili so, da je brokoli
kontrolni skupini, ki je bila brez dodatka. Pripomogel je tudi k boljsi antioksidativni zasciti
zivali, kar se odraza v niZji koncentraciji MDA. Dodatek brokolija ni vplival na zauzivanje

in izkoriS¢anje krme ter na rast zivali.

Pri proizvodnji vina se vinarji sreCujejo z grozdnimi tropini, ki ostanejo pri stiskanju
grozdnih jagod v presi. Tudi grozdje velja za dober antioksidant, njegovi proizvodi so
priporo€ljivi v humani prehrani. Zaradi dobrih lastnosti so ga v razli¢nih koncentracijah
dodali v krmo pitovnim pi$¢ancem. V raziskavi so primerjali vpliv groznih tropin in
vitamina E na antioksidativno zasc¢ito zivali. Ugotovili so, da med koncentracijo MDA v
prsni misi¢nini piséancev krmljenih s grozdnimi tropini in tistih z vitaminom E ni
statisticno znacilnih razlik. Dodatek grozdnih tropin v krmi je imel vecji ucinek na

zauzivanje in izkoris¢anje krme kot vitamin E (Brenes in sod., 2008).
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2.4  HMELJ IN NJEGOVE UCINKOVINE

Hmelj (Humulus lupulus) je zelnata trajnica ovijalka. Je dvodomna rastlina, moska rastlina
razvije 7,5-12,5 cm dolge plodove, Zenska pa storzkom podobna socvetja, dolga med 2,5 in
5 cm, zgrajena iz prekrivajocih se listicev. Hmelj je sestavljen iz podzemnega dela, ki
prezimi in nadzemnega dela, ki vsako leto odmre. Vsako pomlad iz korenike pozene
steblo, dolgo od 9-18 m, iz stebla poZenejo listi, ki so poraséeni z dladicami za zas¢ito pred
insekti. Zenska rastlina poleti razvije storzke, ko ti dozorijo, hmelj poZanjejo. Zetev hmelja
se pricne konec avgusta ali v zaetku septembra. Po Zetvi sledi suSenje do primerne
vlaznosti za skladis¢enje. Hmelj raste na obeh poloblah v zmernem pasu, kjer je dovolj
padavin, ugodna dolzina dneva, temperatura in rodovitnost tal. Prve omembe hmelja segajo
v Cas Rimljanov, ki so ga opisovali kot rastlino, ki dusi druge rastline. Kasneje so ga
uporabljali kot okrasno rastlino, v Srednjem veku pa se je njegova uporaba razsirila v
pivovarsko industrijo, kjer predstavlja glavno sestavino Se danes. Poleg pivovarske
industrije, kjer se porabi 95 % vsega hmelja, se je njegova uporaba razsirila tudi v
fitomedicinske in rastlinsko prehranske dodatke. V Belgiji mladi poganjki v
spomladanskem ¢asu predstavljajo kulinari¢no specialiteto (Van Cleemput in sod., 2009;
Zanoli in Zavatti, 2008).

Za uporabo hmelja v pivovarski industriji so primerne le Zenske rastline. Te razvijejo
hmeljeve storzke, v katerih najdemo grenci¢ne snovi, ki dajo pivu posebno aromo. Moske
rastline so za komercialne namene nezazelene, a kljuéne v razvoju vrst. Slovenija je v letu
2013 proizvedla 2.031 hl piva od tega ga je izvozila 720 hl. Poraba piva v Sloveniji je v
letu 2013 znaSala 1562 hl, kar znese priblizno 75 l/prebivalca, ta podatek nas uvrsca v

sredino evropske bilance popite koli¢ine (Beer statistics, 2014).

Slovenija je pomembna pridelovalka hmelja, v letu 2013 smo ga pridelali najmanj v
zadnjih desetih letih, pa kljub temu skoraj 1300 ton (SURS, 2015), kar predstavlja
priblizno 2,8 % evropske proizvodnje (Hop report, 2013). V lanskem letu je bila
proizvodnja na podobni ravni kot pred gospodarsko krizo (SURS, 2015) (Slika 2).
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Slika 2: Pridelava hmelja v Sloveniji (ton/leto) (SURS, 2015)

Nasicenost trga in svetovna gospodarska kriza sta prizadela tudi pridelovalce hmelja.
Obdobje med 2008 in 2010 je bilo za pridelovalce $e posebno slabo, saj je bila proizvodnja
velika, prosti trg hmelja pa se je zacel umirjati. Mali varilci piva so odkupovali manjse
koli¢ine hmelja, ve¢je pivovarne pa so poslovale preko pogodb. Iz tega razloga je veliko

hmelja ostalo v skladiscih, ta trend je bilo opaziti tudi v Sloveniji (Pavlovi¢, 2009).

Kar nekaj avtorjev navaja antibioti¢ne in antioksidativne lastnosti hmelja. Te lastnosti ze
izkoris¢amo v pivovarski industriji, kjer hmelj preprecuje razmnozevanje mlecnokislinskih
bakterij in s tem podalj$a rok trajanja pivu. Vsebnost antioksidativnih snovi v hmelju je
odvisna od vrste hmelja in pogojev v katerih raste (Abram in sod., 2015). Te u¢inkovine so
pomembne med pridelavo in skladiS¢enjem piva, saj preprecujejo razvoj nezazelenega
okusa piva, poleg tega pa imajo tudi dobre ucinke na zdravje ljudi (Krofta in sod., 2008).
Hmelj je bogat vir flavonoidov med katere spadajo: flavanoni (naringenini), halkoni
(ksantohumol, izoksantohumol) in katehini (Miranda in sod., 1999), ter flavonil glikozidi
in tanini (Stevens in Page, 2004). Vse ve¢ avtorjev navaja tudi uporabo hmeljevih listov
kot antioksidantov. Listi imajo sicer manj$o, vendar ne zanemarljivo antioksidativno
aktivnost, kot storzki (Abram in sod., 2015).

2.4.1 Hmeljevi storzki

Najpomembne;jsi del rastline predstavljajo hmeljevi storzki. Njihova uporaba sega dale¢ v
zgodovino. Uporabljali so jih za blaZenje glavobolov, motenj spanja, simptomov stresa,

nervoze, razdrazljivosti, kot toplo oblogo pri bolezni dihal, prevretek pa za lajSanje
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trebusnih bole¢in. Kot prehranski dodatek spodbuja apetit, povecuje koli¢ino Zelod¢nih
sokov, ne da bi vplival na kislino in ureja prebavo. Uporaba sega tudi v pripravke za nego

koze (celjenje razjed) in aromaterapijo (vdihavanje in pomiritev) (Zanoli in Zavatti, 2008).

V poletnem c¢asu, med cvetenjem, hmeljevi storzki izlo¢ajo rumeno snov lupulin, Ki je
bogata s sekundarnimi metaboliti: smolnate grenci¢ne kisline, etericna olja in polifenoli
(ksantohumol in drugi halkoni). Hmeljeve grencine predstavljajo alfa in beta Kisline,
katerim pripisujejo dobre antioksidativne in antibioti¢ne lastnosti. Vsebnost kislin v hmelju
je odvisna od vrste hmelja in pogojev rasti. Gren¢i¢ni kislini sta bledo rumeno obarvani
smoli oziroma olji, ki sta topni v ogljikovodikih, kot je heksan. Sta zelo obcutljivi na
oksidacijo, takrat spremenita obliko, ki je topna v dietiletru in ne ve¢ v heksanu, obenem se
razvije tudi neprijeten vonj (Van Cleemput in sod., 2009). V izogib oksidaciji, hmeljeve
storzke po Zetvi susijo v peceh pri 50-60 °C, 6-10 ur, do primerne vlaznosti 8-12 %. Tako
osuSen hmelj zmeljejo v prah, homogenizirajo in oblikujejo pelete. Peletiran hmelj
zmanjSa antioksidativno kapaciteto hmelja, vendar izgube navadno niso vecje od 5 %. Za
krajse obdobje skladiS¢enja hmelj ni potrebno predelovati v pelete. Vpliv temperature
skladisc¢enja je eden od dejavnikov, ki vplivajo na kvarjenje alfa kisline, katera predstavlja
vrednost hmelja na trgu. V peletiranem hmelju, ki je shranjen v toplem okolju (20-24 °C)
se alfa kisline hitreje kvarijo, kot pri shranjevanju v hladnem okolju (2-3 °C). Kar zadeva
antioksidativne aktivnosti pa temperatura nima statisti¢no znacilnega vpliva, ¢e so peleti
hmelja shranjeni v neprodusno zaprtih vre¢kah. Ce hmelja ne zai¢itimo pred zrakom, pa
ima temperatura okolja velik vpliv. Nizke temperature povecujejo delez vlage in zniZujejo

antioksidativno aktivnost hmelja (Krofta in sod., 2008).

Slika 3: Storiki sorte Dana (foto F. Korber, povzeto po Cerenak, 2012: 17)
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2.4.2 Grenéiéni Kislini

Smola, ki je sekundarni metabolit v lupulinu je sestavljena iz grenc¢iénih alfa in beta kislin.
Veliko zanimanja vzbuja njihova antioksidativna aktivnost in ugoden vpliv na zdravje
¢loveka. Alfa kisline so zelo pomembna sestavina hmelja, predstavlja tudi vrednost le-tega
na trgu. Glavne sestavine alfa kislin so humulon (35-70 %), kohumulon (20-65 %) in
adhumulon (10-15 %). Vsebnost humulona in kohumulona se razlikuje glede na vrsto
medtem, ko je vsebnost adhumulona vrstno neodvisna. Pri varjenju piva imajo alfa kisline
pomembno vlogo. Z vsebnostjo priblizno 4 mg/l izboljsujejo stabilnost pene, preprecujejo
nenadno brizganje tekoCine in pripomorejo k dalj$i obstojnosti piva. Med toplotno
obdelavo pri varjenju piva alfa kislina izomerizira, produkt je zelo grenka izo-alfa kislina,

Ki je topna v vodi in predstavlja preko 80 % hmeljevih substanc v pivu.

o-acids B-acids

CH,CH(CH;), CH,CH(CH,),

Humulone (H) Lupulone (L)

Slika 4: Kemijska struktura hmeljevih gren¢i¢nih kislin humulona in lupulona (Zanoli in Zavatti,
2008: 386)

Beta kisline so zgrajene iz lupulona in kolupulona, ki sta v vecini vrst predstavljena v
priblizno enaki vsebnosti (20-55 %) in adlupulona (10-15 %). Beta kislina je tudi manj
kisla kot alfa kislina zaradi zamenjave alkoholne funkcije z dodatno prenilno skupino na
Sestem ogljikovem atomu. Te kisline so ekstremno obcutljive na avtooksidacijo, ki jo
spodbudi izpostavljanje zraku. Oksidacijske reakcije povecajo stevilo oksidiranih snovi.
Dolocena oksidacijska reakcija privede do zelo stabilne snovi hulupulon, ki je bolj
grenci¢na kot beta kislina sama. Kljub temu beta kisline in hulupulon nimajo velikega

vpliva na kakovost piva (Van Cleemput in sod., 2009).

Bioaktivnost hmeljevih grenci¢nih kislin sega na razli¢na podro¢ja. Van Cleemput in sod.

(2009) navajajo antikancerogeno delovanje, gre za zaviranje metabolne aktivnosti rakavih
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celic in Kkontrolirano celiéno smrt hitro rasto¢ih rakavih celic. PrepreCujejo tudi
angiogenezo, s tem celice ne dobijo dovolj kisika in hranil, kar je klju¢no za razvoj
malignih tumorjev in napredovanje rakavih obolenj. Delujejo tudi protivnetno (uporaba pri
zdravljenju artritisa in drugih revmati¢nih obolenjih), vplivajo na prebavo (spodbujajo
izlo¢anje prebavnih sokov), pozitivne ucinke pa imajo tudi na =zaviranje razvoja
osteoporoze. Dolgotrajno izpostavljanje in vdihavanje lupulina lahko privede do alergijskih
reakcij, ki zajemajo spremembe na kozi (dermatitis), respiratorne (oteZeno dihanje, astma)

in prebavne tezave (bruhanje, zgaga, driska).
2.4.3 Ksantohumol

Glavni polifenol po strukturi halkon, ki prevladuje in sodeluje pri antioksidativni zasciti in
ga najdemo le v hmelju, je ksantohumol. Je del smole, ki jo izlo¢ajo lupulinske Zleze in v
susenem hmelju predstavlja od 0,1 do 1 % suhe mase hmeljevega storzka. Prvi ga je
izoliral Power s sodelavci leta 1913, od takrat postaja vse bolj zanimiva snov kot dodatek v
prehrani. V rastlini je ksantohumol vkljuen v rast in zaSCito le-te pred zajedavci in
plesnimi, ter oksidacijo. Ksantohumol u¢inkovito zmanjsuje lipidno peroksidacijo, deluje
protivnetno, protimikrobno in preprecuje rakava obolenja (Karabin in sod., 2015). Pri
znizevanju lipidne peroksidacije LDL je lahko bolj u¢inkovit kot a-tokoferol (vitamin E)
(Miranda in sod., 2000). Je najbolje raziskana rastlinska snov v smislu prepre¢evanja raka
saj deluje kot zaviralec metabolne aktivnosti prokancerogenov, spodbuja encime, ki
onemogocajo delovanje rakavih celic in zavira rast tumorja v zaetni fazi (Stevens in Page,
2004). Ksantohumol s svojo antioksidativno zas¢ito zavira Sirjenje raka na prsih, jajénikih,

prostate in raka ¢revesja (Delmulle in sod., 2006).

Slika 5: Kemijska struktura ksantohumola (Zanoli in Zavatti, 2008: 387)
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2.5 HMELJ KOT RASTLINSKI DODATEK V PREHRANI ZIVALI

V zadnjih letih prodaja hmelja ne sledi proizvodniji, kar ima za posledico polna skladis¢a.
Vse vec avtorjev navaja dobre antioksidativne in antimikrobne lastnosti hmelja, zato ga je
smiselno uporabiti kot krmni dodatek v prehrani zivali. Cornelison in sod. (2006) so
pis¢ance razdelili v tri skupine. Primerjali so dodatek hmelja ali penicilina v krmo
pis¢ancem, s skupino brez dodatka. Rezultati so pokazali, da je imel Ze dodatek 227 ¢
hmelja/t podoben ucinek kot dodatek 50 g penicilina/t krmne meSanice. Statisti¢no
znaCilne razlike v prid skupin z dodatkom so bile v prirastu, kon¢ni telesni masi ter
izkoris¢anju krme. Raziskava je pokazala, da ob taksni koli¢ini hmelja v krmi ni potrebe po

nutritivnih antibiotikih.

Boljsi prirast in nekoliko vecje zauZivanje krme pri pitovnih piS¢ancih ob dodatku hmelja
so ugotovili tudi Sacakli in sod. (2011). Pri drugih lastnostih kot je kon¢na telesna masa,
zamascenost trebusne votline in ¢revesna pH avtorji niso ugotovili statisticno znacilnih

razlik med kontrolno skupino in skupino z dodatkom hmelja.

Dorn in sod. (2010), so miSkam v krmo dodajali hmeljevo uc¢inkovino ksantohumol, 1000
mg/kg telesne mase na dan. Zeleli so ugotoviti u¢inek le-te na delovanje organov. Med
skupinama ni bilo razlik v telesni masi in velikosti organov (srce, pljuca, jetra, timus) in
prebavnem sistemu. Dodatek ksantohumola ni vplival na zauzivanje krme in vode ter
dnevni prirast. Iz rezultatov je razvidno, da ksantohumol tudi v vecji koli¢ini nima

negativnega oziroma toksi¢nega vpliva na organizem.

Vpliv hmelja so znanstveniki preucevali tudi pri zivalih, katerih proizvode najdemo v
humani prehrani. To so ve¢inoma prezvekovalci (govedo, ovce, koze), perutnina, kjer
piscanci predstavljajo najvecji delez, ter kunci in prasi¢i. Veliko mesa je namenjenega
predelavi. Tekom predelave je meso najbolj izpostavljeno oksidacijskemu stresu, zato je
prehrana teh Zivali Se kako pomembna. Oksidacija negativno vpliva na teksturo mesa,
njegov vonj in okus ter hranilno vrednost, poleg tega vodi do nastanka toksi¢nih snovi.
Dodatek hmelja (2 g/kg) v prehrano jagnjet je znacilno vplival na oksidativno stabilnost
mesa. Oksidativna stabilnost lipidov mesa, shranjenega v hladilniku in nato kuhanega, je

bila vseh sedem dni boljsa kot pri kontrolni skupini. VVzorce mesa so shranili tudi v
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zamrzovalnik, tudi pri teh vzorcih je bila oksidativna stabilnost lipidov boljsa kot pri
kontroli. Hmelj je vplival tudi na barvo mesa, meso jagnjet je bilo svetlejSe (vi$ja vrednost
L) in bolj rumene (vi§ja vrednost b) barve. Cas shranjevanja je vplival na pH mesa, ta se je

sorazmerno s ¢asom shranjevanja poveceval (Villalobos-Delgado in sod., 2015).

Narvaez in sod. (2011) so u¢inke hmelja preucevali pri govedu. Cilj poskusa je bil dolociti
vpliv hmelja na fermentacijo v vampu. Vpliv so testirali v vampnem soku v razli¢cnem
Casovnem obdobju (6-48 ur). Hmelj je po 48 urah v primerjavi s kontrolno skupino
zmanj$al produkcijo plinov, vklju¢no z metanom. Po 24 urah je zmanjsal vsebnost hlapnih
mascobnih kislin. To je verjetno posledica antimikrobnega delovanja hmelja, ki je v tem
poskusu pokazal, da so ob dodatku hmelja bolj prizadete po Gramu pozitivne kot po
Gramu negativne bakterije. Preston in sod. (1973) so pri govedu ugotavljali rast in klavne
lastnosti po krmljenju z razli¢no koli¢ino hmelja (0-50 % v krmni meSanici). Krmna
mesanica je bazirala na koruzni silazi. Krmo so pripravili tako, da sta koruzna silaza in
hmelj skupaj predstavljala 90 % krmne meSanice. Masa klavnih polovic, mesnatost,
marmoriranost mesa in debelina mascobe se je vecala z vsebnostjo dodatka hmelja. Prav
tako je ve¢ hmelja v krmi pripomoglo k zmanj$anem procesu ketoze v vampu in abscesov

na jetrih, v primerjavi s krmo, kjer dodatka hmelja ni bilo.

Vpliv hmelja na lastnosti zauzivanja krme, prirasta in izkori§¢anja krme pri govedu so
preucevali tudi Wang in sod. (2010). Med kontrolno skupino, ki ni zauzivala hmelja in
med skupino z dodatkom hmelja avtorji niso ugotovili razlik. Razlog za to vidijo v
premajhni koli¢ini dodatka hmelja, ta je znaSala med 119 in 476 mg/kg SS krme. Poleg
omenjenih lastnosti so opazovali tudi vpliv na fermentacijo v vampu z in vitro metodo.
Rezultati so pokazali, da je hmelj statisti¢éno znacilno vplival na fermentacijo v vampu in
sicer, na povecano produkcijo plinov ter na povecano koncentracijo hlapnih MK. Tako je
dodatek hmelja povecal delez propionata v celokupnih hlapnih MK in zmanjsal delez
acetata ter s tem izboljsal fermentacijo in vitro. Ugotavljali so tudi prisotnost oziroma
koncentracijo Escherichie coli v iztrebkih goveda, vendar so ugotovili, da dodatek hmelja
ni vplival na prisotnost te bakterije v iztrebkih, saj nima dovolj mo¢nega antimikrobnega

vpliva na Gram negativne bakterije, med katere spada tudi Escherichia coli.
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Kot navedeno, hmelj vpliva tudi na prebavni trakt zivali in ljudi. Bolezni prebavil
predstavljajo veliko tezav za rejce pitovnih piS¢ancev. Te so vzrok za izgube in slabse
proizvodne rezultate. Ena tak$nih bolezni je tudi kokcidioza, ki spodbuja izlo¢anje sluzi,
kar lahko povzro¢i namnozevanje bakterije Clostridium perfringens, to pa poslabsa
proizvodne rezultate. Crevesne lezije nastale zaradi kokcidioze izbolj$ajo dostopnost hranil
za patogene bakterije, kar povzro¢i mikrobno neravnovesje. Antimikrobno delovanje
hmelja so raziskovali v poskusu, kjer so ugotavljali vpliv razli¢ne koli¢ine (30 mg/kg in
240 mg/kg) beta Kisline na proizvodnost in ¢revesno mikrobioto piS¢ancev. Pis¢anci z
dodatkom beta kisline so zauzili manj krme in posledi¢no pocasneje prirascali kot
kontrolna skupina. Kljub temu so bile izgube zaradi kokcidioze v skupinah krmljenih z
dodatkom beta kisline na koncu poskusa manjse. Hmelj zmanjSuje razmnozevanje in rast
patogenih bakterij. Predstavlja dober nadomestek za antibioti¢na sredstva (Bortoluzzi in
sod., 2015). Podobno so ugotovili tudi Siragusa in sod. (2008), ki so razli¢no koli¢ino
(62,5, 125 in 250 ppm) lupulona dodali v vodo. Pis¢anci so popili manj vode, v Kateri je
bilo 250 ppm beta lupulona, verjetno zaradi lepljivosti, ki ga je povzro¢il lupulon zaradi
slabe topnosti v vodi. Dodatek lupulona je neodvisno od vsebnosti v vodi zmanjsal Stevilo

bakterij vrste Clostridium perfringens v ¢revesju Zivali.

Vpliv hmelja so raziskovalci preucevali tudi pri odstavljenih pujskih. Uzivanje rastlinskih
dodatkov, ki so bogati s polifenoli, $iri razmerje med zauzivanjem krme in prirastom.
Fiesel in sod. (2014) so naredili raziskavo z namenom, da bi ugotovili ali dodatek grozdja
in hmelja izbolj$a razmerje med zauzivanjem krme in prirastom. Prav tako jih je zanimala
prebavljivost hranil in mikrobiota v ¢revesju. Ugotovili so, da med skupino, ki je kot krmni
dodatek zauzivala grozdje in skupino, ki je zauzivala hmelj, ni bilo razlik v dnevnem
zauzivanju krme in dnevnem prirastu v primerjavi s kontrolno skupino, ki ni dobila
dodatka. Pri ugotavljanju razmerja med zauzivanjem krme in prirastom so pri skupini, ki je
zauzivala grozdje, opazili nekoliko izbolj$ano razmerje, kot pri skupini s hmeljem, razlika
je bila znacilna. Dodatek hmelja je pri Zivalih nekoliko zmanjsal prebavljivost surovih
beljakovin in vlaknin. Dodatek tako hmelja kot grozdja v krmo je statisticno znacilno
zmanjsal Stevilo Streptococcus spp. in Clostridium cluster v blatu pujskov. Poleg tega sta
dodatka zvisala pH v prebavilih, kar je zmanjsalo mikrobno aktivnost. Na podlagi

rezultatov avtorji sklepajo, da imajo polifenoli antimikrobni uc¢inek.
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Grueso in sod. (2013) so preucevali vpliv hmelja na prebavljivost vlaknin pri kuncih.
Pripravili so $tiri krmne meSanice. Prva je vsebovala veliko Skroba in netopne vlaknine,
druga je bila enaka le z dodatkom hmelja, tretja pa je vsebovala malo $kroba in topne
vlaknine, Cetrta je bila enaka le z dodatkom hmelja. Kombinacija Skroba in vlaknin je
izboljSala prebavljivost vseh vlaknin. Dodatek topnih vlaknin v krmo je zmanjSal pH in
Stevilo Clostridium perfringens v mehkem blatu. Dodatek hmelja ni vplival na sestavo
iztrebkov pri kuncih, je pa znalilno zmanjsal prebavljivost hemiceluloze. Hmelj je v
nasprotju s topnimi vlakninami zvisal pH v iztrebkih, izboljSal zauzivanje krme in

zmanjsal pogin zaradi debelosti.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Zasnova poskusa

Poskus je bil opravljen na Katedri za prehrano na Oddelku za zootehniko, Biotehniske
fakultete.

V poskus smo vkljuéili 84 dan starih petelinckov provenience ross 308. Poskus je trajal 37
dni.

Zivali so bile razdeljene v tri skupine, vsaka skupina pa je bila dnevno krmljena po volji s

krmno meSanico, kot sledi:

- KONT (kontrola) = popolna krmna mesanica (PKM), ki je vsebovala 7,5 %
lanenega olja in 10 1U vitamina E na kg

- KONT_0,9 = kot KONT z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM

- KONT_3,6 = kot KONT z dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

V PKM smo dodali kokcidiostatik Elankoban.

3.1.2 Sestava krmnih meSanic

Osnovna krmna meSanica (preglednica 1), tako Starter kot finiSer, je bila v vseh skupinah
enaka. Kontrolna skupina je zauzivala krmno meSanico le z dodatkom lanenega olja in
vitamina E, ostali skupini pa sta imeli e dodatek hmelja v razli¢nih koncentracijah. Od
zacetka poskusa do 20. dne smo piséance krmili s starterjem, od 21. dne do konca poskusa

pa s finiderjem. Zivali so imele vodo vseskozi na voljo (kaplji¢ni sistem).
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Preglednica 1: Sestava osnovne krmne meSanice za pitovne piséance (g/kg)

Starter (g/kg) Finiser (g/kg)
KONT'* KONT_0,9'° KONT 3,6 KONT? KONT_0,9° KONT_3,6°

Koruza 190,00 189,10 186,40 270,00 269,10 266,40
Pienica 300,00 300,00 300,00 284,10 284,10 284,10
Soj. tropine 384,94 384,94 384,94 332,36 332,36 332,36
Laneno olje 75,00 75,00 75,00 75,00 75,00 75,00
Apnenec 13,16 13,16 13,16 10,63 10,63 10,63
Mon. fosfat® 20,87 20,87 20,87 16,46 16,46 16,46
Sol 4,35 4,35 4,35 4,36 4,36 4,36
L-liz.-HCI* 2,25 2,25 2,25 0,07 0,07 0,07
DL-metion.? 3,39 3,39 3,39 2,02 2,02 2,02
L-treonin® 1,04 1,04 1,04 - - -
Premiks 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Hmelj - 0,90 3,60 - 0,90 3,60

KONT* — starter kontrolna krma (PKM), KONT 0,9' — starter z dodatkom 0,9 g hmelja’lkg PKM,
KONT _3,6' — starter z dodatkom 3,6 g hmelja’lkg PKM, KONT? — finiSer kontrolna krma (PKM),
KONT _0,9% — finiSer z dodatkom 0,9 g hmelja’/kg PKM, KONT 3,67 — finiser z dodatkom 3,6 g hmelja/kg; >
Monodikalcijev fosfat, * L-lizin-HCI je vseboval 78,8 % lizina; > DL-metionin je vseboval 98 % metionina; °
L-treonin je vseboval 98 % treonina

Premiks smo pripravili po priporo¢ilih za rejo pis¢ancev ross 308 za krmo »grower«
(Ross..., 2007). Koli¢ino vitamina E smo dodali po priporocilih NRC (1994). Za vse
skupine in obe PKM (Starter, finiSer) je bila sestava premiksa enaka (preglednica 2).

Preglednica 2: Sestava premiksa za vse skupine

Element Enote Koli¢ina
Baker mg 16
Jod pum 1250
Zelezo mg 40
Mangan mg 120
Selen ug 300
Cink mg 100
Vitamin A IU 9000
Vitamin D3 IU 5000
Vitamin E IU 10
Vitamin K mg 3
Tiamin-B1 mg 2
Riboflavin-B2 mg 6
Nikotinska kislina mg 60
Pantotenska kislina mg 15
Piridoks-B6 mg 3
Biotin ug 100
Folna kislina ug 1750

Vitamin-B12 ug 16
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Iz vsake krmne meSanice smo odvzeli vzorce krme za doloc¢anje kemijske (preglednica 3)
in mascobnokislinske (preglednica 4) sestave, prav tako smo dolocili oksidacijsko
stabilnost krme (MDA) (preglednica 8).

Preglednica 3: Kemijska sestava krme (g/kg)

Starter FiniSer

KONT* KONT_ 0,9° KONT 3,6 KONT* KONT 0,9° KONT_3,6°
SS 901,97 901,51 906,28 898,21 905,21 908,38
SB 223,98 229,92 225,60 199,38 206,12 203,00
SM 93,01 93,25 92,38 94,20 91,29 89,39
SV 39,10 39,29 39,96 37,97 31,40 37,93
SP 65,68 66,46 66,13 53,69 53,68 57,69
BDI 480,20 472,59 482,21 513,00 522,72 520,37

KONT* — starter kontrolna krma (PKM), KONT 0,9' — starter z dodatkom 0,9 g hmelja’lkg PKM,
KONT _3,6' — starter z dodatkom 3,6 g hmelja’lkg PKM, KONT? — finiSer kontrolna krma (PKM),
KONT _0,9% — finiSer z dodatkom 0,9 g hmelja/kg PKM, KONT _3,6% — finiSer z dodatkom 3.6 g hmelja/kg
PKM. SS-suha snov, SB-surove beljakovine, SM-surove masc¢obe, SV-surove vlaknine, SP-surovi pepel,
BDI-brezdusi¢ni izvleéek

Dolodili smo maséobnokislinsko sestavo osnovnih krmnih meSanic z razliéno

koncentracijo hmelja in tudi hmelja.

Preglednica 4: Masc¢obnokislinska sestava krmnih meSanic in hmelja (g MK/100 g vsote
MK)

Starter FiniSer Hmelj
MK KONT' KONT_ 0,9 KONT 36'° KONT® KONT 0,9° KONT 3,6° HM
Cli:ln-1 5,12
C12:0 1,93
C13:0 1,45
Cl13:1n-1 7,88
C14:0 0,06 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,74
C15:0 iso 1,05
C16:0 7,65 7,91 7,81 7,91 7,79 7,71 11,15
Vsota C16:1 0,13 0,13 0,13 0,13 0,12 0,13 0,16
C17:0iso 0,46
C17:0 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,59
C17:1n-7 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,42

MK-ma3&obna kislina, KONT" — §tarter kontrolna krma (PKM), KONT_0,9" — starter z dodatkom 0,9 g
hmelja/kg PKM, KONT_3,6" — starter z dodatkom 3,6 g hmelja/kg PKM, KONT? — finiSer kontrolna krma
(PKM), KONT_0,9% — finiser z dodatkom 0,9 g hmeljalkg PKM, KONT _3,6° — finider z dodatkom 3,6 g
hmelja/kg PKM, HM — hmelj shranjen v hladilniku

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4: Mascobnokislinska sestava krmnih meSanic in hmelja (g
MK/100 g vsote MK)

Starter FiniSer Hmelj
MK KONT* KONT_0,9° KONT 36 KONT® KONT 0,9° KONT_3,6° HM
C18:0 3,31 3,67 3,59 3,56 0,64 35 2,05
VsotaC18:1 17,64 18,41 18,10 18,91 18,44 18,43 6,5
C18:2n-6cc 25,50 25,64 25,23 26,74 25,38 25,57 31,61
C18:3n-6 3,55
C19:1n-9 0,15
C18:3n-3 44,85 53,17 44,12 41,74 43,59 43,66 17,53
C18:4n-3 0,97
C20:0 0,15 0,17 0,16 0,19 0,18 0,17 1,78
C20:1n-9 0,15 0,16 0,17 0,17 0,16 0,16 0,30
C21:0 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,33
C22:0 0,12 0,15 0,14 0,15 0,16 0,15 2,74
C22:1n-9 0,05 0,06 0,06 0,02 0,05 0,05
C23:0 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,23
C24:0 0,09 0,10 0,09 0,10 0,10 0,10 0,92
C24:1n-9 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
NMK 11,50 12,15 12,00 12,10 12,04 11,80 25,49
ENMK 18,04 18,92 15,50 19,30 18,88 18,85 20,53
VNMK 70,46 68,92 69,50 68,60 69,08 69,34 53,98
n-3VNMK 44,90 43,21 44,20 41,8 43,64 43,71 18,57
n-6 VNMK 25,57 25,71 25,30 26,80 25,45 25,64 35,41
n-6/n-3 0,57 0,59 0,60 0,60 0,58 0,59 1,91

VNMK

MK-mas¢obna kislina, KONT* — &tarter kontrolna krma (PKM), KONT _0,9' — starter z dodatkom 0,9 g
hmelja/kg PKM, KONT _3,6" — starter z dodatkom 3,6 g hmelja/kg PKM, KONT? — finiser kontrolna krma
(PKM), KONT_0,92 — finiSer z dodatkom 0,9 g hmelja/kg PKM, KONT _3,6° — finiSer z dodatkom 3,6 g
hmelja/kg PKM, HM — hmelj shranjen v hladilniku

3.1.3 Priprava dodatka

Za prehranski dodatek smo dodali hmelj, ki je bil pridelan na Institutu za hmeljarstvo in
pivovarstvo Slovenije. Kot dodatek smo izbrali meSanico krizancev hmelja 94/127 in
108/78 v razmerju 50:50. Krizance smo izbrali glede na vsebnost beta kislin in glede na
antioksidativno kapaciteto v mas¢obah (ACL) in v vodi topnih (ACW) antioksidantov.
SuSeni hmeljevi storzki so bili zmleti na mlinu kladivarju in dodani osnovni krmni

mesanici.
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3.2 METODE
3.2.1 lzvedba poskusa

Poskus je trajal 37 dni. Dan stare pis¢ance smo uhlevili tako, da smo jih razdelili v tri
skupine, glede na poskusne krmne mesanice. Zivali so bile uhlevljene v oddelke v talni
reji. Za nastil smo uporabili Zagovino. Veckrat na dan smo spremljali temperaturo in vlago
v hlevu in jo po priporocilih za rejo pis¢ancev ross 308, spreminjali glede na starost Zivali.
Osvetlitev smo prav tako prilagajali priporocilom ross 308, tako smo prvih 7 dni
piS¢ancem zagotovili 23 ur svetlobe in uro teme, po sedmih dneh pa 20 ur svetlobe in $tiri
ure teme (Ross..., 2009). Skrbeli smo, da so imele Zivali svez nastil, tako smo preprecili

razmnoZzevanje mikroorganizmov in povzrocitev bolezni.

Na zacéetku poskusa smo vse pis€ance stehtali, S Starterjem smo jih krmili do 20. dne, nato
s finiSerjem do 37. dne. V obdobju krmljenja s $tarterjem smo tehtanje ponovili Se 7. in 14.
dan. Na podlagi dobljenih rezultatov smo odbrali 20 zivali na skupino ter jih 21. dan
individualno oznacili s kovinskim obro¢kom, na katerem je bila odtisnjena $tevilka. Vse
zivali so bile krmljene po volji. Enkrat na teden smo pobrali ostanke krme in jih stehtali,
tako smo lahko ugotovili koli¢ino zauzite krme na skupino in izkori§¢anje krme na
skupino. Zadnji dan poskusa smo Zivalim krmo odvzeli in naklju¢no odbrali 6 zivali z

vsakega oddelka oziroma 12 zivali na skupino, za zakol.

Zivalim smo na koncu poskusa odvzeli vzorce krvi iz perutne vene za izvedbo kometnega
testa, ob zakolu pa vzorce krvi in prsno misi¢nino za merjenje koncentracije MDA. Na
prsni miSi¢nini smo naredili $e dodatne meritve: merjenje barve, pH-ja, izceje in elektri¢ne

prevodnosti.
3.2.2 Zbiranje vzorcev in njihova priprava za analize
3.2.2.1 Odvzem vzorcev krvi

Kri za izolacijo limfocitov za kometni test smo odvzeli iz perutne vene s pomocjo
metuljékov Safety-Lok (0,8x19x%304,8 mm, BD) v vakuumske epruvete. Ob zakolu smo
odvzeli kri za dolocanje MDA v plazmi. Za doloanje MDA smo uporabili epruvete BD
367864 (6 ml) za kometni test pa BD 368841 (2 ml). V obeh epruvetah je bil dodan
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antikoagulant EDTK. Kri za dolo¢anje MDA smo centrifugirali 15 min pri 4 °C pri 1000 x
g. Plazmo, ki smo jo dobili smo prenesli v 1,5 ml plasti¢cne Eppendorf epruvete in jo do

nadaljnjih analiz hranili na -80 °C.

3.2.2.2 Odvzem vzorcev prsne misi¢nine

vt w

kozo. Polovico prsne misi¢nine smo izkostili in jo ¢im bolj enakomerno razdelili na Stiri
dele s pre¢nim prerezom. Del 1 in 3 (slika 6) smo zapakirali v plasti¢ne vrecke, oznacili, ga
shranili pri -80 °C kot sveZ vzorec, saj so pri tako nizki temperaturi ustavljeni vsi bioloski
in kemic¢ni procesi. Del 2 in 4 smo prav tako zapakirali v plasticne vrecke, ga oznacili in

shranili pri -20 °C za 3 mesece.

Svez vzorec (-80 °C)

Zamrznjen vzorec (-20 °C)

Slika 6: Delitev vzorcev prsne miSi¢nine

Drugo polovico prsne misi¢nine smo shranili v hladilnico pri 4-5 °C za 24 ur. MiSi¢nina je
bila na vrhu pokrita s kozo, spodaj pa je bila zas¢itena s Kkostjo, tako smo omejili
izsusevanje. Po preteCenem ¢asu sSmo izmerili elektriéno prevodnost in pH miSice. Nato

Smo Vvzorce miSi¢nine natan¢no izkostili in stehtali, da smo lahko ocenili delez prsne

vt w

vt w

barve, drugega smo najprej stehtali nato namenili dolocanju izceje.

Preostanek druge polovice prsne misi¢nine SMO ustrezno zapakirali in oznacili ter za 6 dni

shranili v hladilnik. Po Sestih dneh smo vzorce mesa zamrznili pri -20 °C za 3 mesece.
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Vzorce, namenjene za dolo¢anje MDA, smo po treh mesecih v skrinji delno odtajali,
zrezali na tanke listiCe, prelili s teko¢im duSikom in rahlo strli s terilnikom. Delno
zdrobljen vzorec smo homogenizirali z napravo Retsch Grindomix GM 200. Dobljen zmlet
vzorec smo zapakirali v ustrezno oznacene vrecke. Da ni prislo do mesanja vzorcev ali
netoc¢nih rezultatov smo med vzorci pribor temeljito ocistili. Vse homogenizirane vzorce

smo ponovno shranili v skrinjo pri -80 °C do analiz.
3.2.3 Oksidativna stabilnost krme
3.2.3.1 Doloc¢anje malondialdehida v vzorcih krme

Za dolo¢anje MDA v krmnih me$anicah in hmelju smo v plasti¢no epruveto s pokrovékom
odtehtali 100 mg vzorca, nato smo odpipetirali 0,5 ml raztopine BHT v metanolu in 1,0 ml
5 % raztopine TCK. Epruvete smo dobro zaprli in jih za 15 min namestili v vrtinénik
(vorteks), po meSanju smo jih za 15 min prenesli v centrifugo na 15000 obratih/min pri 4
°C. Za derivatizacijo smo 0,75 ml supernatanta iz plasti¢ne epruvete prenesli v stekleno
epruveto, kamor smo dodali $e 1,5 ml 0,6 % raztopine TBK. Epruvete smo dobro zaprli in
prenesli v grelni blok za 60 min pri 90 °C. Po derivatizaciji smo epruvete ohladili z mrzlo
vodo. Derivatizirane vzorce smo prefiltrirali skozi filter s porami 0,45 mm v steklene viale

in analizirali s HPLC.
3.2.4 Dolocanje malondialdehida v krvni plazmi in kometni test
3.2.4.1 Dolocanje malondialdehida v vzorcih krvne plazme

Pri dolocanju MDA v plazmi smo za vsak vzorec naredili tri vzporedne dolocitve. Za
analizo smo uporabili tri reagente in sicer 0,44 M raztopino folne (V) kisline iz 85 %
H3PO,, 0,6 % raztopino 2-tiobarbiturne kisline (TBK) in 0,2 % raztopino BHT v etanolu.
Vzorce krvne plazme smo predhodno odmrznili in v 1,5 ml plastiCne epruvete s
pokrovékom v naslednjem vrstnem redu odpipetirali: 200 ul 0,44 M raztopine H3POa, 20
ul 0,2 % raztopine BHT v absolutnem alkoholu in 200 pl plazme oziroma Milli Q vode za
slepi vzorec. Tako pripravljene vzorce smo premesali na vrti¢niku in pustili stati 15 min.
Nato smo dodali 600 ul absolutnega etanola in ponovno premesali na vrticniku ter

centrifugirali 15 min pri 4 °C in 15000 x g. Standardov in slepih vzorcev nismo
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centrifugirali. Po centrifugiranju smo v Hachove epruvete v naslednjem vrstnem redu
odpipetirali 1,5 ml 0,44 M raztopino H3POy, 700 ul centrifugiranega vzorca, 0,3 ml Mili Q
vode in 0,5 ml 0,6 % raztopine TBK v Milli Q vodi. Tako pripravljene vzorce smo
premesali in polozili v termostatski blok za 60 minut pri 95 °C. Po preteenem ¢asu smo
vzorce ohladili v vodni kopeli z ledom. Ohlajene vzorce smo s pomocjo 5 ml brizg
prefiltrirali skozi 0,22 um Milliporove filtre v 2 ml viale za avtomatski vzorcevalnik in

analizirali s HPLC.
3.2.4.2 Ovrednotenje poskodb DNK limfocitov s kometnim testom
3.2.4.2.1 lzolacija limfocitov

Za izolacijo limfocitov smo sledili metodi, ki so jo opisali (Singh in sod., 1988) z manjSimi
lastnimi modifikacijami. V centrifugirko smo odpipetirali 1,25 ml Histopaque — 1077. Tej
snovi smo previdno dodali meSanico krvi in gojis¢a RPMI — 1640 v razmerju 1:1.
Centrifugirke smo dobro zaprli in vzorce polozili v centrifugo. Centrifugirali smo 25 minut
pri sobni temperaturi in 300 x g. Za nadaljnji postopek smo si pripravili nove centrifugirke
v katere smo odpipetirali 2,5 ml RPMI — 1640 medij. V te centrifugirke smo prenesli
centrifugirane limfocite in Se enkrat centrifugirali pod enakimi pogoji, le za krajsi cas, 5
minut. Ta postopek smo ponovili dvakrat. Po zadnji ponovitvi je v centrifugirki nastal pelet
in supernatant. Supernatant smo zavrgli, pelet pa suspendirali v 0,5 ml RPMI — 1640
medija. Postopek smo nadaljevali z meSanjem na vrticniku, da smo pelet razbili in dodali v

LMP agarozo v razmerju 1:5 (0,4 ml suspenzije limfocitov + 1,6 ml 0,6 % LMP agaroze).
3.2.4.2.2 lzvedba kometnega testa

Tudi postopek, ki smo ga uporabili pri kometnem testu sledi postopku po Singh in sod.
(1988). V postopek smo vnesli nekaj sprememb, uporabili smo ve¢ slojev agaroze, daljsi
cas elektroforeze in nizjo koncentracijo etidijevega bromida. Limfocite, ki smo jih
predhodno izolirali, smo vkljucili v agarozne gele. Vzporedno smo pripravili tudi pozitivno
kontrolo, za katero smo minigele potopili v raztopino H;O,, s tem smo povzrocili
poskodbe. Postopek smo nadaljevali s celi¢no lizo, elektroforezo, nevtralizacijo, barvanjem

z etidijevim bromidom in ponovnim spiranjem.
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Za pridobitev rezultatov glede poskodb DNK smo uporabili fluorescentni mikroskop
(Olympus CH 50, Japonska). Pomagali smo si z 200 — kratno povecavo, ekscitacijsko
svetlobo z valovno dolzino med 515 in 560 nm in emisijskem filtrom 590 nm. Dobljeno
sliko smo s pomoc¢jo kamere Hamamatsu Orca 2 (Japonska) prenesli na racunalnik. Z
racunalniskim programom Komet 5 (Single Cell Gel Electrophoresis, Kinetic Imaging
Ltd., 2000 VB) smo ovrednotili poskodbe DNK v celici. Program deluje tako, da na sliki
okoli jedra ustvari okence, ki zajema glavo in rep kometa, z ukazom s klikom na desni
gumb potrdimo meritev in racunalnik izra¢una delez DNK v glavi in repu kometa ter

parametre za vrednotenje poskodb.

V nasem poskusu smo za vsak vzorec ocenili poskodbe 100-tih celi¢nih jeder. Ocene smo
ovrednotili s pomoc¢jo programa Microsoft Excel in prikazali kot % DNK v repu kometa in

repnega momenta po Olivu (OTM; Olive in sod., 1992).

Odstotek repnega kometa izracunamo tako, da od celokupnega fluorescentnega signala
odstejemo nastali signal v glavi kometa. OTM pa izracunamo tako, da najprej izraCunamo
razliko med centrom v repu in centrom v glavi kometa, rezultat pomnozZzimo z

intenzivnostjo signala v repu nato pa delimo z intenzivnostjo signala celotnega kometa.
Enacba za OTM:

OTM = (srednja vrednost deleza DNK v repu — srednja vrednost deleza DNK v glavi)
% (% DNK repa) + 100 ..(D)

Vecja kot je vrednost OTM, vecje so poSkodbe.
3.25 Oksidativna stabilnost in kakovost mesa
3.2.5.1 Dolocanje malondialdehida v vzorcih prsne misicnine

Za dolo¢anje MDA v prsni miSi¢nini smo v 2 ml plasticne epruvete s pokrovckom
odtehtali priblizno 0,3 g vzorca (med 0,2 in 0,4 g; na Stiri decimalna mesta natancno), za
vsak vzorec smo naredili dve vzporedni doloc€itvi. Pri analizi smo uporabili dva reagenta in
sicer 0,6 % raztopino 2-tiobarbiturne kisline (TBK) in 2,5 % raztopino triklorocetne kisline

(TCK). V epico z vzorcem smo dodali 1,5 ml 2,5 % TCK (m/m) z avtomatsko pipeto. Za
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slepi vzorec smo uporabili Milli (MQ) vodo, kateri smo dodali enake reagente kot v epice z
vzorcem. Zmes smo dobro premesali na vrti¢niku, pocakali 10 min in Se enkrat premesali.
Nato smo epice zloZili v centrifugo in centrifugirali 15 min pri 4 °C in 15000 obratov/min.
Med centrifugiranjem smo pripravili epruvete z navojem in pokrovékom za nadaljevanje
analize. Po centrifugiranju smo 1 ml supernatanta odpipetirali v epruveto. Supernatantu
smo dodali 1,5 ml 0,6 % TBK in 1 ml Milli Q (MQ) vode. Zmes smo premeSali na
vrtiéniku in derivatizirali 60 min pri 90 °C. Pri segrevanju v kisli raztopini nastane roZnat
kompleks, ki ga tvorijo molekule TBK in MDA. Po koncani derivatizaciji smo vzorce
ohladili v vodni kopeli z ledom. Ohlajene vzorce smo s pomocjo brizg prefiltrirali skozi

0,5 um Milliporove filtre v viale za avtomatski vzor¢evalnik in analizirali s HPLC.

Za doloc¢evanje MDA s HPLC (tekocinska kromatografija visoke locljivosti) smo uporabili
aparat 1260 Infinity (Agilent Technologies). Aparat je opremljen s ¢rpalko (1260 Infinity
quaternary pump (Agilent)), avtomatskim vzoréevalnikom (1260 Infinity ALS)
opremljenim s termostatom (1260 Infinity thermostat (Agilent)), z UV/VIS detektorjem
(1260 Infinity VWD VL + (Agilent)) in detektorjem za merjenje fluorescence (1260
Infinity FLD (Agilent)). Podatke smo ovrednotili s programom Agilent openLab SDS
ChemStation edition (Rev. C.01.05 (35)).

Locevanje kompleksa MDA je potekalo na koloni HyperClone 5 um ODS (Cig) 120A (4,6
X 150 mm; Phenomenex Inc., ZDA). Pretok mobilne faze skozi kolono je bil 1 ml/min, ¢as
analize pa 8 min/vzorec. Pri analizi krme smo injicirali 20 pl vzorca, pri analizi plazme 100
pl vzorca in pri analizi miSi¢nine 50 pl vzorca. Temperatura vzorcev in kolone je bila

enaka sobni temperaturi.

Za mobilno fazo pri analizi smo uporabili meSanico 50 mM kalijevega dihidrogen
fosfatnega pufra (KH,PQO,), pH je 6,9 in metanola (MeOH) v razmerju 65:35 (pufer:
MeOH). pH raztopine pufra smo uravnavali z 1 M KOH. Pred uporabo smo pufer

prefiltrirali skozi 0,45 pm Milliporov membranski filter.

Za umerjanje smo uporabili standardno raztopino tetraetoksipropan (1,1,3,3-

tetraetoksipropan), ki v kislem razpade in nastane MDA.
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Za dolocanje lastnosti kakovosti mesa smo uporabili pH meter, merilnik elektri¢ne

prevodnosti, merilnik barve in analitsko tehtnico.
3.2.5.2 pH mesa

pH mesa smo merili z avtomatskim pH metrom z vbodno elektrodo, pri ¢emer smo konico
elektrode potisnili v najdebelejsi del prsne misi¢nine in zabelezili izmerjeno vrednost pH.

Med vsakim merjenjem smo konico sprali z destilirano vodo.
3.2.5.3 Barva mesa

Barvo mesa na vzorcih smo merili z Minolta CR 300 (Minolta camera, Osaka, Japonska),
uporabili smo svetlobni vir C, barvo pa izrazili kot CIE vrednosti za svetel (L), rde¢ (a) in
rumen (b) odtenek. VVzorce za merjenje barve mesa smo shranjevali na petrijevkah v

hladilnici pri 4 °C, pod konstantno UV lu¢jo. Barvo mesa smo merili sedem dni po zakolu.
3.2.5.4 Elektri¢na prevodnost in izceja mesa

Elektricno prevodnost prsne misi¢nine smo merili dan po zakolu z napravo LF Star.
Vzorce namenjene merjenju izceje smo pred zacetkom analize stehtali z analitsko tehtnico.
Nato smo vsak vzorec zas¢itili z vrecko in obesili tako, da je vzorec v vrecki prosto visel.
Po 48 urah smo tehtanje ponovili. Drugo meritev smo odsteli od prve in izracunali delezZ

izgube.
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3.2.6 Statisticna obdelava podatkov

Dobljene podatke iz poskusa smo statisticno obdelali s programsko opremo SAS 9.3. Za
test normalnosti porazdelitve podatkov smo uporabili proceduro UNIVARIATE, za
izracun statisti¢énih parametrov pa smo uporabili proceduro MEANS. Podatke smo obdelali
s proceduro GLM. Rezultate smo podali kot ocenjene srednje vrednosti (LSMEANS) +
standardna napaka. Razlike med skupinami smo ovrednotili s pomocjo kontrastov in

Tukey-evega testa.

Vpliv skupine smo ocenjevali za proizvodne lastnosti pis¢ancev (zaCetna masa (21. dan),
kon¢na masa (37. dan), prirast, masa polovice prsne misi¢nine), lastnosti kakovosti mesa
(pH, izceja, elektricna prevodnost in barva mesa), koncentracijo MDA (v krmi, plazmi in

mesu) in poSkodbe celic (DNK v repu in glavi kometa ter OTM).
Yij = 4+ Si+ & --(2)

yij = opazovana vrednost
u = srednja vrednost
Si = vpliv i-te skupine (1,2,3)

ejj = ostanek
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4 REZULTATI
4.1 PROIZVODNE LASTNOSTI PISCANCEV

Zivali so bile zdrave, v poskusnem obdobju nismo zaznali nobenih posebnosti. Pis¢ance
smo tehtali tedensko. Na dan tehtanja smo stehtali tudi ostanke krme. Do 14. dne smo
tedensko spremljali priraste in koli¢ino zauzite krme na skupino (28 pis¢ancev na skupino)

(Preglednica 5).

Preglednica 5: Telesne mase pis¢ancev in zauzivanje krme do 14. dne

KONT KONT_0,9 KONT_3,6
Masa ob uhlevitvi (g) 41,9 43,4 42,5
Masa na 7. dan (g) 143,2 148,0 1426
Masa na 14. dan (g) 437,4 446,2 437,6
Zauzivanje krme do 14.dne (g) 472,1 477,6 471,0

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT _0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT_3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

Zivali so v &asu poskusa dobro prirai¢ale. Na 7. in 14. dan so bile Zivali v skupini
KONT 0,9 najtezje, sledili sta skupini KONT in KONT 3,6. Vec¢jo maso zivali v skupini
KONT 0,9 lahko povezemo s koli¢ino zauZite krme, te Zivali so zauZile ve¢ krme kot

zivali v skupini KONT in KONT 3,6 (preglednica 5).

21. dan poskusa smo §tiri najboljSe in Stiri najslabse pis¢ance na skupino izloéili, tako je
bilo v nadaljevanju v poskus vkljucenih 20 pis¢ancev na skupino. Te pis¢ance smo oznacili

in spremljali individualne priraste.
Zauzivanje in izkori$¢anje krme smo $e vedno spremljali enkrat tedensko na skupino.

Preglednica 6: Proizvodni rezultati pis¢ancev na koncu poskusa (37. dan)

KONT KONT 0,9 KONT 3,6
Zauzivanje krme (Q) 3572,7 3526,7 34175
Prirast (g) 2364,7 2347,8 22275
Izkoris¢anje krme (kg/kg) 1,49 1,50 1,53

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT_0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT_3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM
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Zivali so bile skozi celotno obdobje krmljene po volji. Najve¢ krme so zauzile Zivali iz
skupine KONT, najmanj pa iz skupine KONT _3,6. Ta podatek sovpada z rezultati prirasta.
Zivali iz skupine KONT 3.6 so morale zauZiti ve¢ krme za enoto prirasta kot KONT in

KONT_0,9 (preglednica 6).

Na koncu poskusa smo iz vsake skupine naklju¢no odbrali 12 zivali in jih zrtvovali za
nadaljnje analize. Individualno zbrane podatke smo statisticno obdelali. Proizvodni
rezultati piSCancev so prikazani v preglednici 7. Za za¢etno maso Stejemo 21. dan (prvo

individualno tehtanje), kon¢na masa predstavlja dan zakola (37. dan).

Preglednica 7: Telesne mase piS¢ancev 21. in 37. dan poskusa ter masa polovice prsne

fvrw

KONT KONT_0,9 KONT 3,6 D

Zacetna masa, 21. dan (Q) 1011,7+ 22,9 081,8+ 22,9 983,6 £229 0,5913
Kon¢na masa, 37. dan (g) 2673,2+64,0 2677,4+64,0  2481,7+64,0 0,0608
Prirast () 1661,5% + 54,5 1695,6° + 54,5 1497,9°+545 0,0337
Masa polovice prsne 242,3+9,4 263,0+9,4 240,7+94  0,1882

vt w

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT_0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT_3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

p — vrednost nam pove ali so razlike med skupinami statisti¢no znacilne (p < 0,05)

a,b,c — skupine z razli¢nimi érkami so se med seboj statisti¢no znacilno razlikovale

V povprecju so bile zivali v vseh skupinah na zacetku individualnega spremljanja enako
tezke. Na koncu poskusa med kontrolno skupino in KONT 0,9 ni bilo razlike v kon¢ni
telesni masi zivali, nekoliko lazje Zzivali so bile v skupini KONT_3,6, vendar med

skupinami ni bilo statisti¢no znacilnih razlik.

Statisti¢no znacilne razlike so bile v prirastu med skupinami. Najbolje je priras¢ala skupina
z dodatkom 0,9 kg hmelja/t krmne meSanice, najslabse pa skupina z 3,6 kg hmelja/t krmne
mesanice. Prirast se odraza tudi v masi polovice prsne misi¢nine. Najtezjo (263,0 g) so
imeli piS¢anci iz skupine KONT 0,9, najlazjo (240,7 g) pa pis¢anci iz skupine KONT_3,6,

vendar razlike niso bile statistiéno znadéilne.
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4.2 OKSIDATIVNA STABILNOST KRME
4.2.1 Koncentracija malondialdehida (MDA) v krmni me$anici in hmelju
Oksidativni status krme in hmelja smo merili s koncentracijo MDA (preglednica 8).

Preglednica 8: Rezultati analiz MDA v krmnih meSanicah in hmelju

Krmna mesSanica / hmelj MDA (nmol/g)
Starter

KONT! 106,42
KONT _0,9* 134,96
KONT 3,6 134,63
FiniSer

KONT* 59,70
KONT_0,9° 124,22
KONT_3,6° 154,08
Hmelj

Svezi hmelj (-80) 40,43
Hmelj v hladilniku 65,10

KONT! — kontrolna krma (PKM), KONT_0,9" — starter z dodatkom 0,9 g hmelja’kg PKM, KONT_3,6" —
starter z dodatkom 3,6 g hmelja/kg PKM, KONT? — finiSer kontrolna krma (PKM), KONT_0,9% — finier z
dodatkom 0,9 g hmelja/lkg PKM, KONT _3,6% — finiSer z dodatkom 3,6 g hmelja/kg PKM

Krma z dodatkom hmelja je bolj oksidirala kot krma brez dodatka (preglednica 8). V
Starterju se vsebnost MDA ni bistveno razlikovala med krmnimi meSanicami. NajmanjsSo
koncentracijo MDA je imela krma skupine KONT (106,42 nmol/g), med skupinama z
dodatkom hmelja pa razlike skoraj nismo opazili (KONT _0,9 - 134,96 nmol/g; KONT_3,6
— 134,63 nmol/g). Velike razlike v koncentraciji MDA smo izmerili pri finiSerju. Ta se je z
vsebnostjo hmelja v krmi poviSevala. V krmi brez dodatka smo izmerili 59,70 nmol/g, v
krmi z dodatkom 0,9 kg hmelja/t krmne meSanice je bila vrednost dvakrat vedja (124,22
nmol/g), v krmi z dodatkom 3,6 kg hmelja/t krmne meSanice pa celo za skoraj trikrat vecja
(154,08 nmol/qg).

Tudi v hmelju smo izmerili koncentracijo MDA. V hmelju, ki smo ga hranili na -80 °C
smo izmerili 40,43 nmol/g MDA. Drugi vzorec, ki smo ga hranili v hladilniku pa 65,10
nmol/g (preglednica 8).
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4.3 OKSIDATIVNI STRES IN POSKODBE DNK LIMFOCITOV

Oksidativni status pitovnih piS¢ancev smo merili s koncentracijo MDA v krvni plazmi in

poskodbo DNK limfocitov s kometnim testom.

Preglednica 9: Rezultati analiz MDA v plazmi in kometnega testa (LSM =+ standardna
napaka)

KONT KONT_0,9 KONT _3,6 p
MDA _plazma (nmol/ml) 1%+ 0,60 2,06° + 0,60 13,29°+ 0,60  <0,001
DNK v repu (%) 22,022 +1,72  19,28°+1,72 15,17°+ 1,57 0,0333
oT™m! 7,90% + 0,80 6,13 + 0,80 3,17+ 0,73 0,0025

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT _0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT _3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

OTM* "~ repni moment po Olivu

p — vrednost nam pove ali so razlike med skupinami statisti¢no znacilne (p < 0,05)

a,b,c — skupine z razli¢nimi ¢rkami so se med seboj statisti¢no znacilno razlikovale

V preglednici 9 so prikazani rezultati koncentracije MDA v krvni plazmi. Pri skupini
KONT_3,6 smo v plazmi izmerili 13,29 nmol/ml MDA, medtem ko pri kontrolni skupini
le 1 nmol/ml. Dodatek 0,9 kg hmelja/t krmne mesanice je prav tako povisal koncentracijo
MDA (2,06 nmol/ml). Razlike med rezultati vseh skupin so bile med seboj statisti¢no

znacilne.

Dodatek hmelja je ugodno vplival na zas¢ito DNK v limfocitnih celicah. Odstotek DNK v
repu je bil ob dodatku hmelja manjsi (KONT_0,9 — 19,28 in KONT_3,6 — 15,17) kot v
kontrolni skupini. Izracunali smo repni moment po Olivu, ki nam pove dejansko poskodbo
DNK v celicah. Pis¢anci v kontrolni skupini brez dodatka so imeli najbolj poskodovane
verige DNK (OTM 7,9), z dodatkom hmelja so se poSkodbe zmanjSale. Tako so bile
poskodbe v skupini KONT 0,9 manjse (OTM — 6,13), v skupini KONT 3,6 pa najmanjse

(OTM - 3,17). Razlike med skupinami so bile statisti¢no znacilne (preglednica 9).
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4.4 OKSIDATIVNA STABILNOST IN KAKOVOST MESA
4.4.1 Koncentracija MDA v prsni misi¢nini
Oksidativni status mesa, smo prav tako merili s koncentracijo MDA.

Preglednica 10: Rezultati analiz MDA v prsni miSi¢nini (LSM =+ standardna napaka)

KONT KONT 0,9  KONT 3,6 D

MDA_sveze (-80 °C) nmol/g  17,64°+ 2,43 21,88°+243 26,36°+2,43 0,0523
MDA._20 nmol/g 1593+3,76  13,93+£3,76  1937+3,76  0,5908
MDA_H20 nmol/g 2564441  27,71+441 3442+441 03493

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT_0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT_3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

hladilniku in nato za tri mesece pri -20 °C
p — vrednost nam pove ali so razlike med skupinami statisti¢éno znacilne (p < 0,05)
a,b,c — skupine z razli¢nimi érkami so se med seboj statisti¢no znacilno razlikovale

Koncentracijo MDA smo merili v svezem mesu, mesu skladis¢enem pri -20 °C in mesu, ki
koncentraciji MDA med skupinami, katerih vzorce mesa smo hranili pri -80 °C, so bile na
meji statisticne znacilnosti. Skupina z ve€jo vsebnostjo hmelja v krmi je imela vi§jo
koncentracijo MDA v vzorcih mesa. Najvecjo koncentracijo MDA pri skladis¢enju pri -20
°C so imeli vzorci mesa skupine KONT 3,6, najmanj$o pa skupina KONT, vendar so bile
vrednosti manjse kot pri svezih vzorcih mesa (shranjenih pri -80 °C). Tudi v vzorcih mesa,
ki je bilo predhodno shranjeno v hladilniku smo izmerili enak trend, najve¢ MDA je bilo v
skupini KONT _3,6 (34,42), najmanj pa v skupini KONT (25,64). Razlike med skupinami

pod tema pogojema niso bile statisti¢no znacilne (preglednica 10).
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4.4.2 Kakovost mesa

Po zakolu smo ovrednotili lastnosti kakovosti mesa. Ovrednotili smo pH, elektri¢no
prevodnost, izcejo in barvo. Barvo mesa smo dnevno spremljali sedem dni po zakolu

(rezultati meritev na 1., 3., 5. in 7. dan so prikazani v preglednici 12).

Preglednica 11: Rezultati meritev fizikalnih lastnosti mesa (LSM = standardna napaka)

KONT KONT_0,9 KONT 3,6 p
pH 5,94 + 0,03 5,99 £ 0,03 5,92 £0,03 0,3229
Elektri¢na prevodnost (S/m) 2,68 +0,16 3,21+0,16 3,03+0,16 0,0819
Izceja () 0,30 £ 0,02 0,32 +0,02 0,31 £0,02 0,7137

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT_0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT_3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

p — vrednost nam pove ali so razlike med skupinami statisticno znacilne (p < 0,05)

a,b,c — skupine z razli¢nimi ¢érkami so se med seboj statisti¢no znacilno razlikovale

ey

KONT 3,6 (5,92). Med skupinami ni bilo statisti¢cno znacilnih razlik. Razlik prav tako
nismo belezili v izceji, katere vrednost se je gibala med 0,30 g in 0,32 g. Vecje razlike,
vendar statisti¢cno neznacilne so bile v elektricni prevodnosti. Najbolj prevodna je bila
prsna misi¢nina zivali v skupini KONT 0,9, najmanj pa v kontrolni skupini brez dodatka

hmelja (preglednica 11).
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Preglednica 12: Rezultati merjenja barve mesa po dnevih (LSM =+ standardna napaka)

KONT KONT 0,9 KONT 3,6 p
1. dan

Lt 53,01°+ 0,61 50,24° + 0,61 52,96% + 0,61 0,0034
a 0,93 +0,21 1,26 + 0,21 1,14 £0,21 0,5336
b 5,572+ 0,29 3,57°+0,29 1,87°+ 0,29 < 0,001
3. dan

L 57,39 + 0,58 56,10 + 0,58 57,63 +0,58 0,1612
a 0,58 +0,18 0,67 0,18 0,76 0,18 0,7641
b* 8,27%+ 0,37 6,14° + 0,37 4,81°+ 0,37 < 0,001
5. dan

L 56,53°+ 0,62  54,33°+062  56,12°+ 0,62 0,0391
a 0,42 0,16 0,98 + 0,16 0,66 0,16 0,0677
b3 7,86 + 0,40 5,77° + 0,40 4,43° + 0,40 < 0,001
7. dan

L 55,88% + 0,54 53,83+ 0,54 54,87° + 0,54 0,0378
a° 0,28+ 0,12 0,80°+0,12 0,48+ 0,12 0,0162
b3 8,327+ 0,39 6,15° + 0,39 4,52° + 0,39 < 0,001

KONT - kontrolna krma (PKM), KONT _0,9 — krma z dodatkom 0,9 kg hmelja/t PKM, KONT _3,6 — krma z
dodatkom 3,6 kg hmelja/t PKM

L - doloca svetlost, ve&je vrednosti pomenijo bolj svetlo, a* dolo¢a rde¢ odtenek (+) ali zelen odtenek (-), b® —
dolo¢a rumen odtenek (+) in moder odtenek (-)

p — vrednost nam pove ali so razlike med skupinami statisti¢no znacilne (p < 0,05)

a,b,c — skupine z razli¢nimi ¢érkami so se med seboj statisti¢no znacilno razlikovale

Barvo mesa smo spremljali sedem dni, podatke smo ovrednotili na 1., 3., 5. in 7. dan. Po
zakolu smo na sveZi prsni miSi¢nini izmerili parametre svetlosti ter rdeCega in rumenega
odtenka. Dan po zakolu so imele najbolj svetlo meso so imele zivali skupine KONT
(53,01), skoraj enako kot zivali skupine KONT 3,6 (52,96). Temnejsi odtenek mesa je
imela skupina KONT_0,9 (50,24) in se tako znacilno razlikovala od ostalih skupin. Tretji
dan je meso vseh treh skupin postalo svetlejSe in bolj izenaCeno v svetlosti. Peti dan
skladiS¢enja je zacelo meso postajati temnejse, kar se je nadaljevalo do sedmega dne. Tudi
razlike med skupinami so se povecale. Kljub temnenju mesa je bila intenzivnost svetlosti
vi§ja kot prvi dan. Najsvetlejse meso na sedmi dan je bilo v skupini KONT (55,88), sledila
je skupina KONT 3,6 (54,87), najtemnejse meso pa je imela skupina KONT_0,9 (53,83)
(preglednica 12).
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Rde¢ odtenck mesa (a) se je s trajanjem skladiscenja in med skupinami spreminjal. Prvi
dan je imela najmocnejsi rde¢ odtenek skupina KONT 0,9 (1,26), sledila je skupina
KONT _3,6 (1,14) in nato KONT (0,93). S trajanjem skladiS¢enja se je zmanjSevala
intenzivnost rdecega odtenka v vzorcih mesa. Tretji dan so bile vrednosti bistveno manjse
vendar se glede na skupine, tako kot prvi dan, niso bistveno razlikovale. Peti dan je
intenzivnost rde¢ega odtenka S¢ vedno padala, razen pri skupini KONT_0,9 kjer smo
zabelezili poviSanje rdecega odtenka (iz 0,67 (dan 3) na 0,98 (dan 5). Sedmi dan smo
ugotovili statistiéno znacilne razlike med vsemi skupinami, odtenek rdece barve je bil v
skupini KONT 0,9 izrazito vecji (0,80) kot v skupini KONT_3,6 (0,48) in skoraj trikrat
vecji kot v skupini KONT (0,28) (preglednica 12).

V prsni misi¢nini pis¢ancev prevladuje rumen odtenek (b). Ze prvi dan smo med
skupinami izmerili statisti¢no znacilne razlike v intenzivnosti rumenega odtenka. Ta je
prevladoval v skupini KONT (5,57), z dodatkom hmelja se je intenziteta rumene barve
manjsala, tako je imela skupina KONT 0,9 vrednost rumenega odtenka 3,57, skupina
KONT_3,6 pa 1,87. S skladis¢enjem se je intenzivnost rumenega odtenka povecevala. Peti
dan so se vrednosti zacele zmanj$evati pri vseh skupinah in sicer pri skupini KONT iz 8,27
(dan 3) na 7,86 (dan 5), KONT_0,9 iz 6,14 (dan 3) na 5,77 (dan 5) in pri skupini
KONT_3,6 iz 4,81 (dan 3) na 4,43 (dan 5). Sedmi dan se je intenzivnost rumenega odtenka
spet zacela povecevati, belezili smo podobne rezultate kot na tretji dan. Tako je rumen
odtenek $e vedno prevladoval v skupini KONT (8,32), z nizjo vrednostjo je sledila skupina
KONT 0,9 (6,15), najnizjo pa je imela KONT_3,6 (4,52) (preglednica 12).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen nas$e raziskave je bil ugotoviti, ali dodatek hmelja pri pitovnih pis¢ancih vpliva na

rast, oksidativni stres ter oksidativno stabilnost in kakovost mesa.

Zaradi ekonomskih razlogov je Zelja rejcev po ¢im hitrejSem obratu jate. Tako intenzivna
reja predstavlja stres za zivali. Eden od dejavnikov stresa je tudi oksidacijski stres, ki
nastopi ob neravnovesju med prostimi radikali in antioksidanti. Pitovni piS€anci imajo
velike potrebe po energiji, zato se v krmo dodaja vecjo koli¢ino mascob z veliko
vsebnostjo VNMK, ki so na oksidacijo zelo ob&utljive. Zivali izpostavljene stresu se slabse
pocutijo, so bolj podvrzene razvoju razli¢nih bolezni, zauzijejo manj krme in posledi¢no
slab$e priras¢ajo. Oksidacijski stres posledi¢no vpliva tudi na kakovost pis¢ancjega mesa.
Taks$no meso hitreje postane zarko, je neprijetnega vonja in okusa (Fellenberg in Speisky,
2006; Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).

V prehranskem poskusu smo zivalim v krmo dodali 7,5 % laneno olje z namenom
spodbuditve oksidacijskega stresa. Mas¢obne kisline, ki prevladujejo v lanenem olju so o —
linolenska kislina (55 %), linolenska kislina (13 %), oleinska kislina (19 %) in palmitinska
kislina (6 %). Zaradi velike vsebnosti o — linolenske kisline, ki spada v skupino VNMK, je
laneno olje dober vir le-teh (Zuk in sod., 2015). Laneno olje, ki smo ga uporabili v nasem
poskusu, je v povprecju vsebovalo (71,19 % VNMK, od tega 55,6 % omega-3 VNMK,
razmerje med omega-3 in omega-6 MK pa je znaSalo 1:4. Organizem potrebuje o —
linolensko kislino, saj predstavlja prekurzor za dokozaheksaenojsko kislino, ki spada v
skupino omega-3 MK (Volj¢, 2012). Esencialne MK organizem potrebuje, vendar so te
zelo obcutljive na oksidacijo in lahko ob prevelikem zauzivanju povzrocijo oksidacijski
stres. Prav zaradi velike vsebnosti VNMK in drugih komponent kot so flavonoidi, tanini,
B- karoteni in y- tokoferol (5,7 mg/g olja) (Souci, 2008) laneno olje znanstveniki
uporabljajo v raziskavah, kjer Zelijo obogatiti meso (Lopez — Ferrer in sod., 2001), jajca
(Galobart in sod., 2001) ali le spremeniti razmerje med MK v prid VNMK (Nuernberg in

sod., 2005). Zauzivanje zivil, ki so bogata z VNMK, je za porabnika pomembno, saj
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pozitivno vplivajo na zdravje. Zauzivanje omega-3 MK zmanjSa tveganje za razvoj raka,

kardiovaskularnih bolezni in zmanjsa vnetne procese (Zuk in sod., 2015).

Za za$Cito zivali pred oksidacijskim stresom smo v krmo dodali tudi vitamin E. Je
eksogeni vitamin, topen v mascobah in velja kot najboljsi antioksidant za zas¢ito VNMK
pred lipidno oksidacijo. Veliko raziskav opisuje njegove pozitivne u¢inke na zas¢ito mesa
in drugih Zivalskih proizvodov ter zascito pred oksidacijo lipidov. Lipidi so prisotni v
membranah vseh celic, zato je vredno omeniti, da poleg celic tkiv vitamin E $¢iti tudi
celice imunskega sistema (nevtrofilci, makrofagi, imunoglobulini). Znano je tudi, da
spodbuja produkcijo protiteles in s tem imunski odziv (Ebeid in sod., 2013). Vitamin E je
esencialen antioksidant tudi v prehrani ljudi. Optimalna vsebnost vitamina E zdravih
odraslih oseb v plazmi je med 15 in 30 mg (Biesalski in sod., 1997).
Bogato krmo z mas¢obami, ki je namenjena pitovnim pis¢ancem in morebitne dodatke, Ki
vsebnost VNMK v krmi $e povecajo, je potrebno zascititi. V nasem poskusu smo v vse
krmne mesanice dodali 10 IU vitamina E na kg krme (NRC 1994). Zaradi dodatka
lanenega olja, ki ima veliko vsebnost VNMK, te pa so oksidativno zelo nestabilne, je v
krmo nujno potrebno dodati antioksidant. Priporocila o vsebnosti vitamina E v krmi se med
avtorji razlikujejo. Vsebnost vitamina E v krmi vpliva na njegovo prisotnost v mesu (Volj¢
in sod., 2011). Avila-Ramos in sod. (2013) navajajo, da je za ucinkovito zas¢ito kuhanega
in nato zamrznjenega piscancjega mesa bolje dodati ve¢ kot 10 TU vitamina E/kg krme,
prav tako vecji vnos vitamina E v krmo za zasc¢ito mesa pred oksidacijo priporoc¢ajo Volj¢
in sod. (2011). V nasem poskusu smo se drzali priporo¢il NRC (1994), ker nas je zanimalo
kaks$na je antioksidativna zas¢ita hmelja in koliko bo doprinesla k zas¢iti pred oksidacijo.

Priporodila za rejo pitovnih pis€ancev ross 308 navajajo 50 I1U.

Glavni prehranski dodatek v naSem poskusu je bil hmelj oziroma hmeljevi storzki.
Prehrana Zivali je zelo pomembna, vpliva na zdravje Zivali, kakovost njihovih proizvodov,
posredno pa tudi na zdravje ljudi in zaS¢ito okolja. To so razlogi, da v zadnjih nekaj letih
porabniki usmerjajo vse ve¢ pozornosti k naravnim prehranskim dodatkom in njihovim
u¢inkovinam. Zivali je potrebno preventivno za§éititi pred mikroorganizmi, v ta namen so
pri reji piS€ancev uporabljali nutritivne antibiotike. S prepovedjo njihove uporabe v EU, se

Se bolj intenzivno i8¢e primerno nadomestno ucinkovino, najbolje naravnega izvora.
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Pridelava hmelja predstavlja pomembno kmetijsko panogo v Sloveniji. Zaradi razmer na
globalnem trgu in novih nac¢inov konzerviranja hmelja (suSenje, peletiranje, skladis¢enje v
neprodusno zaprtih embalazah) prihaja do presezkov le-tega pri hmeljarjih in v pivovarnah.
Poleg tega pa se pri proizvodnji piva zmanjSuje poraba alfa kislin. Da bi se hmeljarstvo v
Sloveniji ohranilo ali $e bolje, Sirilo, je njegova uporaba v prehrani zivali Se kako smiselna
(Pavlovic, 2011; Krofta in sod., 2008). Hmelj vsebuje fenolne skupine, grenci¢ne kisline (a
in B — kisline), ksantohumol, prenilnaringenine in druge uc¢inkovine za katere je znano, da
imajo antioksidativno in antimikrobno delovanje. Te sestavine so pomembne za normalno
delovanje organizma, ter ugodnega vpliva na zdravje in pocutje zivali (Van Cleemput in
sod., 2009). Hmeljevo antimikrobno delovanje opisuje kar nekaj avtorjev. Bortoluzzi in
sod. (2015) opisujejo hmeljevo B — grencic¢no kislino kot sredstvo, ki §¢€iti pitovne piS€ance

pred kokcidiozo.

Hmelj, ki smo ga uporabili v poskusu, je bil predhodno susen. Med susenjem hmelj izgubi
na antioksidativni aktivnosti, vendar te izgube navadno ne presegajo 5 %. Susen hmelj je
kemi¢no bolj stabilen zaradi manjSe vsebnosti vlage (8-12 %). Tako je primeren za daljsi
Cas skladis€enja vendar pri nizki temperaturi (Krofta in sod., 2008). SuSene hmeljeve

storzke smo zmleli v mlinu kladivarju in dodali krmi.

Rezultati kazejo manjse razlike v koli¢ini zauzite krme, prirastu in izkori§¢anju krme.
Najmanj krme so zauzile zivali v skupini KONT 3,6, te so tudi znacilno slabse prirascale
in nekoliko slabse izkoris¢ale krmo. Med skupinama KONT in KONT 0,9 oéitnih razlik v
teh lastnostith nismo belezili. Na meji statisticne znacilnosti so bile Zivali na koncu
poskusa, kjer smo ugotovili razlike v kon¢ni masi. Najlazja je bila skupina KONT 3,6
medtem, ko med skupinama KONT in KONT_0,9 ni bilo razlik. Primerljivo z naSimi
ugotovitvami, Cornelison in sod. (2006) navajajo dober prirast pis¢ancev v Casu pitanja od

35. do 42. dne, ob dodatku 0,227 g hmelja/kg krme v primerjavi s kontrolo brez dodatka.

V nasem poskusu smo polovico prsne miSi¢nine natancno odstranili od pripadajocih kosti
in stehtali. Najve¢jo maso smo izmerili pri skupini KONT_0,9 (263,0 g), najmanjso pa pri
skupini KONT_3,6 (240,7 g), vendar med skupinami ni bilo statisti¢no znacilnih razlik v
masi prsne misi¢nine. 1z rezultatov sklepamo, da dodatek hmelja v krmi ni vplival na maso

prsne miSi¢nine.
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Zaradi dodatka 7,5 % lanenega olja je bila krma bogata z VNMK. Z analizo
mascobnokislinske sestave krme smo dolo¢ili vsebnost VNMK (omega-3 in omega-6, ter
razmerje med njima). Njena vsebnost je bila tako v Starterju kot finiSerju relativno enaka
(med 68,6 in 70,46 g/100 g vsote MK) od teh je bil delez omega-3 MK (med 41,8 in 44,9
9/100 g vsote MK) ve¢ji od omega-6 MK (med 25,3 in 26,8 g/100 g vsote MK). Tudi
razmerje med njima je bilo ugodno v vseh krmnih meSanicah in se ni bistveno razlikovalo
med krmnimi meSanicami (med 0,57:1 in 0,60:1). Mascobnokislinsko sestavo smo doloc¢ili
tudi v hmelju, ki smo ga hranili v hladilniku. Hmelj je bolj bogat z omega-6 kot z omega-3
MK, zato je tudi razmerje med njima veliko SirSe kot v krmnih meSanicah (1,91:1).
Vsebuje tudi veliko drugih dolgoveriznih MK, ki imajo 20 ali ve¢ ogljikovih atomov
(preglednica 4).

Krma, ki jo krmimo Zivalim ima klju¢no vlogo pri ohranjanju zdravja Zivali. Pravilno
razmerje med vsemi hranilnimi snovmi omogoca zivalim pogoje, da izpolnijo pri¢akovane
proizvodne rezultate. Krma z veliko vsebnostjo mas¢ob nudi Zivalim dobro energijsko
podporo, vendar pa je obcutljiva na oksidacijo. Produkti oksidacije v krmi vplivajo tudi na
zdravje zivali. Kot je bilo ugotovljeno v prejsnjih raziskavah (Rezar in sod., 2006), lahko
koncentracija sekundarnega oksidacijskega produkta (MDA) vpliva na njegovo

koncentracijo v krvni plazmi zivali.

Oksidacija lipidov poteka neprestano. Zaradi velike vsebnosti mas¢ob v krmi, ki smo jo
uporabili v poskusu nas je zanimala njena oksidativna stabilnost. Dolo€ili smo
koncentracijo MDA v vseh krmnih meSanicah ter hmelju. Med krmnimi meSanicami
Starterja smo ugotovili manjse razlike v vsebnosti MDA. Najnizjo koncentracijo je imela
skupina KONT (106,42 nmol/g), med skupinama KONT_0,9 in KONT_3,6 (134,96 in
134,63 nmol/g) pa ni bilo razlik. Do drugaé¢nih ugotovitev smo prisli pri krmnih mesanicah
finiSerja. Tu so bile razlike zelo velike. Krmna meSanica skupine KONT je vsebovala
najmanj MDA (59,7 nmol/g) skoraj dvakrat ve¢ ga je vsebovala skupina KONT 0,9
(124,22 nmol/g), najve¢ pa skupina KONT 3,6 (154,08 nmol/g). Krma s staranjem
oksidira. Kenda (2014) je izmerila ve¢ s TBK reagirajocih spojin v starani krmi kot svezi.
V poskusu so v krmo dodali 6 % laneno olje in 10 IU vitamina E, podobno kot mi. Za

za$¢ito krme so uporabili razli¢ne antioksidante (vi$jo koncentracijo vitamina E (150 IU),
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sinteti¢ni antioksidant ter olj¢ne liste in pulpo). Na podlagi rezultatov navaja olj¢ne liste in
pulpo kot najbolj obetajo¢ naravni antioksidant za za$¢ito krme. Tudi v hmelju je bila
koncentracija MDA kar visoka. V sveZzem hmelju smo izmerili 40,43 nmol/g v hmelju
skladis¢enem v hladilniku pa 65,10 nmol/g. Slabso antioksidativno sposobnost in
zmanjSanje alfa kisline v hmelju so med skladis¢enjem v hladnem okolju ugotovili tudi
Krofta in sod. (2008). Razlog za to avtorji ugotavljajo v poveCanem delezu vlage, ki je
negativno vplivala na polifenolne molekule in s tem okrnila antioksidativno zascito. Kot ze
omenjeno so hmeljeve kisline zelo obcutljive na oksidacijo v ¢asu skladi$¢enja. Tako se
struktura alfa in beta kislin spremeni, izgubijo izoprenilno verigo, poleg tega pa nastajajo
tudi druge kemicne spojine, katere vsebnost $e ni dobro znana. Steenackers in sod. (2015)
prav tako navajajo, da v hmelju v casu skladiS§¢enja hitro pride do avtooksidacije. Na
podlagi rezultatov in ze objavljenih del o hmeljevi obcutljivosti na oksidacijo lahko
sklepamo, da bi morali krmo z dodatkom hmelja bolje zaslititi z vecjo kolicino

antioksidantov.

Zdravje zivali smo ovrednotili z merjenjem poskodb DNK v limfocitih, katere so posledica
oksidacijskega stresa. Imunske celice so najpomembnejsi del organizma, prisotne v krvi,
prebavilih in drugih tkivih (timus, bezgavke, vranica). Njihova primarna naloga je $¢ititi
organizem pred negativnimi vplivi iz okolja in metaboli¢nimi produkti, ki lahko oslabijo
organizem, med te produkte Stejemo tudi proste radikale, ki so posledica oksidacijskega
stresa. Pri pitovnih piS¢ancih je nastanek oksidacijskega stresa najveckrat pogojen s krmo
zaradi dodajanja VNMK. Rezar (2001) navaja vecje poSkodbe DNK limfocitov, kjer je
prehrana bogata z VNMK. V naSem poskusu kjer je bila krma obogatena z lanenim oljem,
nas je zanimalo ali dodatek hmelja vpliva na poskodbe DNK limfocitov. Za ovrednotenje
poskodb smo uporabili tehniko kometnega testa, ki je natanc¢na in relativno lahka. Iz
rezultatov DNK v repu kometa smo ugotovili, da je imela najve¢ poskodovane DNK
skupina KONT (22,02), nekoliko manj skupina KONT_0,9 (19,28), najmanj pa skupina
KONT_3,6 (15,17). Razlike med skupinami so bile statistiéno znacilne. Pozitivne uéinke
dodatka rastlin, ki vsebujejo veliko polifenolov na za$¢ito pred poskodbami DNK navaja
ve¢ avtorjev. Tako so Volj¢ in sod. (2013) ugotovili, da dodatek taninov in vitamina E v
krmo, obogateno z lanenim oljem zmanjSa poskodbe DNK limfocitov pri piséancih. Kim in

sod. (2012) so Zzeleli ugotoviti, kako korejski rde¢i ginseng vpliva na poSkodbo DNK
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limfocitov pri ¢loveku. Ljudje so dodatek zauzivali v obliki kapsul. Ugotovili so, da Ze
manjSa doza rdeCega ginsenga (3 g dnevno) statisticno znacilno zmanjsa poskodbe DNK
tako pri kadilcih in uzivalcih alkohola kot pri nekadilcih in osebah, ki ne uzivajo alkohola.
Nasproten ucéinek so ugotovili Kapiszewska in sod. (2005), ki so v poskusu z ekstraktom
origana testirali stabilnost DNK limfocitov pred poskodbami induciranimi z vodikovim

peroksidom. Ekstrakt origana ni zas¢itil DNK limfocitov pri ¢loveku.

Poleg poskodb DNK limfocitov smo za ovrednotenje oksidacijskega stresa merili tudi
koncentracijo MDA v krvni plazmi. MDA je sekundarni produkt lipidne oksidacije, zato je
zelo uporaben marker za merjenje oksidacijskega stresa (Nielsen in sod., 1997). Rezultati v
nasem poskusu so pokazali, da hmelj znacilno poveca koncentracijo MDA v plazmi. Pri
skupini KONT smo v plazmi izmerili 1,00 nmol/ml plazme, pri skupini KONT_0,9 smo
izmerili 2,06 nmol/ml plazme, pri skupini KONT _3,6 pa kar 13,40 nmol/ml plazme. Tudi
Volj¢ (2012) je ob enakem dodatku lanenega olja v krmo ugotovila povecanje
koncentracije MDA v krvni plazmi. Koncentracija MDA v skupini z lanenim oljem (0,65)
je bila v primerjavi s kontrolno skupino (0,13) znacilno visja. Podobne vrednosti MDA v
plazmi pis¢ancev kot smo jih mi ugotovili pri skupini KONT 3,6, so ugotovili tudi Vossen
in sod. (2010) ob dodatku ekstrakta rozmarina, paradiznika, zelenega Caja in pesk grozdja.
Vrednosti so se gibale od 14,6 do 16,2 nmol/ml plazme. 1z rezultatov lahko sklepamo, da
polifenoli v hmelju nimajo zadostne antioksidativne u¢inkovitosti ob dodatku lanenega olja
(7,5 %), bogatega z VNMK v krmo. Omenjeni avtorji ugotavljajo podobno, tudi v
njihovem poskusu so za obogatitev krme z VNMK uporabili laneno olje, vendar nizje

vrednosti (4 %), pa vendar je bila koncentracija MDA visoka, kljub rastlinskim dodatkom.

Humana prehrana, e posebno v razvitih drzavah vsebuje zelo malo VNMK. Vnos teh MK,
Se posebno iz skupine omega-3 je zelo pomembna z vidika zdravja. Za njih je znano, da
zmanjSujejo tveganje za razvoj kardiovaskularnih in drugih bolezni. Najbogatejse zivilo z
VNMK so ribe in izdelki iz njih, ker pa je v nekaterih predelih sveta humana prehrana z
ribami siromasna bodisi zaradi cenovne nedostopnosti ali drugih omejitev, je zelo smiselno
s temi MK obogatiti zivilo, ki je dostopnejse in velja za stalnico v prehrani, to je pis¢ancje
meso. Poraba piScancjega mesa v humani populaciji se poveCuje in se bo po besedah

Henchion in sod. (2014) Se povecevala. Pis¢an¢je meso ze samo po sebi vsebuje veliko
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VNMK, vendar ta koncentracija ne zados¢a potrebam ¢loveku po teh MK, ki znasa 6-11 %
zauzite energije (Elmadfa in Kornsteiner, 2009). Pis¢anc¢je meso je zivilo katerega MK
sestavo lahko delno spremenimo s prehrano zivali, tako meso spremenimo v funkcionalno
zivilo. V krmo dodamo sestavine z veliko vsebnostjo VNMK med katere Stejemo laneno
olje, ribje olje, oljcno olje, repicno olje ter druge vire bogate z esencialnimi MK. Dodajanje
ribjega olja v prehrano piS¢ancev ima za posledico nezazeljen priokus, zato je za
obogatitev mesa bolj primerno laneno olje. Dodajanje VNMK v obliki lanenega olja v
krmo piS€ancem se odraza v vi$ji koncentraciji le-teh in zniZevanju koncentracije NMK v
mesu. Laneno olje vsebuje prekurzorje za tvorbo omega 3 MK (EPK, DHK) v pis¢an¢jem
mesu (Lopez-Ferrer in sod., 1999; Lopez-Ferrer in sod., 2001; Grashorn, 2007). Slabost
VNMK je da hitro oksidirajo, kar skupaj z mikrobno aktivnostjo poslabsa lastnosti
kakovosti mesa, meso postane zarko ter neokusno in neuporabno. Produkt oksidacije
lipidov je MDA, katerega smo merili v nasih poskusnih vzorcih mesa. Koncentracijo smo
merili na vzorcih shranjenih pri -80 °C in -20 °C. Za primerjavo smo del prsne miSi¢nine
hranili Sest dni v hladilniku in nato tri mesece v zamrzovalniku pri -20 °C. Rezultati so
pokazali, da se je z vsebnostjo hmelja v krmni meSanici povecevala koncentracija MDA v
vzorcih pri vseh skupinah. Statisticno znacilne razlike smo belezili le pri vzorcih sveZega
mesa, kjer je skupina KONT vsebovala 17,64 nmol/g, skupina KONT_0,9 21,88 nmol/g in
skupina KONT_3,6 26,36 nmol/g. Ugotovili smo tudi, da se je najve¢ MDA tvorilo v
vzorcih, ki so bili pred zamrzovanjem v hladilniku, ti vzorci so bili pred zamrzovanjem
1zpostavljeni vi§ji temperaturi, kar je pospesilo oksidacijo lipidov. Najmanj MDA pa se je
tvorilo v vzorcih, hranjenih pri -20 °C. Razlike v koncentraciji MDA med skupinami pod
tema pogojema niso statisti¢no znacilne. Razlog za pove€ano oksidacijo lipidov v vzorcih
mesa piScancev krmljenih z dodatkom hmelja je verjetno v obcutljivosti hmeljevih
grencicnih kislin na oksidacijo (Van Cleemput in sod., 2009). Oksidirane hmeljeve kisline
imajo lahko okrnjeno antioksidativno sposobnost, prav tako pa lahko zaradi prisotnosti ze
nastalih prostih radikalov pospesijo oksidacijo Ze tako obcutljivih VNMK v organizmu in
vzorcih mesa. Prav tako ni dobro znano, katere kemijske spojine se tvorijo v Casu
oksidacije hmeljevih kislin (Taniguchi in sod, 2013). Hmelj je znan po veliki vsebnosti
polifenolov, za katere avtorji navajajo vrsto ugodnih vplivov. Na podlagi rezultatov MDA
te lastnosti v nasem poskusu niso prisle do izraza. Dobljeni rezultati niso bili v skladu z

naSimi pri¢akovanji. Predvidevali smo, da bo koncentracija v vzorcih mesa, ki so bili
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shranjeni pri -80 °C najnizja, saj so bioloski procesi pri tako nizki temperaturi ustavljeni in
je to meso kot sveze. V nasprotju z nasimi rezultati, je Volj¢ (2012) v svojem poskusu, kjer
je primerjala razli¢ne koncentracije in oblike vitamine E na oksidativno stabilnost mesa,
ugotovila najnizjo koncentracijo MDA v svezih vzorcih (-70 °C) pri vseh skupinah.
Nekoliko visjo v vzorcih, ki so bili pred zamrzovanjem Sest dni shranjeni v hladilniku,
najvi§jo koncentracijo MDA pa je izmerila v vzorcih mesa, ki so bili tri mesece shranjeni v

zamrzovalniku (-20 °C).

Poleg hmelja imajo tudi druge rastline veliko vsebnost polifenolov, ki so v nasprotju z
naSimi rezultati, uspesno zmanjSale oksidacijo piS¢anc¢jega mesa. Eden izmed njih je
origano in dodatek le-tega v krmo. Botsoglou in sod., (2002) so v poskusu na pitovnih
piS¢ancih v krmo dodali 50 in 100 mg origanovega olja/kg krme z namenom, da bi
ugotovili, kaksna je njegova antioksidativna sposobnost. Iz mesa so naredili polpete in jih
skuhali ter izmerili koncentracijo MDA. Rezultati so pokazali, da ze 50 mg origanovega
olja uspesno zniza koncentracijo MDA v polpetih, v primerjavi s kontrolno skupino, ki ni
dobila dodatka. Vecja vsebnost origanovega olja v krmi je bila Se bolj ucinkovita. Leto
kasneje so isti avtorji z enakimi koli¢inami origanovega olja v krmi ugotavljali
antioksidativno za$¢ito zamrznjenega pis¢an¢jega mesa. Koncentracija MDA se je s Casom
shranjevanja povisevala, vendar je bilo v skupinah z dodatkom origanovega olja manj
MDA v primerjavi s kontrolno skupino (Botsoglou in sod., 2003). Tudi lupina in peSke
grozdja so bogat vir polifenolov z antioksidativno aktivnostjo, zato je koncentrat iz tropin
grozdja uporaben za zmanjSevanje oksidacije lipidov. Omenjen dodatek krmi pisancev je
ucinkovito znizal koncentracijo MDA v vzorcih prsne misi¢nine v primerjavi s kontrolno
skupino, ki je bila krmljena brez dodatka (Brenes in sod., 2008). Bioaktivnost tropin
grozdja potrjujejo tudi Chamorro in sod. (2014). Ugotovili so, da dodatek tropin grozdja v
krmo piS€ancev statisticno znacilno zniZza koncentracijo MDA v sveZzih vzorcih mesa
pis¢ancje bedrne misi¢nine in tistih, ki so bili Stiri dni shranjeni v hladilniku, v primerjavi s
kontrolno skupino. Se u¢inkovitej$a pri zniZevanju koncentracije MDA je bila kombinacija

tropin grozdja in vitamina E.

merjenjem teh lastnosti in dobljenih rezultatov lahko ovrednotimo kakovost mesa in
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ugotavljamo kaj se dogaja v ¢asu shranjevanja. Cas shranjevanja je pri svezih proizvodih
zelo pomemben, saj vpliva na njihov videz, teksturo in senzori¢ne lastnosti. Poslabsanje
teh lastnosti ima za posledico manjsi interes porabnika. Od fizikalnih lastnosti smo izmerili
pH, elektricno prevodnost, izcejo in barvo mesa. pH smo izmerili v svezem mesu tik po
zakolu. Vrednosti so bile tako reko¢ enake pri vseh skupinah in so se gibale med 5,92 in
5,99. Tudi rezultati merjenja izceje so bili enaki pri vseh skupinah (0,3 g). Nekoliko vecje
razlike smo zabelezili pri merjenju elektri¢ne prevodnosti, tu so se rezultati gibali med 2,68
S/m (KONT) in 3,21 S/m (KONT_0,9), razlike pri vseh treh lastnostih niso bile statisti¢no

znacilne, saj so med seboj povezane.

Barvo mesa smo spremljali sedem dni po zakolu, merili smo parameter svetlosti (L) ter
rdeCega (a) in rumenega (b) odtenka. Med merjenjem smo opazili nekoliko ve¢ sprememb
v posameznih parametrih po dnevih in skupinah. Statistino znacilne razlike v svetlosti
smo izmerili ze prvi dan. S ¢asom shranjevanja mesa v hladilniku so se razlike v svetlosti
zmanjSevale do petega dne, sedmi dan pa smo ponovno izmerili statisticno znacilne razlike
med skupinami. Med shranjevanjem je imela najsvetlejSe meso skupina KONT. Pri
merjenju rdeCega odtenka v zacetku poskusa nismo opazili razlik, s trajanjem shranjevanja
mesa se je intenzivnost zmanjSevala in se med skupinami sedmi dan merjenja tudi
statisticno znacilno razlikovala. V piS¢an¢jem mesu prevladuje rumeni odtenek. Ta je med
shranjevanjem nihal in se postopoma poveceval. Med skupinami se je intenzivnost
rumenega odtenka znalilno razlikovala. Najve¢ rumenega odtenka je imela skupina
KONT, najmanj pa skupina KONT_3,6. 1z dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je
dodatek hmelja vplival na intenzivnost rumenega odtenka v prsni misi¢nini. Potrebno bi
bilo narediti $¢ dodatne raziskave na kakSen nacin hmeljeve sestavine vplivajo na barvo
mesa in koZe. V nekaterih predelih sveta (Kitajska) je intenzivnej$i rumen odtenek
piS€ancjega mesa in koZe priljubljen in pomemben dejavnik za porabnike, zato v prehrano
dodajajo karotenoide razli¢nega izvora (Hu in sod., 2012; Rajput in sod., 2013). Pri nas

porabniki niso nagnjeni k intenzivnej$i rumeni barvi mesa.



Kokalj I. Ugotavljanje antioksidativne kapacitete storzkov hmelja pri pitovnih piscancih. 52
Magistrsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2015

5.2 SKLEPI
Na podlagi dobljenih rezultatov v raziskavi lahko sklepamo:

o Dodatek 3,6 kg hmelja/t krmne meSanice je negativno vplival na prirast zivali, ni pa

vt w

o Krma z dodatkom hmelja je imela vis§jo koncentracijo MDA kot krma kontrolne
skupine. Hmelj lahko deluje kot prooksidant, vendar to podrocje $e ni dobro

raziskano.

o Dodatek 3,6 kg hmelja/t krmne meSanice je bolj zmanjsal poskodbe DNK

limfocitov kot dodatek 0,9 kg hmelja/t krmne mesanice.

o Skupina z ve¢jo vsebnostjo hmelja v krmi je imela viSjo koncentracijo MDA v

krvni plazmi.

o Vec¢ja vsebnost hmelja v krmi je imela za posledico visjo koncentracijo MDA v
mesu, pri vseh naéinih shranjevanja, razen pri vzorcih skupine KONT_0,9, ki so

bili shranjeni pri -20 °C za 3 mesece.

o Koncentracija MDA v svezem mesu je bila vi§ja od koncentracije MDA v
shranjenem mesu, vendar nizja kot v mesu, Ki je bilo pred zamrzovanjem shranjeno
v hladilniku. V svezem mesu in mesu, ki je bilo shranjeno 6 dni v hladilniku in 3
mesece pri -20 °C skupine z dodatkom 3,6 g hmelja/kg smo izmerili visjo
koncentracijo MDA kot v skupini z dodatkom 0,9 g hmelja/kg in kontrolni skupini,
kjer je bila koncentracija najnizja. Najnizjo koncentracijo MDA je imelo meso

shranjeno 3 mesece pri -20 °C, ne glede na vsebnost dodatka.

o Pri fizikalnih lastnostith mesa nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v pH,
elektri¢ni prevodnosti in izceji. Znacilne razlike smo ugotovili le v barvi mesa, kjer

je hmelj najbolj vplival na intenzivnost rumenega odtenka.
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6 POVZETEK

V raziskavi smo preucevali ali ima dodatek hmelja vpliv na proizvodne lastnosti pitovnih
pis€ancev in na antioksidativno za$€ito zivali. Zanimalo nas je tudi, kako vpliva na
oksidativno stabilnost prsne misi¢nine in fizikalne lastnosti mesa. Za spodbuditev

oksidacijskega stresa smo zivalim v krmo dodali 7,5 % laneno olje, ki je bogat vir VNMK.

V 37 dnevni poskus smo vkljuéili 84 dan starih pitovnih piS¢ancev. Pis¢ance smo razdelili
v tri skupine in jih tedensko tehtali. Zivali so bile krmljene dnevno in po volji. Osnovna
krmna meSanica je bila za vse skupine enaka, razlike so bile le glede na prisotnost in
vsebnost dodatka. Skupini KONT nismo dodali nobenega dodatka. Osnovni krmni
mesanici Smo dodali 0,9 kg hmelja/t krmne meSanice in jo poimenovali KONT 0,9 ali 3,6
kg hmelja/t krmne mesanice z imenom KONT _3,6. Zivalim smo na koncu poskusa odvzeli
kri za dolocanje koncentracije MDA v plazmi in poSkodb DNK limfocitov s kometnim
testom. Ob zakolu smo odstranili prsno misi¢nino, v kateri smo prav tako dolocali
koncentracijo MDA ter ugotavljali vpliv dodatka na fizikalne lastnosti mesa. Koncentracijo
MDA smo doloc¢ali v svezem mesu, shranjenem pri -20°C za tri mesece in pri vzorcih
mesa, katere smo pred zamrzovanjem $est dni hranili v hladilniku in nato $e tri mesece pri
-20 °C.

Rezultati so pokazali, da je ve¢ja vsebnost hmelja vplivala na prirast Zivali v primerjavi s
kontrolno skupino, ni pa vplivala na maso prsne misi¢nine. Dodatek hmelja je povecal
koncentracijo MDA, tako v $tarterju kot v finierju. Pri ovrednotenju parametrov zdravja
zivali smo ugotovili, da vsebnost hmelja v krmi §¢iti DNK v limfocitih pred poskodbami.
Pri oksidativni zasciti zivali in mesa se dodatek hmelja ni izkazal, saj je statisti¢no znacilno
povisal koncentracijo MDA tako v plazmi kot v mesu, kar kaze na povecano oksidacijo
VNMK v organizmu. Delno je povecanje vsebnosti MDA verjetno posledica oksidacije
VNMK v krmi, za katero smo prav tako ugotovili vi$jo koncentracijo MDA ob prisotnosti
hmelja. Shranjevanje mesa v hladilniku je koncentracijo MDA $e povecalo. Pri fizikalnih
lastnostih mesa smo znacilne razlike opazili v barvi mesa, kjer se je med skupinami najbolj
razlikovala intenzivnost rumenega odtenka. Dodatek hmelja je intenziteto rumene barve
zmanjSeval. V sedmih dneh merjenja barve smo nekaj znacilnih razlik med skupinami

opazili tudi v svetlosti mesa, nekoliko man;j razlik pa smo opazili v intenzivnosti rdecega
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odtenka. Pri merjenju pH, elektricne prevodnosti in izceje nismo ugotovili statisticno

znacilnih razlik.

Kar nekaj avtorjev navaja oksidativno nestabilnost in obcutljivost hmeljevih Kkislin,

socasno pa navajajo njihovo antioksidativno in antimikrobno za$¢ito. Za izkoris¢anje teh

rezultatov je razvidno, da ima hmelj nekaj dobrih lastnosti, Se posebno pri zasciti zdravja

zivali, vendar bo za njegovo uporabo v Zivinoreji potrebno narediti $e dodatne raziskave.
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