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Al V poskusu smo preucevali vpliv taninov in eteri¢nih olj na in vitro fermentabilnost suhe

snovi in metanogenezo pri prezvekovalcih. Uporabili smo razvojni produkt FD (FD)
podjetja Tanin Sevnica d.d. in njegove sestavine, ki so izvleCek kostanjevega lesa
(farmatan; FAR), eugenol (EUG), lignocelulozo (LCE) in cinamaldehid (CIN)). Vse
dodatke smo testirali v treh koncentracijah, ki odgovarjajo koli¢inam zauzitih s 50, 100 in
150 g FD na dan. In vitro produkcijo plina smo spremljali 72 ur. Z Gompertzovo funkcijo
smo ocenili kazalnike fermentacije (skupna potencialna produkcija plina (B), specifi¢na
hitrost fermentacije (C) in faktor mikrobne u¢inkovitosti (A)), ter izraCunali Case najvecje
hitrosti fermentacije (TMFR), najvecje hitrosti fermentacije (MFR) in prostornine plina,
nastale v 24. urah (GAS24). Po 24. urah inkubacije smo dolocili vsebnost posameznih
hlapnih masc¢obnih kislin (HMK; ocetna, maslena, propionska kislina), na osnovi katerih
smo s pomocjo stehiometrijskih enacb izraCunali tvorbo metana. Samo EUG je zmanjsal
skupno potencialno produkcijo plina. Ta se je zmanjSala s 309 (TMR) na 183 ml/g SS
(EUG150). CIN je podaljsal TMFR s 5,32 (TMR) na 6,93 h (CIN150), medtem ko je na
MFR in GAS24 najbolj vplival EUG, ki je MFR zmanjsal z 19,6 (TMR) na 13,2 ml/h
(EUG150), GAS24 pa z 297 (TMR) na 178 ml/g SS (EUG150). Povecéevanje koncentracije
EUG, je zmanjsalo produkcijo ocetne Kisline z 1,57 (TMR) na 1,25 mmol/g SS (EUG150)
in produkcijo propionske kisline z 0,64 (TMR) na 0,44 mmol/g SS (EUG150) ter
posledi¢no tudi produkcijo hlapnih mas¢obnih kislin z 2,55 (TMR) na 0,46 mmol/g SS
(EUG150). Nasprotno pa se je s poveCevanjem koncentracije CIN povecala produkcija
ocetne kisline z 1,57 (TMR) na 2,06 mmol/g SS (CIN150), maslene kisline z 0,19 (CIN50)
na 0,33 mmol/g SS (CIN150) in metana z 0,75 (TMR) na 0,97 mmol/g SS (CIN150).
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AB  We studied the effect of tannin and essential oils on in vitro dry matter fermentability and
methanogenesis in ruminants. We used development product FD (FD) of the firm Tanin
Sevnica d.d., and its components, i.e. as water extract from chestnut wood (farmatan,
FAR), eugenol (EUG), lignocellulose (LCE) and cinnamaldehyde(CIN). All components
were tested in concentrations corresponding to the intake of 50, 100 and 150 g of FD per
cow daily. In vitro production of gas was monitored for 72 hours. Gompertz model was
used to estimate kinetic parameters of fermentation (total gas production (B), specific rate
of fermentation (C) and factor of microbial efficiency(A)), which were used to calculate the
time of fermentation rate (TMFR), maximum rate of fermentation (MFR) and volume of
gas produced in 24 hours (GAS24). After 24 hrs of incubation, concentrations of short
chain fatty acids (SCFA; acetic, butyric and propionic acid) were determined and
stoichiometric equation was used to calculate methane production. Only EUG decreased
the parameter B from 309 (TMR) to 183 ml/g DM (EUG150). CIN prolonged the TMFR
from 5,32 (TMR) to 6,93 h (CIN150), while EUG decreased MFR from 19,6 (TMR) to
13,2 ml/h (EUG150) and GAS24 from 297 (TMR) to 178 ml/g SS (EUG150). Increasing
the concentration of EUG decreased the productions of acetic acid from 1,57 (TMR) to
1,25 mmol/g DM (EUG150)) and propionic acid from 0,64 (TMR) to 0,44 mmol/g DM
(EUG150) and consequently also the production of SCFAfrom 2,55 (TMR) to 0,46 mmol/g
DM (EUG150). On the contrary, increasing concentrations of CIN increased the production
of acetic acid from 1,57 (TMR) to 2,06 mmol/g DM (CIN150)), butyric acid from 0,19
(CIN50) to 0,33 mmol/g DM (CIN150)) and methane from 0,75 (TMR) to 0,97 mmol/g
DM (CIN150)).
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SEZNAM GESEL

IN VITRO FERMENTABILNOST: In vitro metoda s katero dolo¢amo koli¢ino nastalega

plina ob fermentaciji krme v puferiranem vampovem soku prezvekovalcev.

METANOGENEZA: Je proces formiranja metana iz razgradnje organskega ogljika, kot

posledica aktivnosti metanogenih bakterij.

HLAPNE MASCOBNE KISLINE: Mas¢obne kisline, ki so produkt anaerobne
fermentacije (vampovih) mikroorganizmov. NajpogostejSe so ocetna, propionska in

maslena kislina.

TANINI: So rastlinske polifenolne spojine grenkega okusa, ki vezejo in obarjajo ali zvijajo

proteine.
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1 UVvOD

V Sloveniji in svetu je zivinoreja pomembna panoga v kmetijstvu. Kot druge panoge v
gospodarstvu se tudi kmetijstvo dandanes sreCuje z mnogimi novimi spremembami in
izzivi. Napredki v tehnologiji omogocajo razvoj sodobnega kmetijstva, napredki v selekciji
visoko produktivnih Zzivali zahtevajo kakovostnej$o, boljso krmo, da lahko izkoristimo
hranljive snovi, ne nazadnje pa so tu $e potrosniki, ki so vsak dan bolj in bolj zahtevni pri
kakovosti in ceni na enoto proizvoda. Pridelava in prireja zivalske hrane zaradi pritiska
potrosnika stremi k karseda naravnemu in zdravemu proizvodu, zato industrija zmanjsuje
uporabo antibiotikov, zdravil in podobnih pripravkov za varovanje zdravja zivali, kar pa je
pri tako visoko selekcioniranih zivalih, stresu in pogojih, ki jih danes dozivljajo zivali
skoraj nemogoce. Zato se rejci posluzujejo dodatkov za prehrano domacih zivali, ki lahko

v najvecji meri nadomestijo uporabo zdravil oziroma antibiotikov.

V Evropski uniji so Ze leta 2006 ukinili in prepovedali uporabo nutritivnih antibiotikov.
Najblizja alternativa so sekundarni presnovki rastlin kot so eteri¢na olja in tanini, ki so jih
ljudje Ze davno proizvajali in uporabljali, ve€inoma za zdravljenje domacih zivali. Prav
prepoved uporabe nutritivnih antibiotikov je znova vzpodbudila raziskave na tem podrocju,
ki so pokazale, da lahko s sekundarnimi presnovki rastlin vplivamo na pomembne
dejavnike kot sta prireja in onesnazevanje okolja, za katerega vemo, da je ena klju¢nih

tezav sodobnega sveta (Calsamiglia in sod., 2006).

Tako taninom pripisujejo antimikrobioloske, antioksidativne in antihelminti¢ne vplive. Z
vezavo taninov na beljakovine, ogljikove hidrate, rudninske snovi, vitamine in
mikroorganizme lahko pri prezvekovalcih izboljSamo prirejo mesa, mleka in volne,
obenem pa to pomeni zmanj$ano produkcijo metana, manj izgub secnine s se¢em, kar vodi
do manjSega onesnazevanja okolja. Skupaj z nekaterimi etericnimi olji tanini vplivajo tudi
na tvorbo hlapnih mas¢obnih kislin (HMK), kot so ocetna, propionska in maslena kislina,
preko katerih lahko vplivamo na vsebnost beljakovin, mascob in laktoze v mleku, ki pri

molznicah predstavljajo kriterij za kakovost in ceno konénega produkta (Komprej in sod.,
2003).
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Namen naSega dela je bil ugotoviti, kako razvojni produkt FD (FD) in nekatere njegove
najpomembnejSe sestavine (vodni izvleéek iz kostanjevega lesa — farmatan (FAR), eugenol
(EUG), lignoceluloza (LCE) in cinamaldehid (CIN)) vplivajo na sam potek in vitro
fermentacije v vampovem soku, na spreminjanje sestave hlapnih mas¢obnih kislin in
produkcijo metana ob koli¢inah, ki bi jih krave molznice zauzile s 50, 100 in 150 g

razvojnega produkta FD na dan.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 IN VITRO FERMENTACIJA

Pri fermentaciji v prebavnem traktu domacih Zzivali nas najpogosteje zanima aktivnost
celotne mikrobne zdruzbe. To lahko ugotovimo z metodami, s katerimi merimo hitrost
produkcije mikrobnih beljakovin in/ali koli¢ine konénih produktov fermentacije, kot so
hlapne masc¢obne kisline (HMK). Aktivnost celotne mikrobne populacije lahko
ugotavljamo tudi z meritvami proizvedenega plina. To metodo izvajamo v anaerobnih
razmerah in jo wuporabljamo v raziskavah aktivnosti mikrobiote v predzelodcih
prezvekovalcev, prebavnem traktu in iztrebkih prasicev, ter slepemu crevesju kuncev

(Lavrencic, 2001).

2.2 VPLIV ETERICNIH OLJ NA FERMENTACIJO V PREDZELODCIH

Eteri¢na olja pri prezvekovalcih predstavljajo mozno alternativo nutritivnim antibiotikom.
Dokazano je, da nekateri ekstrakti rastlin zviSujejo dnevne priraste zivali podobno kot
antibiotiki (Kamel, 2001), vendar so raziskave na tem podro¢ju trenutno $e vedno zelo
redke.

Prvo raziskavo o vplivu eteri¢nih olj na fermentacijo v predzelodcih je predstavil Borchers
(1965). V zacetku 1970-ih let pa je uporaba promotorjev rasti ustavila raziskave o
krmljenju in vplivih eteri¢nih olj na rast prezvekovalcev zato je bilo v naslednjih 30 letih
izvedenih zelo malo raziskav na tem podro¢ju (Broderick in Balthrop, 1979). Leta 2006 je
Evropska Unija ukinila in prepovedala uporabo nutritivnih antibiotikov (Regulation ...,
2003) in s tem ponovno poveCala zanimanje za S$tudije o vplivih eteriénih olj na

fermentacijo v vampu (Calsamiglia in sod., 2006).
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2.2.1 Eugenol

Eugenol je eteri¢no olje pridobljeno iz klin¢kov oziroma nagelnovih Zbic (Syzygium
aromaticum), v katerih predstavlja 85 % eteri¢nih olj prav eugenol. Klin¢ki so mo¢no
diseCi in pekoc¢i posuseni cvetni popki diSeega klincevca, samo drevo pa izhaja iz
Moluskih otokov. Eugenol najdemo Se v cimetovem olju (Cinnamomum cassia)
(Davidson in Naidu, 2000).

Eugenol ima Sirok spekter antimikrobnega delovanja proti Gram-pozitivnim in Gram-
negativnim bakterijam. Pokazano je, da eugenol vpliva na fermentacijo v predzelodcih
tako, da zmanjSuje tvorbo ocetne Kkisline, razvejanih hlapnih mascobnih kislin in
amoniakalnega dusika, zviSuje pa tvorbo propionske kisline, maslene Kkisline in amonijevih
ionov, zato raziskovalci menijo, da znizuje presnovo amonijevih ionov v predzelodcih
(Busqet in sodelavci, 2005, 2006). Dodatek eugenola nakazuje, da se izkoristka energije in
beljakovin v predzelodcih izboljSujeta. Prav tako vpliva na tvorbo HMK in izrabo
amoniaka v vampu pri molznicah (kravah v laktaciji), zato ga priporo¢amo predvsem kot

dodatek za mle¢ne pasme govedi.

2.2.2 Cinamaldehid

Cinamaldehid je glavna aktivna komponenta cimetovega olja, ki ga pridobivajo iz
kitajskega cimetovega drevesa (Cinnamomum cassia). V cimetovem olju je 75 %
cinamaldehida. Cardozo in sodelavci (2004) so bili prvi, ki so dokazali, da cimetovo olje
vpliva na mikroorganizme in njihovo izkori$¢anje amoniaka v predzelodcih, zavira

nastajanje peptidov, vplivi na koncentracijo HMK pa so bili zanemarljivi.

Kasneje so Busquet in sod. (2006) ugotovili, da cinamaldehid povecuje vsebnost
propionske kisline, ne da bi vplival na vsebnosti ocetne in maslene Kisline. V primerjavi z
cimetovim oljem, ki vsebuje ob 75 % cinamaldehida $e 8 % eugenola, sam cinamaldehid
povecuje vsebnost ocetne Kisline, pri tem pa ne vpliva na vsebnost maslene in propionske
kisline. Omenjena raziskava je pripomogla k ugotovitvam, da imajo tudi druge sestavine

cimetovega olja vpliv na fermentacijo v predZelodcih. Tudi Busquet in sodelavci (2005) so
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pri svojem poskusu opazili, da se pri nizkih koncentracijah cinamaldehida vsebnosti ocetne
in maslene kisline niso spremenile. Pri visokih koncentracijah pa je dodatek cinamaldehida

povecal vsebnost propionske kisline in zmanjsal vsebnost maslene kisline.

Raziskave Busquet in sodelavci (2005 in 2006) in Cardozo in sodelavci (2004) niso
potrdile, da cinamaldehid zavira metanogenezo. Antimikrobno delovanje cinamaldehida je
najverjetneje povezano z neaktivnostjo njegove karbonilne skupine, ¢eprav natancnejsi
mehanizem delovanja ni poznan (Helander in sod.,1998). Helander in sodelavci (1998) so
opazili, da v nasprotju z ostalimi sekundarnimi presnovki cinemaldehid ni vplival na
stabilnost membrane mikroorganizmov in so nakazali, da je mehanizem delovanja povezan
z interakcijo beljakovin v periplazmi (Nikaido, 1994). Cardozo in sodelavci (2005) so
opazili, da na samo delovanje cinamaldehida vpliva pH v vampu in pa razlicni obroki.
Ugotovili so, da nizji kot je pH v predzelodcih, bolj pozitivno deluje cinemaldehid na
vampove mikroorganizme. Enako so ugotovili tudi Juven in sodelavci (1994), ki navajajo,

da se je ucinek cinamaldehida povecal, ko se je pH v predZzelodcih zmanjsal.

2.2.3 Delovanje meSanice cinamaldehida in eugenola

Cardozo in sodelavci (2006) so testirali kombinacijo eugenola in cinamaldehida pri govejih
pitancih. Opazili so zmanj$ano zauzivanje krme in vode, Kkar je verjetno povezano z
neokusnostjo krme. Zato so priporocali inkapsulacijo teh dveh dodatkov. Mesanica obeh
eteri¢nih olj ni vplivala na skupno in posamezno vsebnost HMK razen na koncentracijo
razvejanih HMK, ki je bila nekoliko nizja. To znizanje vsebnosti razvejanih HMK je lahko
pokazatelj koli¢ine mikroorganizmov v vampu in skupaj z znizanjem koncentracije

amoniaka nakazuje na zaviranje delovanja mikroorganizmov v predzelodcih.

Busquet in sodelavci (2003) so enak poskus zastavili pri kravah molznicah, a so bili

rezultati podobni rezultatom, ki so jih opisali Cardozo in sodelavci (2006).

V naslednjem poskusu so Cardozo in sodelavci (2006) ponovili poskus, pri ¢emer pa so
koncentracijo eugenola in cinamaldehida povecali za trikrat in sicer na 600 mg

cinamaldehida/kravo na dan in 300 mg eugenola/kravo na dan, ter jih zivalim ponudili v
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inkapsulirani obliki. Konzumacija krme in vode se nista spremenili, kar kaZe na to, da je
bila inkapsulacija uspe$na reSitev pri tezavah zaradi neokusnosti obroka. Vplivi vi§jih
koncentracij so bili o¢itnejsi. Skupna koncentracija HMK se ni spremenila, znizala se je
koncentracija ocetne kisline, koncentracija propionske kisline pa se je zvisala. Uporaba
cinamaldehida in eugenola skupaj v obroku je povzrocila kopi¢enje majhnih peptidov in
aminokislin, ter znizanje koncentracije razvejanih HMK in amoniaka, kar je nakazovalo na
manjsi obseg deaminacije. Ti rezultati so spodbudni za razvoj dodatkov na osnovi eteri¢nih
olj za govedo, saj dokazujejo, da imata eugenol in cinamaldehid nasprotne ucinke
(Cardozo in sod., 2006).

2.3 TANINI

Tanini so rastlinski polimeri, sestavljeni iz fenolnih enot. Hidroksilne skupine fenolnih
obrocev so v ve€ini primerov proste. Zaradi velikega Stevila monomernih enot imajo lahko
tanini relativno molekulsko maso od 500 do 20.000 in vec€. So topni v vodi in se od ostalih
polifenolov razlikujejo po sposobnosti, da lahko oborijo beljakovine iz raztopin. Njihova

topnost je odvisna od molske mase (Scalbert, 1991).

Tanini so naravne polifenolne snovi, ki jih najdemo pri razli¢nih drevesnih vrstah,
sadnemu drevju, roznicah in travah, kjer so v njihovih plodovih, semenih in lubju. Glavna
vloga taninov je zaS¢ita rastlin pred bakterijami, glivami, plesnimi in mnogimi
rastlinojedimi organizmi. Tanini za$Citijo rastline pred zauzivanjem zivali predvsem z
neokusnostjo, saj delujejo astringentno, kar se odraza v grenkem in trpkem okusu.
Taninom pripisujejo  Siroko podrocje delovanja, saj imajo antimikrobiolosko,
antioksidativno in antihelminticno delovanje. Za prezvekovalce so tanini pomembni, ker z
beljakovinami tvorijo stabilne taninsko-beljakovinske komplekse v predzelodcih in tako
prepreCujejo prekomerno mikrobno razgradnjo beljakovin. Ti kompleksi so prepusceni
encimski razgradnji in absorbciji v tankem crevesju. Reagirajo tudi z drugimi hranljivimi
snovmi v prebavnem traktu in encimi, vendar v manjsi meri kot z beljakovinami. Nastanek
taninsko beljakovinskih kompleksov vodi tudi do zmanj$ane produkcije metana, ter manjse
izgube secnine s seCem in posledicno do manjSega onesnazevanje okolja. Zaradi

povezovanja taninov z beljakovinami, ogljikovimi hidrati, rudninskimi snovmi, vitamini in
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mikroorganizmi lahko pri prezvekovalcih izboljsamo prirejo mesa, mleka in volne. S tanini
tako vplivamo na samo vsebnost beljakovin, mascob in laktoze v mleku, saj tanini vplivajo

tudi na produkcijo hlapnih mas¢obnih kislin, kot so ocetna, propionska in maslena Kislina
(Komprej in sod., 2003).

Tanine v osnovi razdelimo na hidrolizirajoce, kondenzirane in kompleksne tanine
(flavanoelagitanini), ki zdruzujejo lastnosti obeh skupin. Med seboj se razlikujejo v
kemiéni strukturi, reaktivnosti s hidroliticnimi reagenti, pa tudi v prehranskih in toksi¢nih

ucinkih (Komprej in sod., 2003).

Dosedanje raziskave so pokazale, da imajo hidrolizirajo¢i tanini vecji ucinek na
zmanjSanje produkcije metana, obenem pa tudi manj nezelenih ucinkov na reprodukcijo
kot kondenzirajoci tanini (Beauchemin in sod., 2008). Zato v nadaljevanju opisujemo samo

hidrolizirajoce tanine.

2.3.1 Hidrolizirajo¢i tanini

Hidrolizirajo¢i tanini imajo ogljikohidratno jedro, ki je obicajno glukoza, katere
hidroksilne skupine so zaestrene z fenolnimi karboksilnimi kislinami, kot so galna kislina,
elagna kislina in heksahidroksidifenska kislina. Estri z galno in elagno kislino so
galotanini. Estri z heksahidroksidifensko kislino pa se imenujejo elagitanini (Bennick,
2002). Najbolj poznan galotanin je taninska kislina, ki vsebuje 8 do 10 molov galne

kisline na mol glukoze (Jansman, 1993).

Hidrolizirajo¢e tanine najdemo v semenih, strokih, S§iSkah rastlin iz druZin octovk
(Anacardiaceae), metuljnic  (Leguminosae), bukovk (Fagaceae), kombretovk
(Combretaceae) in mirtovk (Myrtaceae), ter v lesu, listih, sadju in v mladikah grmovnic
(Mueller-Harvey, 2001).

Dosedanje raziskave so pokazale, da imajo hidrolizirajo¢i tanini ve¢jo sposobnost
obarjanja beljakovin kot kondenzirajo€i tanini. Sposobnost obarjanja beljakovin je

posledica njihove afinitete, da veZejo beljakovine na celicno membrano mikroorganizmov
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ali encimov. Tako vezane beljakovine niso ve¢ prepusCene mikrobni razgradnji v
predzelodcih, ampak encimski prebavi v tankem crevesju pri prezvekovalcih (McSweeney

in sod., 2001).

Vec¢ja kot je sposobnost precipitacije beljakovin v predzelodcih, vecja je zmoznost
zmanj$evanja emisij metana, Ki je stranski produkt fermentacije ogljikovih hidratov. Vse
vrste taninov znizujejo koncentracije metana. Kondenzirajo¢i tanini znizujejo hitrost
metanogeneze nekoliko bolj kot hidrolizirajo¢i, na samo koncentracijo metana pa imajo
vecji vpliv hidrolizirajoci tanini, kar pripisujejo vecji zmoznosti obarjanja beljakovin pri

hidrolizirajoc¢ih taninih (McSweeney in sod., 2001).

Vsi tanini znizujejo tudi Stevil¢nost populacij metanogenih arhej v predzelodcih. Pri 10 mg
taninov/ml vampovega soka se je Stevilo metanogenih bakterij znizalo z 59 % na 37 %.
Poskus je pokazal, da na bioloSko aktivnost taninov pri metanogenezi bolj vpliva vrsta

taninov kot pa njihova koncentracija (Jayanegara in sod., 2009).

Po Fieldu in Lettingi (1987) so hidrolizirajo¢i tanini lahko razgradljivi in lahko izgubijo
sposobnost delovanja z nekaterimi spojinami, medtem ko se kondenzirajoCi tanini v
predzelodcih ne razgradijo in se lahko moc¢neje vezejo na hranljive snovi. Pri
prezvekovalcih, ki zauzivajo velike koli¢ine hidrolizirajo¢ih taninov, so opazili znake
zastrupitve in zato znizanje prirasta (McSweeney in sod., 2001). Ceprav hidrolizirajoce
tanine nekatere vrste vampovih mikroorganizmov lahko razgradijo, je toksi¢nost posledica
razgradnih produktov hidrolizirajocih taninov in vecje vsebnosti fenolov v krvnem obtoku,

kar vpliva na delovanje jeter (Makkar in sod., 2007).

Moznost, da se izognemo zastrupitvam, a hkrati ohranimo pozitivne vplive hidrolizirajo¢ih
taninov pri prezvekovalcih je, da zivalim ponudimo nizke ali zmerne doze hidrolizirajocih

taninov (< 20 g/kg SS) (Kruger in sod., 2010; Toreal in sod., 2011).

Po Jayanegara in sodelavci (2009) hidrolizirajo¢i tanini znizujejo skupno produkcijo plina,
prav tako znizujejo tudi in vitro fermentabilnost organskih snovi. Ob povecevanju

koncentracij zmanjsujejo kolicino HMK. Znizujejo tudi delez ocetne in maslene kisline,
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delez propionske kisline pa se ob dodatku hidrolizirajo¢ih taninov poveca. Posledi¢no se
razmerje med ocetno in propionsko kislino zmanjsa. Avtor navaja tudi, da so
hidrolizirajoci tanini najbolj znizali emisije metana. Jayanegara in sodelavci (2009) so v

poskusu uporabili tri koncentracije kostanjevih taninov (0,5, 0,75 in 1,0 mg/ml).

V poskusu, ki so ga izvedli Bhatta in sodelavci (2009) avtorji navajajo, da hidrolizirajoci
kostanjevi tanini znizujejo skupno produkcijo HMK, povecujejo koli¢ine ocetne,
propionske in maslene kisline. Tudi razmerje med ocetno in propionsko kislina se je s
povecevanjem koncentracije taninov povecalo. Produkcija plina v 24 urah se je s

povecevanjem koncentracij zmanjSevala, prav tako tudi produkcija metana.



10

Redensek N. Vpliv taninov in eteriénih olj na in vitro fermentabilnost...in metanogenezo pri prezvekovalcih.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2016

3 MATERIALI IN METODE

3.1 ZASNOVA POSKUSA

Poskus smo zasnovali tako, da smo uporabili tak$ne koncentracije farmatana (FAR),
eugenola (EUG), cinamaldehida (CIN) in lignoceluloze (LCE), kot bi jih zivali dobile, ¢e
bi z obrokom zauzile 50, 100 ali 150 g razvojnega produkta FD (FD) na dan (preglednica
1). Pri prera¢unu potrebnih koncentracij smo upostevali, da pri povpreéni telesni masi
krave (650 kg), prostornina prebavil predstavlja 65 % telesne mase, kar pomeni 423 litrov.
Ker predzelodci predstavljajo 65 % prostornine prebavil je to 275 litrov. Trda in tekoca
oblika predstavljata 2/3 prostornine volumna predzelodcev, to je 180 litrov (Kirchgessner,
1997)

Preglednica 1: Koli¢ine posameznih dodatkov ob razli¢nih koncentracijah (50, 100 in 150 g razvojnega
produkta FD/ kravo TM 650 kg na dan) dodanih v 30 ml medija (pufer in vampov sok) in poimenovanje
substratov

Dodatek/Koncentracija 50 ioznaka 100 éoznaka 150 éoznaka

Razvojni produkt FD__ | 83mg _FDSO0 | 166mg | FD100 | 25mg | FD150_
Lignoceluloza | 25mg | LCES0| 5 ,_ng____?__!_-_QElQQ_ .15mg i LCEIS0
Farmatan | 28mg | FARS0| 55mg :FARI100 83mg : FAR150
Eugenol 71pl | EUGS0| 13,7l | EUG100| 19,9 ul | EUG150
Cinemaldehid 43ul | CIN50| 82pul | CIN100 | 11,8 pul i CIN150
3.2 SUBSTRAT

V poskusu smo za osnovni substrat (kontrolo) uporabili popolni krmni obrok (TMR) za
krave molznice. Obrok je pokril potrebe za vzdrZzevanje in prirejo 30 kg mleka na dan.
TMR je bil izra¢unan Vv skladu s priporocili DLG (DLG, 1997) in je bil sestavljen (na kg
suhe snovi obroka) iz 495 g koruzne silaze, 123 g travne silaze, 63 g pSeni¢ne slame, 19 g
sena, 83 g pSenicnega zrnja, 83 g koruznega zrnja, 87 g soncnicnih tropin, 34 g sojinih
tropin, in 13 g mineralno-vitaminske mesanice (apnenec, sol, vitamini in mikro-minerali).
TMR je vseboval v (g/kg SS) 158 g surovih beljakovin, 40 g surovih mascob, 385 g v

nevtralnem detergentu netopne vlaknine in 52 g surovega pepela.
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3.3 RAZVOJNI PRODUKT FD IN NJEGOVE KOMPONENTE

V poskusu smo testirali razvojni produkt FD (FD) proizvajalca Tanin Sevnica d.d. Njegove
sestavine so lignoceluloza (LCE), Na-acetat anhidrid, vodni izvleéek kostanjevega lesa —
farmatan (FAR), biopleks Zn, eugenol (EUG) in cinamaldehid (CIN). V poskusu smo
preucevali vpliv FD, LCE, FAR, EUG in CIN na fermentacijo v predzelodcih. Ostale
komponente smo iz poskusa izlo¢ili, ker smo bili mnenja, da na aktivnost vampovih
mikroorganizmov ne vplivajo ali pa so v FD v tako majhnih koncentracijah, da jih brez
vec¢jih napak pri odmerjanju ne bi mogli vkljuéiti v substrat (TMR) za ugotavljanje in vitro

fermentabilnosti.

LCE sestavljata celuloza in lignin. VV Tanin d.d. jo pridobivajo iz lesa hrasta vrste dob

(Quercus robur). LCE je susena in sterilizirana na temperaturi okoli 200 °C.

FAR je naravni izvleCek (ekstrakt) iz izbranega lesa pravega kostanja (Castanea sativa
Mill) iz druzine Fagaceae. Pridobljen je z okolju prijaznim postopkom — vodno ekstrakcijo.
Osnovna sestavina FAR so vodotopni rastlinski polifenoli, ki imajo Siroko obmodje
delovanja. Poleg polifenolov vsebuje Se enostavne sladkorje, lignin in celulozo ter

mineralne snovi (Tanin..., 2016).

EUG je eteri¢no olje, ki ga v podjetju Tanin d.d. kupijo od proizvajalcev, ki EUG
pridobivajo z destilacijo plodov (klinc¢kov) diSecega klincevca (Syzygium aromaticum) v
skladu z EU direktivo in GMP standardi.

CIN je etericno olje, ki ga v podjetju Tanin d.d. kupijo od proizvajalcev, ki CIN
pridobivajo z destilacijo skorje kitajskega cimetovega drevesa (Cinnamomum cassia) v
skladu z EU direktivo in GMP standardi.

3.4 IN VITRO FERMENTACIA

Pred pricetkom in vitro fermentacije smo pripravili in osusili 77 steklenih brizgalk in jih
ustrezno oznacili. Za vsak substrat smo pripravili 4 brizgalke in sicer dve za dolocanje
HMK in dve za meritve prostornine nastalega plina. V brizgalke smo zatehtali vzorce, jih

zaprli z batom, ki je bil naoljen s parafinskim oljem, s katerim smo zagotovili neprodusnost
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brizgalk in jih zaprli s plastiénim zamaskom. Isto¢asno smo inkubirali tudi slepe vzorce,

standardno krmilo in substrate (glej poglavje 3.1).

Brizgalke s substrati smo pred inkubacijo ogreli v vodni kopeli na 39 °C + 0,5 °C.
Predhodno pripravljeni pufer smo prepihovali z ogljikovim dioksidom pod tlakom 1,8 do
2,0 bara ter ga mesali z magnetnim mesalom. Pufer smo sestavili z meSanjem destilirane
vode in raztopin A, B in C ter raztopine resazurin (indikator prisotnosti Kisika)
(Preglednica 2). Pred odvzemom vampovega soka smo pripravili tudi redukcijsko
raztopino in jo dodali mesanici s CO, dobro prepihanega pufra in resazurina. Ob dodajanju
redukcijske raztopine (Preglednica 3) se je modra raztopina najprej obarvala rdece, potem

pa se je razbarvala (Kos, 2007).

Preglednica 2: Sestava raztopin A, B, C

Raztopina A Raztopina B Raztopina C
13,2 g CaCl; x 2H,0 35,0 g NaHCO3; 5,7 g NazHPO,
10,0 g MnCl; x 4H,0 4,0 g (NH;) HCO3 6,2 g KH,PO,
1,0 g CoCl; x 6H,0 destilirana voda do 1000 ml 0,6 g MgSO,4 x 7TH,0
0,8 g FeCl; x 6H,0 destilirana voda do 1000 ml

destilirana voda do 100 ml

Vampov sok smo odvzeli iz dveh fistuliranih ovnov jezersko-sol¢avske pasme. Ovna sta
bila krmljena s senom po volji, mo¢nim krmilom, ter mineralno-vitaminskim dodatkom v
obliki lizalnega kamna. Vampov sok smo odvzeli tako, da smo skozi fistulo v vamp
vstavili plasti¢ni kateter z luknjicami, skozi katere se je v katetru nabral vampni sok.
Vampni sok smo precrpali v ve¢jo plasti¢no brizgalko in ga prenesli v termo steklenico,
predhodno ogreto na 39 °C in prepihano z ogljikovim dioksidom, da bi zagotovili

anaerobne razmere za vampove mikroorganizme.

Vampov sok smo prefiltrirali skozi 4 plasti gaze v merilni valj, ki je bil ogret na 39 °C +
0,5 °C in prepihan s CO,. Vampov sok smo nato dodali v popolnoma razbarvano pufersko
raztopino. Koli¢ino puferske raztopine in vampovega soka smo predhodno izracunali glede

na Stevilo brizgalk. MeSanico vampovega soka in pufrov v razmerju (1:2) smo pred
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polnjenjem v brizgalke mesali in prepihovali z ogljikovim dioksidom $e 15 minut pod

tlakom 1,0 bara.

Preglednica 3: Raztopine potrebne za pripravo pufra in redukcijske raztopine

Redukcijska raztopina Raztopina resazurina Pufer
47,5 ml destilirane vode 100 mg resazurina 474 ml destilirane vode
2 ml 1 M NaOH destilirana voda do 100 ml 0,12 ml raztopine A
285 mg Na,S x H,0 237 ml raztopine B

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

Brizgalke napolnjene z razlicnimi substrati glede na njihovo koncentracijo v razvojnem
produktu FD (FAR, EUG, CIN in LCE) smo napolnili z avtomatsko pipeto. Vsako
brizgalko smo napolnili s 30 ml puferiranega vampovega soka, iz njih takoj po polnjenju
iztisnili zrak, jih zamasili s plasti¢nim pokrovckom in jih postavili v stojalo v vodni kopeli
ogreti na 39 °C £ 0,5 °C. V poskus smo poleg vzorcev vkljucili tudi tri slepe vzorce
(brizgalka z puferiranim vampovim sokom brez substrata) in tri standardne vzorce

(brizgalka s standardom: seno mnogocvetne ljulke, koSene v cvetenju).

Takoj po polnjenju smo od¢itali prostornino vzorca v brizgalki, nato pa smo prostornino
proizvedenega plina merili Se po 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48 in 72 urah fermentacije. Po
24 urah fermentacije smo po dve brizgalki iz vsake skupine odvzeli iz kopeli, jih ohladili in
vsebino prelili v epruvete, ki smo jih predhodno oznadili in vsebino takoj zamrznili. V
raztopini smo dolocili vsebnosti HMK, iz ostalih brizgalk, ki so v tem casu presegle
prostornino 80 ml plina smo izpustili plin, ponovno ocitali prostornino in jih postavili nazaj

v kopel, ter nadaljevali z inkubacijo.

Poskus smo zaradi omejenega Stevila mest za brizgalke v stojalu opravljali v dveh
ponovitvah. Obe seriji sta bili enako zastavljeni in izpeljani le, da smo v prvi seriji testirali
vplive FD, LCE in FAR, v drugi seriji pa smo testirali vplive CIN, EUG in TMR
(kontrola).
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3.5 DOLOCANJE HLAPNIH MASCOBNIH KISLIN

Za analizo HMK smo uporabili modificirano metodo etrske ekstrakcije po Holdeman in
sodelavci ((1977); cit. po Kos, 2007))

Pred vsakim pri¢etkom dela smo pripravili tri serije oznacenih epruvet in zamaskov z
navojem, ker morajo biti epruvete med delom dobro zaprte. VVse vzorce smo pripravili v

paralelkah, vzporedno smo pripravili tudi standardni vzorec, ki je sluzil kot kontrola.

Preglednica 4: Sestava standardne raztopine hlapnih mas¢obnih kislin (HMK)

Ime Kisline Koncentracija (g/1)
ocetna 0,525
propionska 0,099
izo-maslena 0,095
n-maslena 0,096

Za delovni standard smo standardno raztopino 10 krat razred¢ili z deionizirano vodo.
(preglednica 4). Za interni standard smo uporabili krotonsko kislino s koncentracijo 1
g/100 ml.

Zamrznjene vzorce, ki smo jih pripravili za plinski test smo odmrznili, premesali in iz
centrifugirk odvzeli po 3 ml vzorca, ki smo ga prenesli v prvo serijo praznih epruvet.
Omenjeno koli¢ino vzorca smo centrifugirali 10 minut pri 3000 vrtljajih na minuto (rpm)

(centrifuga Janetcki T23, Nemcija).

Po centrifugiranju smo supernatant prenesli v epruvete druge serije, v katere smo dali:
e 0,4 gsusenega NaCl
e 1 ml filtrata vzorca
e 0,2ml50 % H,SO,4
e 1 mlinternega standarda

e 1 ml dietiletra
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Vsako epruveto smo ro¢no stresali in sicer tako, da smo vsako obrnili 20 krat, pri ¢emer je
prislo do ekstrakcije HMK v dietileter. Epruvete smo postavili v centrifugo, ter
centrifugirali do 2000 rpm (centrifuga Janetcki T23, Nemcija), da se je popolnoma locila

etrska faza.

Iz epruvet druge serije smo zgornjo etrsko fazo, v kateri so bile ekstrahirane kisline, s
Pasteurjevimi pipetami pazljivo posesali in jo prenesli v epruvete tretje serije, ki smo jih

predhodno napolnili z 0,3 g CaCly, ki je vezal preostalo vodo.

V epruvete druge serije smo ponovno dodali 1 ml dietiletra, premesali 20 Kkrat,
centrifugirali do 2000 rpm (centrifuga Janetcki T23, Nemcija) in s Pasteurjevo pipeto
prenesli etrsko frakcijo v epruveto tretje serije, Kjer je ze bil etrski ekstrakt. Raztopine za

umerjanje plinskega kromatografa smo ekstrahirali na enak nacin kot vzorce.

3.5.1 Analitska oprema in pogoji analize

V poglavju 3.5.1 smo pripravljene etrske ekstrakte injicirali v plinski kromatograf. En
mikroliter ekstrakta smo injicirali ob naprej tocno doloCenemu programu na aparatu

(preglednica 5) ta pa nam grafi¢no izriSe vrhove in vrednosti posameznih HMK v vzorcu.

Za analizo HMK kislin smo uporabili plinski kromatograf Hewlett Packard 5890 A
(Hewlett Packard, ZDA), opremljen z injektorjem split/splitless in detektorjem FID. Za
lotbo HMK smo uporabili kapilarno kolono NUKOL™, FUSED SILICA Capillary
Column (Col:20988-03A), dolzine 30 m, premera 0,25 mm in debelino standardne faze
0,25 um, proizvajalca SUPELCO (ZDA). Kromatografske pogoje in pretok plina za

dolocanje HMK navajamo v preglednici 5.
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Preglednica 5: Kromatografski pogoji in pretok plina za dolo¢anje hlapnih mas¢obnih Kislin (HMK)

Temperaturni program

temperatura injektorja 185 °C
temperatura detektorja 290 °C
zacetna temperatura kolone 75 °C
zacetni zadrZevalni ¢as 3,5 min
hitrost dviga temperature 14 °C/min
koncna temperatura kolone 160 °C
konéni zadrzevalni ¢as 3 min
prostornina injiciranja 1 ul; split 30:1
Cas analize 20 min
Pretok plinov

argon (nosilni plin) 2 ml/min
dusik (make-up plin) 30 ml/min
vodik (gorilni plin) 30 ml/min
sinteti¢ni zrak 300 ml/min

V poskusu smo dolocali vsebnosti ocetne, propionske, izo- in n-maslene Kisline ter

vsebnosti izo- in n-valerianske kisline

Izo- in n-valerianske Kisline v nadaljnjih izracunih skupnih HMK nismo upostevali, ker so

bile njihove vsebnosti majhne, na meji ali pa celo pod mejo detekcije.

3.6 IZRACUN IN OBDELAVA PODATKOV
3.6.1 Kazalniki fermentacije

S pomocjo Gompertzovega modela (1) (Lavrenci¢ in sod., 1997) smo izracunali kazalnike
produkcije plina za substrate brez in z razli¢nimi rastlinskimi izvlecki. Pri tem smo
uporabili nelinearno regresijsko metodo (PROC NLIN) v statisticnem programskem paketu
SAS (slika 2).

(D

Ye = Be~Ce™™

yt = kumulativna produkcija plina v ¢asu t (ml)

B = skupna potencialna produkcija plina (ml/g SS) (slika 2)
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C = specifi¢na hitrost fermentacije, na katero vpliva kazalnik A
A = konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti

t = cas (h)

Cas najvegje hitrosti fermentacije (TMFR — time of maximum fermentatium rate (h)) (slika
1) smo izracunali z drugim odvodom Gompertzovega modela, ki smo ga izenacili z ni¢.

do _ _
F(})] = AB?C%(eA)2e~C¢™™ — ABC?e ™" = 0

Z vstavitvijo TMFR v prvi odvod Gompertzove funkcije

ol = ABCeAtg=Ce™
dt

smo izracunali najve¢jo hitrost fermentacije (MFR — maximum fermentation rate (ml/h))
(slika 1).

Za izracun GAS24 (slika 2) smo uporabili osnovno Gompertzovo funkcijo (1), kjer smo

namesto t vstavili vrednost 24 ur.

MFR

/I\
\

\
N

TMFR &as [h)

Plin [molfh]
s ———

Slika 1: Shematski prikaz kazalnikov fermentacije MFR (hitrost fermentacije) in TMFR (&as ko je dosezena
najvecja hitrost fermentacije) po Gompertzovem modelu
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Gas24 e

/
/
/
/

Plin [molfg 55]

24 Cas [h]

Slika 2: Shematski prikaz kazalnikov fermentacije GAS24 (prostornina plina nastala v 24 urah) in B
(najvecja skupna produkcija plina) po Gompertzovem modelu

3.6.2 Izraéun vsebnosti metana

Koli¢ini CO; in metana, ki sta nastali pri fermentaciji ogljikovih hidratov smo izracunali

po naslednjih enac¢bah (Bliimmel in sod., 1999).
mmol COzerm=2a/2 + p/4 +15b .(2)
mm0| CH4ferm =a + 2 X b = COZferm ...(3)

COaferm — pri fermentaciji nastali ogljikov dioksid
CHuyferm — pri fermentaciji nastali metan

a — pri fermentaciji nastala ocetna kislina

p — pri fermentaciji nastala propionska kislina

b — pri fermentaciji nastala maslena kislina,
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3.7.1 Model

Vpliv vrste dodatka, koncentracije dodatka in interakcije med dodatkom in koncentracijo

dodatka smo ugotavljali s statisti¢cnim modelom:

Vi = 1 + Ki + Vj+ KVjj + ejj, ..(4)

Kjer je:

Vik - skupna potencialna produkcija plina (B), specifi€na hitrost fermentacije (C),
konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (A), ¢as najvecje hitrosti fermentacije
(TMFR), najvedja hitrost fermentacije (MFR), produkcija plina v 24 urah (GAS24),
produkcija hlapnih mascobnih kislin (HMK), produkcija ocetne, maslene in
propionske kisline in produkcija metana.

i - srednja vrednost

Ki— sistematski vpliv vrste dodatka

Vj— sistematski vpliv koncentracije dodatka

KV;j — interakcija med vrsto dodatka in koncentracijo dodatka

ejjk — ostanek
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4 REZULTATI

4.1 OCENJENI KAZALNIKI PRODUKCHIE PLINA

V preglednici 6 prikazujemo z Gompertzovim modelom ocenjene kazalnike fermentacije

B, C in A in vplive vrste dodatka in koncentracije na ocenjene kazalnike fermentacije ter

interakcije med vrsto dodatka in njegovo koncentracijo.

Preglednica 6: Ocenjeni kazalniki fermentacije

B C A
MR 309" 252" 0173™
FD50 325° 248" 0,157
FD100 300% 257" 0,162
FDO 309 2,61 0,169
FAR50 307*  2,67* 0,163%
FAR100 313 2,66 0,158
FARISO 309  2,70® 0,159
EUG50 284" 270% 0,184°
EUG100 256% 2,84 0,177
EUG150 183 270 0,196"
LCES50 311%  261%® 0,172%¢
LCE100 313 266% 0,165%
LCElSO 310 264" 0,163
CIN50 298%¢  269% 0,179
CIN100 296%°  2,69% 0,169
CIN150 291°  2.72% 0,1449
statistiCna verjetnost (P=)
dodatek <,0001 0,0483 <,0001
koncentracija 0,0047 0,4293 0,0768
dodatekxkoncentracija 0,0031 0,9277 0,0002

Legenda: B — skupna potencialna produkcija plina (ml plina/g SS)
C — specifi¢na hitrost fermentacije (/)

A — faktor mikrobne u¢inkovitosti (/)

Vrednosti ozna¢ene z razli¢nimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (p< 0,05)

Vrsta dodatka je vplivala (P < 0,05) na vse tri kazalnike fermentacije (»B«, »C« in »A«),

medtem ko koncentracija ni imela vpliva na kazalnik »C« in » A«. Interakcijo med vrsto in
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koncentracijo dodatka smo ugotovili pri kazalnikih »B« in »A«. Z uporabljenim
statisticnim modelom smo pojasnili med 57 (kazalnik »C«) in 96 (kazalnik »A«) %
variance (ni prikazano). Pri fermentaciji substratov smo ugotovili (preglednica 6), da
dodatek EUG zmanjsa (P < 0,05) skupno potencialno produkcijo plina (kazalnik »B«),
medtem ko drugi dodatki ne vplivajo na ta kazalnik, ki je variiral v povpre¢ju med 395
(dodatek CIN) in 314 ml plina/g SS (dodatek FD). Med posameznimi substrati smo
najvedji »B« dolodili pri fermentaciji FD50 (325 ml/g SS), najmanjsega pa pri fermentaciji
EUG150 (183 ml/g SS). V povprecju je le najvecja koncentracija dodatka statisticno
znacilno zmanjsala kazalnik »B« (P < 0,05), kar pa velja samo za dodatek EUG, z uporabo
katerega se je kazalnik »B« zmanjSal s 309 (TMR) preko 284 (EUG50) in 256 (EUG100)
na 183 ml/g SS (EUG150). Pri drugih dodatkih povecevanje njihove koncentracije ni

statisti¢no znacilno vplivalo na kazalnik »B«.

V povprecju so dodatki EUG, CIN in FAR povzrocili ve¢jo (P < 0,05) specificno hitrost
fermentacije (kazalnik »C«; med 2,68 in 2,75) kot FD (2,55) in TMR (2,52). Med LCE
(2,64) in TMR ni bilo razlik. Najvecji »C« smo dolo¢ili pri EUG100 (2,84), medtem ko
smo najmanjsega dolo¢ili pri fermentaciji FD50 (2,48). Koncentracija dodatka na kazalnik

»C« ni imela vpliva.

Ugotovili smo, da na kazalnik fermentacije »C« statisticno znacilno vpliva le vrsta
dodatka, vendar je imel le substrat FAR100 ve¢ji (P < 0,05) »C« (2,66) od TMR (2,52).

Med ostalimi substrati razlik ni bilo.

Kazalnik » A« je bil pri fermentaciji TMR (0,174) in TMR z dodatkom EUG (0,186) vec¢ji
kot ob fermentaciji TMR z dodatki CIN (0,164), FD (0,162) in FAR (0,160), medtem ko se
ni razlikoval s fermentacijo TMR z dodatkom LCE (0,167). Najve¢ji » A« smo dolocili ob
fermentaciji EUG150 (0,195), najmanjSega pa ob fermentaciji CIN150 (0,143). S
povecevanjem koncentracije dodatka se je » A« povecal (P < 0,05) le med TMR, EUG50,
EUG150 in EUG150, zmanjsal (P < 0,05) pa pri dodatku CIN od 0,174 (TMR), preko
0,179 (CIN50) in 0,169 (CIN100) na 0,143 (CIN150). V primerjavi s TMR (0,174) so bili
kazalniki » A« manjsi (P < 0,05) tudi pri fermentaciji FD50 (0,157) in FD100 (0,162) ter
FAR100 (0,158) in FAR150 (0,159).
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4.2 IZRACUNANI KAZALNIKI FERMENTACIE

V preglednici 7 prikazujemo izracunane kazalnike fermentacije, TMFR, MFR in GAS24,
kjer prikazujemo tudi vplive vrste in koncentracije dodatkov ter interakcije med vrsto in

koncentracijo dodatka.

Preglednica 7: Izracunani kazalniki fermentacije

JOMR 5329 196°  297%
FD50 5,77°%"  188®  307°
FD100 5,830 1843 293P

FD1S0  569%  192% 295"
FAR50 6,02°¢  184* 201
FAR 100 6,29" 18,2%  295%®

FAR150 615"  181% 202
EUG50 54000  192% 275
EUG 100 5,884l 167 246

EUGI50 5077 132%  178°
LCE50 557%% 1978 208®
LCE 100 591%%  190%*  297%

LCE1S0 5,95  187%  295¥
CIN50 554%%  196* = 287®
CIN100 5,84%°%T 1843  2g3®
CIN150 6,93 154 267"
statisti¢na verjetnost (P=)

Dodatek 0,0011  0,0072 <,0001

Koncentracija  0,0270 0,0019 0,0022
Dod.xKonc. 0,0032  0,0293 0,0053

Legenda: TMFR - &as najvegje hitrosti fermentacije (¢as v urah)

MFR - najveéja hitrosti fermentacije (ml plina/uro)
GAS24 - prostornina plina, nastala v 24. urah (ml plina/g SS)

Vrednosti oznagene z razli¢nimi érkami se statistiéno znaéilno razlikujejo (p< 0,05)
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Na izra¢unane kazalnike fermentacije (TMFR, MFR in GAS24) so vplivali (P < 0,05) tako
vrsta kot koncentracija dodatka, statisti¢éno znacilna pa je bila tudi interakcija med vrsto in
koncentracijo dodatka. Z uporabljenim statisti¢cnim modelom smo pojasnili med 90 (MFR)
in 94 (TMFR) % variance (ni prikazano).

Razlike v povprecnih TMFR so majhne. Med TMFR TMR (5,31 ure) in TMFR FAR (6,16
ure) je manj kot ena ura razlike, a so razlike med TMFR razli¢nih substratov statisticno
znacilne (med TMR in FD, LCE, CIN ter FAR, med EUG in CIN ter FAR in med FD in
FAR). Fermentacija EUG150 je najprej dosegla MFR (5,07 ure), najdlje pa je za doseganje
MFR potreboval CIN150 (6,93 ure). Znotraj posameznih dodatkov se je s poveCevanjem
koncentracije TMFR skrajsal (P < 0,05) pri TMR z dodatkom EUG s 5,88 (EUG100) na
5,07 ure (EUG150), medtem ko se je ob fermentaciji TMR z dodatkom CIN TMFR
podaljsal (P < 0,05) s 5,54 (CIN50) preko 5,84 (CIN100) na 6,93 ure (CIN150).

Pri fermentaciji TMR brez dodatkov smo izracunali najvecji MFR (19,7 ml/uro), ki pa se je
razlikoval (P < 0,05) le od fermentacije TMR z dodatkom EUG (16,4 ml/uro). Od MFR
TMR (16,7 ml/uro) so imeli manjsi MFR samo EUGI100 (16,7 ml/uro), EUG150 (13,2
ml/uro) in CIN150 (15,4 ml/uro). Povecevanje koncentracije dodatka je vplivalo na MFR
le ob fermentaciji TMR z dodatkom EUG in CIN. Povecevanje koncentracije EUG je
zmanjSalo (P < 0,05) z 19,7 (TMR) preko 19,2 (EUGS50) in 16,7 (EUG100) na 13,2 ml/uro
(EUG150), medtem ko je bilo zmanjsanje z uporabo CIN manjSe, saj se je MFR zmanjsal z
19,2 (TMR) preko 19,6 (CIN50) in 18,4 (CIN100) na 15,4 ml/uro (CIN150).

V povprecju je bila prostornina plina, Ki se je sprostila ob fermentaciji substratov, pri vseh
substratih enaka (med 279 in 299 ml/g SS), manjsa (P < 0,05) je bila samo pri fermentaciji
TMR z dodatkom EUG (233 ml/g SS). Najveéjo GAS24 smo izracunali za FD50 (307 ml/g
SS), ki pa se od ve€ine substratov ni razlikovala in je variirala med 283 (CIN100) in 307
ml/g SS (FD50). Le ob fermentaciji TMR z dodatkom EUG je bila GAS24 manjsa (P <
0,05) in se je glede na TMR (297 ml/ g SS) zmanjsevala od 275 (EUG50) preko 246
(EUG100) do 178 ml/g SS (EUGI150). Le najvecja koncentracija CIN (CIN150) je
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zmanjsala GAS24 s 297 (TMR) na 267 ml plina/g SS vendar ne statisti¢no znaéilno (P >
0,05).
4.3 PRODUKCIJA HLAPNIH MASCOBNIH KISLIN (HMK)

V preglednici 8 prikazujemo produkcijo hlapnih maséobnih kislin (HMK) in metana po 24
urah inkubacije substratov, kjer navajamo tudi vplive vrste in koncentracije dodatka na

produkcijo HMK in metana.

Preglednica 8: Produkcija hlapnih ma$¢obnih kislin (HMK) in metana po 24 urah inkubacije substratov

mmol Ac  mmol Pr mmol nBu mmol HMK mmol CH4
TIMR AT 064° | 034° . 255" 0,75*
FD50 1,42° 0,35% 0,22% 1,994 0,70°
FD100 1,43 0,35% 0,22% 1,99¢ 0,70°
FD15O 159" 039 024%* 2,21 078"
FAR50 1,43 0,37%% 0,23% 2,02% 0,70°
FAR100 1,44° 0,37°%% 0,22% 2,02% 0,70°
FAR150 1,31° 0,34° 0,21% 1,861 0,64°
EUGS0  186® 0582 0,32% 276 | 0,00
EUG100 1,65 0,47% 0,27b 2,38bd 0,80
EUG150 1,26° 0,44°% 0,30%° 1,99¢ 0,64°
LCE5S0 1,43 0,36% 0,23% 2,02  070°
LCE100 1,45° 0,38°%% 0,23% 2,06% 0,71°
LCE1SO 130° 034° . 022* . 186° 064
CIN50 1,44° 0,37%% 0,19° 1,99¢ 0,68°
CIN100 1,60 0,48 0,254 2,33¢ 0,76
CIN150 2,06 0,64 0,33%® 3,03? 0,97
statisti¢na verjetnost (P =)
Dodatek 0,0152 <,0001 0,0010 0,0032 0,0477
Koncentracija 0,9872 0,4778 0,1637 0,9170 0,9985
Dod.xKonc. 0,0060 0,0028 0,0249 0,0053 0,0138

Legenda: Ac — ocetna kislina (mmol/g SS)
Pr — propionska kislina (mmol/g SS)
nBu — maslena kislina (mmol/g SS)
HMK — hlapne mascobne kisline (mmol/g SS)
CH, — metan (mmol/g SS)

Vrednosti oznacene z razli¢nimi érkami se statisti¢éno znacilno razlikujejo (p< 0,05)

Vrsta dodatka je vplivala (P < 0,05) na produkcijo vseh posameznih HMK, na skupno

produkcijo HMK in na tvorbo metana, izraCunali pa smo tudi znacilne (P < 0,05)
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interakcije med vrsto in koncentracijo dodatka. Nasprotno pa koncentracija dodatka ni
vplivala na produkcijo HMK in metana. Z uporabljenim statisticnim modelom smo

pojasnili med 72 (metan) in 89 % (propionska kislina) variance (ni prikazano).

Najvecjo produkcijo ocetne kisline (Ac) smo v povpreéju dolocili ob fermentaciji TMR s
CIN (1,70 mmol/g SS), ki je bila statisticno znacilno vecja od fermentacije TMR z
dodatkom LCE in FAR (oba 1,39 mmol/g SS), medtem ko se od produkcije ocetne kisline
ob fermentaciji TMR (1,58 mmol/g SS) in TMR z dodatki EUG (1,59 mmol/g SS) in FD
(1,48 mmol/g SS) ni razlikovala. Najvecjo produkcijo ocetne kisline smo tako dolocili ob
fermentaciji CIN150 (2,06 mmol/g SS), najmanj$o pa ob fermentaciji EUG150 (1,26
mmol/g SS). Produkcija ocetne kisline se s povecevanjem koncentracije dodatkov FD,
FAR in LCE ni spreminjala (P > 0,05). Pri EUG50 in EUG150 smo v primerjavi s TMR
najprej ugotovili neznacilno povecanje produkcije ocetne kisline s 1,57 (TMR) na 1,86
(EUG5H0) in 1,65 mmol/g SS (EUG100), ob fermentaciji EUG150 pa mo¢no zmanjsanje (P
< 0,05) produkcije ocetne kisline na 1,26 mmol/g SS. Nasprotno pa se je s poveCevanjem
koncentracije CIN produkcija ocetne kisline najprej neznacilno zmanjsala (1,44 pri CIN50
in 1,60 mmol/g SS pri CIN100), nato pa se je znatno povecala (P < 0,05) produkcija ocetne
kisline pri CIN150 (2,06 mmol/g SS).

Vsi uporabljeni dodatki so v primerjavi s TMR (0,64 mmol/g SS) v povpre¢ju zmanjsali (P
< 0,05) produkcijo propionske kisline (Pr) (na 0,50 pri CIN, 0,49 pri EUG, 0,36 pri LCE,
FD in FAR). Med posameznimi substrati je le CIN150 (0,64 mmol/g SS) proizvedel enako
koli¢ino propionske kisline kot TMR. S povecevanjem koncentracije EUG se je produkcija
propionske kisline zmanj$evala, Se najvecja razlika (P < 0,05) pa je nastala pri fermentaciji
EUGS50 (0,58 mmol/g SS) in EU150 (0,44 mmol/g SS). V nasprotju z EUG je dodatek CIN
v najmanj$i koncentraciji (E50) najbolj zmanjsal produkcijo propionske kisline (0,37
mmol/g SS), vpliv CIN pa se je s povecevanjem koncentracije zmanj$eval, znacilno med
CIN100 (0,48 mmol/g SS) in CIN150 (0,64 mmol/g SS), ko je produkcija propionske
kisline enaka kot pri TMR.
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Vsi obroki (TMR) z dodatki so proizvedli manj maslene kisline (nBu) kot TMR (0,34
mmol/g SS). Ta razlika je najveéja (P < 0,05) med produkcijo maslene kisline pri
fermentaciji TMR in CIN (0,26 mmol/g SS), LCE (0,23 mmol/g SS), FD in FAR (oba 0,22
mmol/g SS). Prav pri fermentaciji TMR z dodatkom FD smo dolo¢ili najmanj$o
produkcijo maslene kisline (med 0,22 in 0,24 mmol/g SS), medtem ko je dodatek EUG
najmanj zaviral njeno produkcijo (med 0,27 in 0,32 mmol/g SS), ki pa je bila v povprecju
Se vedno manjsa od TMR. S povecevanjem koncentracije dodatkov v TMR se pri vecini
substratov produkcija maslene kisline ni bistveno spreminjala, le pri fermentaciji TMR s
CIN se je povecevala (P < 0,05) z 0,19 mmol/g SS (CIN50) na 0,33 mmol/g SS (CIN150),
kar je enako kot pri TMR.

Spremembe v produkciji posameznih HMK se odrazajo tudi v produkciji vsote HMK.
Najve¢ HMK je v povprecju nastalo ob fermentaciji TMR (2,55 mmol/g SS), najmanj pa
ob fermentaciji FAR (1,97 mmol/g SS). Absolutno pa je najve¢ HMK nastalo ob
fermentaciji CIN150 (3,03 mmol/g SS), najmanj pa ob fermentaciji FAR150 in LCE150
(1,86 mmol/g SS). Povecevanje koncentracije dodatkov pri vecini substratov nima vpliva
na produkcijo HMK. Le pri fermentaciji TMR z dodatkom EUG smo opazili, da se je
produkcija HMK zmanjs$ala (P < 0,05) med EUG50 (2,76 mmol/g SS) in EUG150 (1,99
mmol/g SS), medtem ko je pri fermentaciji CIN150 (3,03 mmol/g SS) nastalo ve¢ (P <
0,05) HMK kot pri fermentaciji CIN50 (1,99 mmol/g SS).

Produkcija metana se med TMR in TMR z dodatki ni zelo razlikovala. Razlike (P < 0,05) v
produkeciji metana smo dolocili pri fermentaciji TMR z dodatkom CIN (0,81 mmol/g SS)
in LCE ter FAR (oba 0,68 mmol/g SS), ne pa tudi ob fermentaciji TMR (0,75 mmol/g SS),
in TMR z dodatki EUG (0,78 mmol/g SS) in FD (0,73 mmol/g SS). Po stehiometri¢nem
izracunu bi najve¢ metana moralo nastati ob fermentaciji EUG50 (0,90 mmol/g SS),
najmanj pa ob fermentaciji FAR150, EUG150 in LCE150 (povsod 0,64 mmol/g SS). S
povecevanjem koncentracije EUG se je produkcija metana zmanjSevala (P < 0,05) in sicer
od 0,90 mmol/g SS (EUG50) do 0,64 mmol/g SS (EUG150), medtem ko se je pri
fermentaciji TMR s CIN povecevala (P < 0,05) od 0,68 mmol/g SS (CIN50) na 0,97
mmol/g SS (CIN150).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Eugenol (EUG) je bil edini dodatek, ki je statisticno znacilno (p<0,05) zmanjsal skupno
produkcijo plina (kazalnik »B«) $e posebej pri najvecji uporabljeni koncentraciji. Da EUG
zavira fermentacijo so ugotovili tudi Busquet in sodelavci (2006). V omenjeni raziskavi je
EUG zaviralno vplival na fermentacijo, saj je zmanjsal skupno produkcijo plina,
koncentracijo HMK in amonijaka v predzelodcih. Po Jayanegara in sodelavci (2009) tudi
hidrolizirajo¢i tanini znizujejo skupno produkcijo plina, kar pa v nasem poskusu nismo
dokazali. Menimo, da je najverjetnejsSi vzrok za slabSe delovanje FAR v premajhni
koncentraciji hidrolizirajo¢ih taninov v nasem poskusu, saj so Jayanegara in sodelavci
(2009) pri najvecji koncentraciji dodali 1 g hidrolizirajo¢ih taninov/ml vampovega soka, v
nasem poskusu pa smo uporabili 0,28 g FAR/mI inokuluma pri najvisji koncentraciji
FAR150. Eugenol je bil edini dodatek, ki je pri velikih koncentracijah (EUG100 in
EUG150) zmanjsal skupno koli¢ino plina, nastalo v 24 urah (GAS24). Bhatta in sodelavci
(2009) nasprotno navajajo, da tudi hidrolizirajo¢i kostanjevi tanini zmanjSujejo koli¢ino
plina nastalo v 24 urah pri koncentracijah, ki so jih uporabili (0,79 mg hidrolizirajo¢ih
kostanjevih taninov/ml in 1,12 mg hidrolizirajo¢ih kostanjevih taninov/ml), vendar tega v
nasem poskusu nismo potrdili. Dodatek FD ni vplival na obseg fermentacije TMR, kar je
najverjetneje posledica nasprotujocega si delovanja njegovih sestavin ali pa nevtralizacije

delovanja EUG, ki je edini zmanjSeval obseg fermentacije.

Na samo hitrost fermentacije (MFR) sta zaviralno vplivala le dodatka EUG in CIN. U¢inek
EUG in CIN se je poveceval s poveCevanjem njune koncentracije. Pri ¢asu, ko je doseZena
najvecja hitrost fermentacije (TMFR), smo pri fermentaciji TMR z dodatkom FAR opazili,
da se TMFR s povecevanjem koncentracije podaljSuje. Menimo, da S povecevanjem
koncentracije FAR ne zaviramo obsega fermentacije (kazalnik »B« oziroma GAS24),
glede na TMR (kontrolo), pa¢ pa podaljsamo obdobje, ko fermentacija doseze svojo
najvecjo hitrost (TMFR). TMFR podaljsujeta tudi dodatka LCE in CIN. Pri slednjem se
TMER podaljsa zgolj pri njegovi najvecji koncentraciji (CIN150). Razlike v TMFR med
najmanjso in najvecjo koncentracijo dodatkov CIN in EUG so velike, statisticno znacilne

(P < 0,05) in nasprotujoce si. Ker EUG s povecevanjem koncentracije skrajsuje TMFR in
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ker ga CIN s povecevanjem koncentracije podaljSuje in ker ostali dodatki nimajo vpliva,

menimo, da zaradi tega dodatek FD ne vpliva na TMFR.

Tudi pri produkciji posameznih HMK lahko zasledimo nasprotujoce si delovanje CIN in
EUG. Dodatek CIN v majhnih koncentracijah (CIN50 in CIN100) je zavrl produkcijo
propionske in maslene kisline. S povecevanjem koncentracije CIN v TMR se povecujejo
produkcije ocetne, propionske in maslene kisline. Slednje Sele pri najvecji koncentraciji
dodatka CIN (CIN150) dosezejo vrednosti, ki jih navajamo za TMR. Ker se povecuje
produkcija posameznih HMK, se s tem povecuje tudi produkcija celokupnih HMK, kar pa
se Se posebej izrazi pri najvecji koncentraciji CIN (CIN150). Nasprotno pa EUG zmanjSuje
produkcijo ocetne in propionske kisline, Se posebej pri najvecji koncentraciji (EUG150),
medtem ko na produkcijo maslene kisline nima ucinka. Zaradi delovanja na produkcijo
ocetne in propionske kisline EUG zmanjsuje produkcijo celokupnih HMK. Ker ostale
sestavine FD na produkcijo HMK nimajo vpliva, menimo, da ima FD slabsi vpliv na
produkcijo posameznih in celokupnih HMK, predvsem zaradi nasprotujo¢ih u¢inkov CIN
in EUG. Delovanje CIN in EUG se odraza na delovanju FD. Do podobnih ugotovitev o
ucinkovanju CIN in EUG so prisli tudi Cardozo in sodelavci (2006) ter Busquet in
sodelavci (2003), ki so v poskusih uporabili mesanico CIN in EUG, pri katerih niso
ugotovili vplivov na produkcijo ocetne kisline. Nasprotno pa so Busquet in sodelavci
(2006) ugotovili, da EUG povecuje produkcijo ocetne kisline, medtem ko Busquet in
sodelavci (2005) navajajo, da CIN zmanjSuje produkcijo ocetne kisline, vendar le pri
visokih koncentracijah. V nasem poskusu dodatek FAR ni vplival na produkcijo ocetne
kisline, ¢eprav Jayanegara in sodelavci (2009) in Bhatta in sodelavci (2009) porocajo, da

hidrolizirajo¢i tanini zmanjSujejo produkcijo ocetne Kisline.

Glede na TMR je FD zmanjsal produkcijo propionske kisline. To je najverjetneje posledica
dejstva, da so vse sestavine FD zmanjsale produkcijo propionske kisline razen CIN, Ki
produkcijo propionske kisline povecuje. Podobno kot pri produkciji ocetne kisline, je EUG
zmanj$eval produkcijo propionske kisline s povecevanjem koncentracije. Vendar pa
Busquet in sodelavci (2005, 2006) ugotavljajo, da tako EUG kot CIN povecujeta

produkcijo propionske Kisline.
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Busquet in sodelavci (2005) navajajo, da EUG zmanjSuje produkcijo maslene kisline. V
nasem poskusu taksnega delovanja EUG nismo potrdili, kar navajajo tudi Busquet in
sodelavci (2006), a le pri majhnih koncentracijah EUG. Cardozo in sodelavci (2006) in
Busquet in sodelavci (2003) navajajo, da mesanica CIN in EUG ni vplivala na produkcijo
maslene kisline, v nasem poskusu v primerjavi s TMR pa je dodatek FD zmanjsal
produkcijo maslene kisline pri vseh treh uporabljenih koncentracijah FD. Enako kot za FD
velja tudi za dodatek FAR in LCE. Menimo, da prav ti sestavini zmanjsujeta produkcijo
maslene kisline. ZmanjSano produkcijo maslene kisline pod vplivom hidrolizirajo¢ih

taninov potrjujejo tudi drugi avtorji (Jayanegara in sod., 2009; Bhatta in sod., 2009).

Ob dodatku FAR smo opazili trend znizevanja produkcije hlapnih mascobnih kislin
(HMK), Se posebej ob najvecji uporabljeni koncentraciji (FAR150). Tak$no delovanje
FAR navajajo tudi raziskave Jayanegara in sodelavci (2009) in Bhatta in sodelavci (2009).
Zato predvidevamo, da FAR zavira sproS¢anje HMK in zaradi tega zavira tudi
fermentacijo v vampu. Raziskava Busquet in sodelavci (2006) se sklada z naSimi
ugotovitvami, da EUG zmanjsuje produkcijo HMK. CIN je v naSem poskusu poveceval
koncentracijo HMK. Cardozo in sodelavci (2004) so ugotovili, da dodatek CIN ne vpliva
na produkcijo HMK. Tudi pri delovanju na produkcijo HMK smo opazili, da imata CIN in
EUG pri najve¢jih koncentracijah izrazito nasprotujoce si vplive na produkcijo HMK, zato
menimo, da pri fermentaciji TMR z dodatkom FD obe komponenti u¢inkovanje druga
druge iznicita, zaradi ¢esar se produkcija HMK ob dodatku FD ni spremenila. Do taksnih
ugotovitev so prisli tudi Cardozo in sodelavci (2006) in Busquet in sodelavci (2003), ki v

poskusu z mesanico EUG in CIN niso izmerili nobenih sprememb v produkciji HMK.

Produkcija metana se je z dodatkom FD nekoliko povecala. Za to povecevanje je
odgovoren predvsem CIN, ki sam povecuje produkcijo metana, Se posebej ob vedji
koncentraciji v obroku. Vendar pa Busquet in sodelavci (2006) navajajo ravno nasprotno,
saj trdijo da CIN zavira metanogenezo. V nasem poskusu smo ugotovili, da za razliko od
CIN EUG zmanjsuje produkcijo metana, kar navajajo tudi Busquet in sodelavci (2006).
Vendar pa smo opazili tudi, da je EUG pri majhnih koncentracijah (EUG50) produkcijo
metana glede na TMR celo povecal. Zaradi nasprotujocega delovanja CIN in EUG je njun

skupni ucinek v FD zanemarljiv. Dodatek FAR ni vplival na produkcijo metana, ¢eprav
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avtorji, kot so Jayanegara in sodelavci (2009), Field in Lettinga (1987) ter McSweeney in
sodelavci (2001) navajajo, da se s poveCevanjem koncentracije hidrolizirajo¢ih taninov
produkcija metana zmanjSuje. Pri tem omenjeni avtorji navajajo tudi, da je bioloska

aktivnost taninov odvisna bolj od vrste taninov kot od njihove koncentracije.

Menimo, da krivdo za razli¢ne ugotovitve in rezultati avtorjev, ki jih zasledimo v strokovni

literaturi lahko pripisemo razli¢nim zasnovam in izvedbam samih poskusov.
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5.2 SKLEPI

e Na skupno produkcijo plina (kazalnik »B«) je najbolj vplival dodatek EUG, ki je
skupno produkcijo plina zmanjsal (P < 0,05) s 309 ml/g SS (TMR), preko 284 mi/g
SS (EUGH0), 256 ml/g SS (EUG100) na 183 ml/g SS (EUG150). Drugi dodatki
niso imeli statisti¢no znacilnega vpliva na skupno potencialno produkcijo plina.

e Na hitrost fermentacije (MFR) zaviralno delujeta dodatka CIN in EUG, vendar le
pri najvecjih uporabljenih koncentracijah (CIN 150 in EUG150)

e Samo EUG ima izrazit vpliv na koli¢ino plina, ki se tvori v 24 urah inkubacije
(GAS24).

e Dodatki FD, FAR, LCE in CIN podaljsujejo ¢as, ko je bila dosezena najvi§ja hitrost
fermentacije (TMFR), medtem ko dodatek EUG ta ¢as skrajSuje.

e EUG zmanjsuje produkcijo ocetne in propionske Kisline ter celokupnih HMK,
medtem ko CIN povecuje produkcijo teh kislin, poleg tega pa povecuje Se
produkcijo maslene kisline. Drugi dodatki nimajo vpliva na produkcijo posameznih
in celokupnih HMK.

e CIN povecuje produkcijo metana, medtem ko ostali dodatki na produkcijo metana
ne vplivajo. Pri majhnih koncentracijah EUG (EUGS50) celo povecuje produkcijo
metana glede na TMR.

e Dodatek FD ne vpliva na skupno potencialno produkcijo plina (kazalnik »B«), na
GAS24, TMR, TMFR in produkcijo metana predvsem zaradi nasprotujofega si

delovanja CIN in EUG kar pride do izraza posebej pri visokih koncentracijah



32

Redensek N. Vpliv taninov in eteriénih olj na in vitro fermentabilnost...in metanogenezo pri prezvekovalcih.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2016

6 POVZETEK

Uporaba eteri¢nih olj in drugih sekundarnih presnovkov rastlin (tanini) v prehrani
prezvekovalcev predstavlja alternativo prepovedanim nutritivnim antibiotikom. Taninom
pripisujejo t.j. antimikrobiolosko podro¢je delovanja. Za prezvekovalce so tanini
pomembni saj z beljakovinami tvorijo t.i. stabilne taninsko-beljakovinske komplekse v
predzelodcih in tako preprecujejo prekomerno razgradnjo beljakovin pod vplivom
mikroorganizmov, kasneje pa se ti kompleksi encimsko razgradijo, beljakovine pa se
prebavijo in absorbirajo v tankem ¢revesju. Taninsko beljakovinski kompleksi vodijo tudi
do zmanjsane produkcije metana, ter manjSe izgube seCnine S seCem in posledi¢no do

manjSega onesnazevanja okolja.

Namen naSega poskusa je bil ugotoviti, kako razvojni produkt FD in nekatere njegove
komponente (farmatan (FAR), eugenol (EUG), lignoceluloza (LCE) in cinamaldehid
(CIN)) vplivajo na sam potek in vitro fermentacije v vampovem soku. Spremljali smo
obseg fermentacije (skupna potencialna produkcija plina — kazalnik »B« in prostornina
plina, tvorjena v 24 urah inkubacije (GAS24), najvecjo hitrost fermentacije (MFR) in Cas,
ko je bila dosezena najvecja hitrost fermentacije (TMFR)), spreminjanje sestave hlapnih
mascobnih kislin (vsebnosti ocetne, propionske in maslene kisline, ter skupnih hlapnih
mascobnih kislin (HMK) in produkcijo metana. Pri tem smo koli¢ine razvojnega produkta
FD (FD) in njegovih sestavin prera¢unali na koncentracije v vampovem soku tako, kot da

bi krave molznice zauzile 50, 100 in 150 g FD na dan.

V poskusu smo za substrat uporabili popolni krmni obrok (TMR) izra¢unan v skladu z
DLG priporocili (DLG, 1997) za krave molznice, Ki proizvajajo 30 kg mleka, ki smo mu
dodali razvojni produkt FD (FD) in posamezne sestavine FD, ki jih proizvaja Tanin

Sevnica d.d.
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Na skupno potencialno produkcijo plina (kazalnik fermentacije B) je najbolj vplival EUG.
Kazalnik B se je ob uporabi visokih koncentracij EUG zmanjsal skoraj za polovico v
primerjavi s TMR s 284 ml/g SS (EUG50) na 183 ml/g SS (EUG150). Tudi na specificno
hitrost fermentacije (kazalnik fermentacije »C«) je statisti¢éno znacilno vplival le dodatek
EUG, ki jo je povecal pri visokih koncentracijah in sicer z 2,52 (TMR) na 2,82 (EUG100).
Konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (kazalnik fermentacije »A«) sta FD in FAR
nekoliko zmanjsala, EUG pa je kazalnik fermentacije A s povecevanjem koncentracije
povedeval. Cas najvedje hitrosti fermentacije (TMFR) sta statistiéno zna&ilno podaljsala le
dodatka FAR in LCE in sicer s 5,32 h (TMR) na 6,29 h (FAR150) oziroma na 5,95 h
(LCE150). Najvecjo hitrost fermentacije (MFR) sta zmanjsala le dodatek CIN in EUG pri
visokih koncentracijah z 19,6 ml/h (TMR) na 15,4 h (CIN150) oziroma na 13,2 ml/h
(EUG150). Dodatek FD je povecal prostornino plina, ki je nastala v 24. urah (GAS24) pri
nizkih koncentracijah z 297 ml/g SS (TMR) na 307 ml/g SS (FD50), medtem ko je EUG
GAS24 zmanjsal z 297 ml/g SS (TMR) na 246 ml/g SS (EUG100) in 178 ml/g SS
(EUG150). Pri dodatku EUG je opazen znaten, statistino znacilen padec tvorbe ocetne
kisline s povecevanjem koncentracije EUG v primerjavi s TMR. EUG je zmanjsal
produkcijo ocetne kisline z 1,86 mmol/g SS (EUG50) na 1,26 mmol/g SS (EUG150). CIN
pa je statisti¢no znacilno povecal produkcijo ocetne Kisline v primerjavi z TMR in sicer
pri CIN50 z 1,44 mmol/g SS na 2,06 mmol/g SS pri CIN150. Ocetno kislino je statisti¢éno
znaCilno zmanj$al tudi FD50. Vsi dodatki so statisticno znacilno zmanjSali produkcijo
propionske kisline, z izjemo CIN, ki jo je statisti¢cno znacilno povecal. Koli¢ino maslene
kisline so vsi dodatki statisti¢no znacilno zmanjsali, z izjemo EUG, ki na produkcijo
maslene kisline ni imel vpliva. Dodatek FD in FAR sta statisti¢no znacilno zmanjsala
produkcijo HMK, medtem ko sta EUG in LCE na znizevanje produkcije HMK vplivala le
pri visokih koncentracijah. Pri dodatku CIN smo opazili trend naraséanja HMK s
povecevanjem koncentracije in sicer iz 1,99 mmol (CIN50) na 3,03 mmol (CIN150). Pri
produkciji metana dodatki FD, FAR in LCE ne vplivajo na produkcijo metana v primerjavi
s TMR. EUG je statisticno znacilno med razlicnimi koncentracijami zmanjsal koli¢ino
metana za razliko od CIN, ki je edini statisticno znacilno povecéal produkcijo metana v

primerjavi s TMR.
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Zaklju¢imo lahko, da razvojni produkt FD (FD) bistveno ne zmanjSuje produkcije metana,
in ne vpliva na ocenjene in izra¢unane kazalnike fermentacije plinskega testa. Menimo, da
sta za to odgovorna predvsem CIN in EUG z nasprotujo¢im delovanjem. Pozitivno pa FD
vpliva na razmerje in koli¢ino posameznih HMK, predvsem na propionsko in masleno

kislino, ki nastajajo med fermentacijo v predzelodcih.
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