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IZVLECEK

Proucevali smo vpliv vrste in koncentracije razli¢nih taninskih izvle¢kov na kinetiko in vitro
fermentacije Skroba v vampnem soku. K Skrobu smo dodali tri taninske izvlecke: kostanjev tanin
(F75), kebraco tanin (QUE) in taninsko lellIlO (TAK) v razli¢nih koncentracijah: 0 (kontrola),
0,33, 0,67 in 1,33 mg taninskega izvletka ml' medija. S pomo&jo Gompertzove funkcije smo
ocenili_kazalnike fermentacije, skupno potencialno produkcijo plina (B), spemﬁcno hitrost
fermentacije (C) in konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (A)) ter izraCunali Cas najvecje
hitrosti fermentacije (CNHF), najve&jo hitrost fermentacue (NHF) in ¢asovni zaostanek zaCetka
fermentacije (LAG). Z dodatkom F75 (507,8 ml g SS) in QUE (4742 ml g ' S9), se Je skupna
potencialna produkcija plina iz Skroba v primerjavi s kontrolo (528,4 ml g ~1'SS) statisticno
znacilno zmanjSala (p < 0,05). Nasprotno pa se je skupna potencialna produkcija phna z
dodatkom TAK v povprecju povecala. Najvecjo hitrost fermentacije Skroba (50,6 ml h™ " smo
izmerili po skoraj 9. urah inkubacije. CNHF se je z dodatkom taninskih izvleckov statisti¢no
znacilno podaljSal, Se najbolj ob dodatku 0,33 mg taninskih izvleckov/ml medija. Vrsta
taninskega izvleCka in koncentracija taninskega izvleCka sta statisticno znacilno vplivala
(p<0,0I) nan 1]VeCJo hitrost fermentacije Skroba. Se najmanj se je NHF Zmanjsala ob dodatku
F75 (42,0 ml h™), medtem ko se je NHF ob dodatku TAK zmanjsala na 38,1 ml h™', ob dodatku
QUE pa na 34,7 ml h"'. NHF se je najbolj zmanjsala ob dodatku taninskih izvleckov v
koncentraciji 0,67 mg ml™ v medija.

Kljucne besede: prehrana zivali / tanini / $krob / fermentacija / vamp / Gompertz / produkcija plina

THE COURSE OF FERMENTATION OF STARCH WITH THE ADDITION OF
DIFFERENT TYPES OF TANNINS

ABSTRACT

Four different concentrations (0 (control), 0.33, 0.67 and 1.33 mg ml™' medium) of three tannin
extracts (chestnut (F75) and quebracho (QUE) tannin extracts and tannic acid (TAK) were used
to investigate their effect on the kinetics of in vitro fermentation of starch. Gas production was
measured at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 h after the start of incubation. Gompertz
model was used to estimate kinetic parameters “B” (total potential gas production), “C” (relative
degradation rate) and “A” (constant decay in relative degradation rate). First and second
derivatives of Gompertz model were used to calculate the maximum fermentatlon rate (MFR)
and time of rnax1mum fermentation rates (TMFR). Addition of F75 (507.8 ml g~ ' DM) and QUE
(4742 ml g DM) s1gn1ﬁcant1y decreased (P < 0.05) total potential gas productlon compared to
control (528.4 ml g DM). On contrary, the addition of TAK (560.5 ml g' DM) significantl ly
increased total potential gas production. Maximum fermentation rate of starch (50.6 ml h)
occurred after almost 9 hours of incubation. The addition of tannin extracts significantly
increased TMFR; this increase was greatest when 0.33 mg of tannin extracts were added to the
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medium. Type and concentration of tannin extracts had significant effect (P < 0.01) on maximum
fermentation rate of starch. The lowest reduction in MFR was determined when F75 was used
(MFR reduced to 42.0 ml h™"), while it was reduced to 38.1 ml h™' when TAK and 34.7 ml gf1
when QUE were used. The greatest reduction in MFR was determined when the concentration of
0.67 mg of tannin extracts/ml medium was used.

Key words: animal nutrition / tannins / starch / fermentation / rumen / Gompertz / gas production

UvVOD

Izmed nestrukturnih ogljikovih hidratov je Skrob najpomembnejSa sestavina krme, ki
zagotavlja energijo visoko produktivnim kravam molznicam in govejim pitancem. Razgradnja
Skroba v predzelodcih poteka pod vplivom anaerobnih bakterij vrst Streptoccocus bovis,
Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteriodes ruminicola in Selenomonas ruminatium (Huntington,
1997). Pri anaerobni fermentaciji Skroba nastaja poleg hlapnih masScobnih kislin tudi mle¢na
kislina. Ob prekomernem zauzivanju Skroba se zaradi fermentacije zacnejo kopiciti hlapne
mascobne kisline in mle¢na kislina, kar zniza pH predzelodcev na raven, ki negativno vpliva na
delovanje predzelodcev, prirejo mleka in zdravje zivali (Hoover in Miller-Webster, 1998).
Hitrost in obseg razgradnje Skroba v predzelodcih sta odvisna od sestave obroka, koli¢ine zauzite
krme, mehani¢ne in kemi¢ne obdelave krme ter prilagoditve vampnih mikroorganizmov na
substrat (Huntington, 1997). Na razgradnjo Skroba v predzelodcih lahko vplivamo z dodatki, kot
so mascobe in mascobne kisline, formaldehid ali fenolne spojine, med katere pristevamo tudi
tanine.

Tanini so razsirjeni po vseh rastlinskih druzinah. Najdemo jih tako v travniskih rastlinah, kot
tudi v grmovnih in drevesnih vrstah. Na sploS$no so tanini topni v vodi, vendar pa se topnost
molekul s povecevanjem molekulske mase zmanjsuje (Lavrencic, 2001). Zaradi velikega Stevila
hidroksilnih skupin tvorijo tanini razliéne vrste vezi z beljakovinami, aminokislinami,
ogljikovimi hidrati, kovinskimi ioni, vitamini, bakterijskimi celiénimi membranami in encimi
vklju¢enimi v razgradnjo beljakovin in ogljikovih hidratov (Mole in Waterman, 1987; Haslam,
1989; Butter in sod., 1999; Makkar, 2003).

Tanine delimo na kondenzirane in hidrolizirajoce tanine. Kondenzirani tanini so oligomeri in
polimeri flavanolnih enot (flavan-3-olov in flavan-4-diolov), povezanih z ogljikovimi vezmi, ki
niso dovzetne na hidrolizo (Hagerman in Butler, 1991). Hidrolizirajo¢i tanini vsebujejo
ogljikohidratno jedro (ponavadi D-glukozo), ki tvori estre z galno kislino (galotanini) ali
heksahidroksidifensko kislino (elagitanini) (Mangan, 1988). Obe skupini taninov lahko vplivata
na zdravje zivali tako pozitivno kot negativno, kar je odvisno od vrste in koncentracije tanina v
obroku, vrste zivali ter fizioloSkega stanja zivali (Kumar in Vaithiyanathan, 1990; Butter in sod.,
1999; Makkar, 2003). Nizke koncentracije taninov (pod 50 g/kg SS obroka) povecujejo sintezo
mikrobnih beljakovin in zmanjSujejo razgradljivost beljakovin v predzelodcih prezvekovalcev,
zaradi Cesar se zmanj$a koli¢ina izlo¢enega dusika v okolje (Butter in sod., 1999; Makkar, 2003).
Zaradi njihovega vpliva na delovanje mikroorganizmov se zmanjSa tudi tvorba metana v
predzelodcih prezvekovalcev (Roth, 2003). Tanini v majhnih koncentracijah torej pozitivno
vplivajo na prirejo mleka, mesa in volne, saj povecujejo tok esencialnih aminokislin v tanko
¢revo. Nasprotno pa so (pre)velike koncentracije tako kondenziranih kot tudi hidrolizirajo¢ih
taninov strupene. Presezke hidrolizirajocih taninov vampni mikroorganizmi lahko do neke mere
razgradijo (Makkar, 2003), kar pa ne velja za kondenzirane tanine (McSweeney in sod., 2001).

Tvorba kompleksov med tanini in beljakovinami oz. aminokislinami je Se vedno predmet
Stevilnih raziskav vpliva taninov na razgradljivost beljakovin v predzelodcih prezvekovalcev.
Manj so se raziskovalci posvecali preuevanju vpliva taninov na razgradnjo oz. fermentacijo
ogljikovih hidratov. Reed (1995) in McSweeney in sod. (2001) navajajo, da tanini tvorijo mocne
vodikove vezi s celulozo, hemicelulozo, Skrobom ter pektini. Poleg tega pa se tanini vezejo na
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mikrobne encime (beljakovine), ki so vkljuceni v presnovo ogljikovih hidratov (Makkar in sod.,
1987, cit po. Butter in sod., 1999; McSweeney in sod., 2001), s ¢imer inhibirajo njihovo
delovanje. Kljub temu antimikrobnemu delovanju, pa Scalbert (1991) navaja, da lahko Stevilni
mikroorganizmi v prisotnosti taninov normalno rastejo in se razvijajo.

In vitro produkcija plina je ena od tehnik, s katerimi ugotavljamo mikrobno aktivnost
vampnih mikroorganizmov (Williams in sod., 2001). Namen naSe raziskave je bil ugotoviti, kako
razli¢ni taninski izvlecki v razliénih koncentracijah vplivajo na kinetiko spro$éanja plina pri in

.....

mikroorganizmov.

MATERIAL IN METODE

In vitro fermentacijo Skroba smo izvedli po metodi, ki jo navajata Menke in Steingass (1988),
le da smo vampni sok odvzeli uro in pol po jutranjem krmljenju. Vampni dok smo odvzeli iz
dveh fistuliranih kastriranih ovnov jezersko-solcavske pasme, ki smo jih krmili s senom (po
volji), sestavljeno krmno mesanico (300 gdan') in rudninsko vitaminsko meganico
(50 g dan™"), ter tako pokrili vzdrzevalne potrebe po hranljivih snoveh.

Krompirjev skrob (Art.st. 101252, Merck, Darmstadt, Nemcija) smo uporabili kot substrat za
in vitro fermentacijo. Pred inkubacijo smo S$krobu primesali tri razliéne taninske izvlecke:
kostanjev tanin (farmatan 75° (F75); Tanin Sevnica, Slovenija), taninsko kislino (TAK; Sigma-
Aldrich, Nemcija) in kebraco tanin (QUE; Roy Wilson Dickson, Velika Britanija) v
koncentracijah 0 (kontrola), 0,33, 0,67 in 1,33 mg ml™! medija.

V brizgalke smo zatehtali 175 mg substrata in dodali ustrezno koli¢ino taninskega izvlecka.
Substratu s taninskim izvleckom ali brez njega smo nato dodali Se 30 ml meSanice vampnega
soka in pufra (10 ml vampnega soka in 20 ml pufra) ter jih postavili v vodno kopel ogreto na
39 £ 0,5 °C. Vsako kombinacijo substrata in taninskega izvlecka v razli¢nih koncentracijah smo
izvedli v treh ponovitvah. Skupaj z vzorci smo inkubirali tudi slepe vzorce (brizgalke brez
vzorca) in vzorec standardnega krmila (seno mnogocvetne ljuljke), s katerim smo primerjali
aktivnosti vampnega soka med posameznimi serijami.

Prostornino spros¢enega plina smo od¢itali 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72 in 96 ur po
zaCetku inkubacije.

Kazalnike in vitro fermentacije $kroba smo ocenili za vsako kombinacijo koncentracije in
vrste taninskega izvlecka s pomocjo Gompertzove funkcije (Bidlack in Buxton, 1992; Lavrenci¢
in sod., 1997):

yty=Be " 1]

kjer je »y« produkcija plina (ml) v ¢asu inkubacije »t«, »B« skupna potencialna produkcija plina
(ml g SS), »C« specifi¢na hitrost fermentacije, na katero vpliva konstantni faktor »A«, s
katerim oznacujemo faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti. Kazalnike B, C in A smo ocenili kot
nelinearno regresijo (PROC NLIN) v statisti¢cnem programskem paketu SAS (SAS, 2001).

Spremembe v hitrosti fermentacije smo ocenili s prvim odvodom Gompertzove funkcije po
Casu »t«:

—A
‘3—3: —BCAe Mg C | [2]

Z drugim odvodom Gompertzove funkcije po ¢asu, ki smo ga izenacili z ni¢ (0) in resili po
¢asu »t«, smo izraCunali ¢as najvecje hitrosti fermentacije (h; CNHF):
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2 —At —At
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Najve&jo hitrost fermentacije (ml h™'; NHF) smo izratunali tako, da smo ustrezne CNHF
vstavili v prvi odvod Gompertzove funkcije.

Za substrat z vsako kombinacijo koncentracije in vrste taninskega izvleCka smo s pomocjo
kazalnikov fermentacije izracunali tudi Casovni zaostanek zacetka fermentacije (h; LAG):

LAG = w. [4]
A

Ocenjene kazalnike fermentacije (B, C in A) ter izradunane kazalnike CNHF, NHF in LAG
smo analizirali z metodo najmanjsih kvadratov v proceduri GLM (General Linear Model):

kjer je »yijui« opazovana vrednost, »p« srednja vrednost, »Ti« sistematski vpliv vrste taninskega
izvlecka, »Kj« sistematski vpliv koncentracije taninskega izvlecka ter »TK;j« interakcija med
taninskim izvle¢kom in koncentracijo taninskega izvlecka. Statisticno znacilne razlike (p < 0,05)
med vrstami in koncentracijami posameznega taninskega izvlecka smo ovrednotili s pomocjo
Tukey-Kramer testa (SAS, 2001).

REZULTATI

Vpliv taninskega izvlecka

V preglednici 1 so predstavljeni ocenjeni kazalniki fermentacije Skroba. Na vse tri ocenjene
kazalnike fermentacije sta statisticno znacilno (p < 0,01) vplivala tako vrsta kot koncentracija
taninskega izvlecka. Poleg vrste in koncentracije taninskega izvlecka je na ocenjene kazalnike
fermentacije vplivala (p < 0,001) tudi interakcija med vrsto taninskega izvlecka in njegovo
koncentracijo.

Dodatka taninskih izvleCkov F75 in QUE v medij sta skupno potencialno produkcija plina iz
Skroba v primerjavi s kontrolo zmanjSala. Najbolj je skupno potencialno produkcijo plina
zmanj$al dodatek QUE (za 54,2 ml g' SS), medtem ko je dodatek F75 zmanjsal skupno
potencialno produkcijo plina za 20,6 ml g”' SS. Ravno nasprotno pa je dodatek taninske kisline
(TAK) skupno potencialno produkcijo plina povecal od 528,4 ml g SS (kontrola) na 560,5 ml
g ' SS (pregl. 1).

Specificna hitrost fermentacije Skroba (C) brez dodanega taninskega izvlecka je bila 10,1
(pregl. 1). Dodatek QUE in TAK sta specifi¢no hitrost fermentacije Skroba zmanjSala na 7,6
(QUE) in 8,4 (TAK), medtem ko je specificna hitrost fermentacije ob dodanem F75 ostala bolj
ali manj nespremenjena (10,8).

Konstantni faktor mikrobne (ne)uc€inkovitosti (A) Skroba (0,260) se je dodajanjem taninskih
izvleCkov zmanjsal za 30 % ob dodatku TAK, 23 % ob dodatku QUE in 14 % ob dodatku F75
(pregl. 1).

V preglednici 2 so predstavljeni izracunani kazalniki fermentacije Skroba. Na izracunane
kazalnike fermentacije (LAG, CNHF in NHF) sta statisti¢no zna¢ilno (p < 0,05) vplivala vrsta in
koncentracija taninskega izvlecka. Enako kot pri ocenjenih kazalnikih fermentacije je tudi
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interakcija med vrsto taninskega izvlecka in njegovo koncentracijo statisticno znacilna
(p <0,01).

Preglednica 1. Ocenjeni kazalniki fermentacije po inkubaciji z razlinimi vrstami in
koncentracijami taninskih izvleckov

Table 1. Estimated kinetic parameters after incubation with different types and
concentrations of tannins extracts

Ocenjeni kazalniki fermentacije / Estimated kinetic parameters

B (ml g SS) R ;
B (ml g' DM) C A
F75 QUE TAK F75 QUE TAK F75  QUE TAK
Koncentracija TI*
Concentration TE
0 528,4% 10,1° 0,260°
1 504,8°4  503,7°4  5373*B g1 938 g6 0,130 0,186" 0,120°*
2 511,04 462,2®  581,5°¢ 159  7.1°8 11,0 0,308 0213 0,266
3 507,6  456,6  562,7°C 10,5  6,4°  75%B (2349 (,199*AB (1648
SDO® / RMSE 9,26 1,06 0,01
Statisti¢na znacilnost
Statistical significance
Taninski izvlecek (T) - sk otk
Tannin extract (T)
Koncentracija TI (K) . . .
Concentration TE (K)
TI x K kkk kkk kkk

TE xK

T B — skupna potencialna produkcija plina / total potentially gas production, C — specifiéna hitrost fermentacije / relative
degradation rate, A — konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti / constant decay in relative degradation rate;

* 0 — kontrola / control, 1 — 0,33 mg ml™' medija/0.33 mg ml™' medium, 2 — 0,67 mg ml™' medija / 0.67 mg ml™' medium, 3 —
1,33 mg ml™' medija/ 1.33 mg ml™' medium;

$ SDO - standardni odklon ostanka / RMSE — root mean square error;

e yrednosti v stolpcih se statistiéno znagilno razlikujejo (p < 0,05) / means in a column differ significantly (p < 0.05);

ABCD yrednosti v vrsticah se statistiéno zna&ilno razlikujejo (p < 0,05) / means in a row differ significantly (p < 0.05);

Dodatek taninskih izvleckov je glede na kontrolo podaljSal ¢asovni zaostanek zacetka
fermentacije (LAG) Skroba (pregl. 2). LAG je bil najkraj$i ob dodatku QUE (5,1 ure) in najdaljsi
ob dodatku TAK (6,3 ure). LAG je bil ob dodatku TAK v povprecju za 20 % daljsi od
izracunanega za kontrolo (5,0 ure).

Skrob brez dodatkov taninskih izvletkov je najhitreje fermentiral 8,9 ure po zadetku
inkubacije, ko se je sprostilo 50,6 ml/uro (pregl. 2 in slika 1). Najkasneje je najvec¢jo hitrost
fermentacije Skrob dosegel z dodatkom TAK (12,5 h), medtem ko je dodatek F75 in QUE v
medij ¢as najve&je hitrosti fermentacije (CNHF) podalj$al za najveé dve uri.

Najvecja hitrost fermentacije (NHF) Skroba je se je z dodatkom taninskih izvle¢kov zmanjsala
(pregl. 2 in slika 1). V primerjavi s kontrolo (50,6 ml h™") je najmanjsi vpliv na NHF imel
dodatlek F75 (42,0 ml h'"), kateremu sta sledila dodatka TAK (38,1 ml h'') ter QUE (34,7
mlh).

Vpliv koncentracije taninskega izvlecka

S povecevanjem koncentracije posameznih taninskih izvleckov se skupna potencialna
produkcija plina zmanjiuje. V primerjavi s kontrolo (528,4 ml g ' SS) je dodatek 1,33 mg QUE
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ml ™' medija najbolj zmanjial skupno potencialno produkcijo plina (456,6 ml g ' SS), medtem ko
se skupna potencialna produkcija plina pri razliénih koncentracija F75 ni statisti¢no znacilno
spremenila. Za razliko od QUE in F75 pa je v primerjavi s kontrolo dodatek TAK povecal
skupno potencialno produkcijo plina iz $kroba, ki je do koncentracije 0,67 mg TAK ml ™' medija
nara$¢ala (581,5 ml g SS), pri najveji koncentraciji pa se je zmanjsala na 562,7 ml g~ SS.
Taninska izvlecka F75 in QUE sta imela enak ucinek na skupno potencialno produkcijo plina pri
koncentraciji 0,33 mg ml™" medija (pregl. 1). Pri ve&jih koncentracijah (0,67 in 1,33 mg ml™"
medija) je QUE statisti¢no znac¢ilno zmanjsal skupno potencialno produkcijo plina iz Skroba.

Preglednica 2. Izracunani kazalniki fermentacije po inkubaciji z razlicnimi vrstami in
koncentracijami taninskih izvleckov

Table 2. Calculated kinetic parameters after incubation with different types and
concentrations of tannins extracts

Izracunani kazalniki fermentacije
Calculated kinetic parameters

s CNHF (h)’ NHF (ml h ")
LAG () TMFR((h)) MFR ((ml h’l))
F75 QUE TAK F75 QUE TAK  F75 QUE TAK
Koncentracija TI*
Concentration TE
0 5,0° 8,9 50,6°
1 6,1°4 6,6°5 7.4%  13,8% 12,0 158°C  242° 344 236"
2 5,724 4,58 5,2% 8,9° 92* 9,00 58,0 362" 56,9
3 5,724 4,38 6,24 10,0°  93*  12,6° 438¢ 334> 33,8

SDOY/ RMSE 0,28 0,74 2,82

Statisti¢na znacilnost
Statistical significance

Taninski izvlecek (TT) . sk ok
Tannin extract (TE)

Koncentracija TI (K) - seokok Aok
Concentration TE (K)

TI x K ook k *% Kk
TE xK

" LAG - &asovni zaostanek zagetka fermentacije (h) / lag phase (h), CNHF — &as najvegje hitrosti fermentacije (h) / TMFR —
time of maximum fermentation rates (h), NHF — najvecja hitrost fermentacije (ml hfl) / MFR — maximum fermentation rate
(ml h™);

* 0 — kontrola / control, 1 — 0,33 mg ml™" medija / 0.33 mg ml™' medium, 2 — 0,67 mg ml™' medija / 0.67 mg ml"' medium, 3 —
1,33 mg ml™' medija / 1.33 mg ml™" medium;

% SDO - standardni odklon ostanka / RMSE — root mean square error;

abed yrednosti v stolpcih se statistiéno znagilno razlikujejo (p < 0,05) / means in a column differ significantly (P < 0.05);

ABCD yrednosti v vrsticah se statistiéno zna&ilno razlikujejo (p < 0,05) / means in a row differ significantly (P < 0.05);

Pri koncentraciji F75 in TAK 0,33 mg ml' medija je bila specifi¢na hitrost fermentacije
Skroba statistiéno znacilno manjsa (6,1 za F75 in 6,6 za TAK) od Skroba, brez dodanega
taninskega izvleCka. Specifi¢na hitrost fermentacije se je s povecanjem koncentracije F75 in
TAK povecala na 15,9 in 11,0, potem pa upadla na 10,5 in 7,5. S povecevanjem koncentracije
QUE se je specifi¢na hitrost fermentacije $kroba zmanj$ala od 9,3 pri koncentraciji 0,33 mg ml ™
medija na 6,4 pri 1,33 mg ml™' medija.

Na konstantni faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti najbolj vplivajo najmanjSe koncentracije
taninskih izvleckov (pregl. 1). Z naras¢anjem koncentracije taninskega izvlecka do koncentracije
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0,67 mg ml"' medija narai¢a tudi konstantni faktor mikrobne (ne)uéinkovitosti, ki pa se pri
najvecji koncentraciji ponovno zmanjsa.
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Slika 1. Hitrost fermentacije Skroba pri razlicnih koncentracijah taninskih izvleckov a) F75, b)
QUE in ¢) TAK (0 — kontrola, 1- 0,33 mg mI™"; 2 — 0,67 mg ml"' in 3 — 1,33 mg ml"'
medija).

Figure 1. Starch fermentation rate at different tannin extract concentrations a) F75, b) QUE and
¢) TAK (0 — control, 1 — 0.33 mg mlI'"; 2 — 0.67 mg ml"' in 3 — 1.33 mg ml"' of
medium).
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V primerjavi s Skrobom brez dodanega taninskega izvlecka je koncentracija 0,67 mg
taninskega izvle¢ka ml™' medija podaljsala Gasovni zaostanck zaetka fermentacije (LAG) v
povpredju za 2 %, medtem ko je koncentracija 1,33 mg taninskega izvletka ml' medija
podaljsala LAG za 7 %. LAG se je ob dodatku F75 in QUE skrajSal, vendar je bil pri vseh
koncentracijah F75 daljsi kot LAG kontrole, medtem ko se je bil pri najvec¢jih koncentracijah
QUE statisti¢no znagilno krajsi od kontrole (pregl. 2). Ob uporabi 0,33 mg TAK ml™' medija je
bil LAG v primerjavi s kontrolo statisti¢no znacilno daljsi, nato pa se je skrajSal na 6,2 ure.

Daljsi Casovni zaostanek zacetka fermentacije je vplival tudi na Cas najvecje hitrosti
fermentacije (CNHF; pregl. 2 in slika 1). Ob dodajanju razliénih koncentracij taninskih
izvletkov se je &as najvedje hitrosti fermentacije $kroba podaljsal. Najdaljsi CNHF smo
izratunali za krob, ki smo ga inkubirali s taninskimi izvle¢ki v koncentraciji 0,33 mg ml™
medija (13,8 ure za F75, 12,0 ure za QUE in 15,8 ure za TAK). CNHF je bil pri koncentraciji
0,67 mg taninskega izvletka ml™' medija enak kot pri kontroli. Pri koncentraciji 1,33 mg
taninskega izvle¢ka ml™' medija sta se glede CNHF od kontrole statisti¢no razlikovala samo F75
in TAK. CNHF se med taninskimi izvlecki pri koncentracijah 0,67 in 1,33 mg ml"' medija ni
statisti¢no znacilno razlikoval.

Pri koncentraciji 0,67 mg ml™' medija se najve&ja hitrost fermentacije (NHF; 50,4 ml h™') ni
statisti¢no znaéilno razlikovala od kontrole (50,6 ml h™"). V primerjavi s kontrolo pa je bila NHF
statistiGno znagilno manj$a (27,4 ml h™") pri koncentraciji taninskih izvle¢kov 0,33 mg ml™
medija (pregl. 2 ter slike 1, 2 in 3). Pri koncentraciji 0,67 mg ml"' medija F75 (58,0 ml h™') in
TAK (56,9 ml h™'") je bila NHF ve&ja kot kontrola, medtem ko so bile NHF pri najve&ji
koncentraciji statisticno znacilno manjse kot pri kontroli.

RAZPRAVA

Taninska izvlecka F75 in QUE sta zmanjSala in vitro produkcijo plina med anaerobno
inkubacijo Skroba. Do podobnih rezultatov je z istima vrstama izvleckov prisla tudi Roth (2003).
ZmanjSan obseg fermentacija Skroba v prisotnosti taninov v primerjavi s kontrolo je
najverjetneje posledica tvorbe kompleksov med tanini in Skrobom (Butter in sod., 1999;
McSweeney in sod., 2001; Makkar, 2003) oziroma povezava taninov z vampnimi
mikroorganizmi (Jones in sod., 1994) in/ali njihovimi encimi, ki so vkljuceni v fermentacijo
Skroba (Makkar in sod., 1987, cit. po Butter in sod., 1999). Martinez in sod. (2006) navajajo, da
tanini kebraca in taninska kislina ne inhibirajo vezave mikroorganizmov na Skrobna zrna, ampak
zmanjSujeta hidrolizo Skroba tako, da zmanjSujeta razgradnje beljakovinske ovojnice Skrobnih
zrne. TAK je za razliko od F75 in QUE povecal skupno potencialno produkcijo plina iz Skroba.
Ti rezultati so v skladu z rezultati, ki jih navajajo Nelson in sod. (1995) ter Singh in sod. (2001).
To pomeni, da taninska kislina ne inhibira mikrobne aktivnosti. To sta potrdila tudi O'Donovan
in Brooker (2001), ki sta gojila bakterijo Streptococcus gallolyticus v prisotnosti taninske kisline
in ugotovila, da ta bakterija normalno raste tudi pri koncentraciji 7 % (w/v) taninske kisline.
Nelson in sod (1995) je preuceval rast vampnih anaerobnih bakterij in ugotovil, da so rasle
neovirano pri koncentraciji 3 % (w/v) taninske kisline, kar je kar trikrat vecja koncentracija od
tiste, ki smo jo uporabili v nasem poskusu. Ceprav mnogi avtorji poro¢ajo o zmanjsevanju
produkcije plina zaradi povecevanja koncentracije taninskih izvle¢kov (Longland in sod., 1995;
Zimmer in Cordesse, 1996; Lavrenci¢, 2001; Roth, 2003), tega trenda v nasi raziskavi nismo
mogli dokazati za vse preucevane taninske izvlecke (pregl. 1). Silanikove in sod. (2001) ter Reed
(1995) navajajo, da je vezava taninov na ogljikove hidrate in beljakovine odvisna od lastnosti
taninov in lastnosti substratov, ki jih opredeljujejo molekulska masa, terciarna struktura,
izoelektri¢na tocka in kompatibilnost mest za vezavo. Tudi to je lahko razlog, da se nasi rezultati
razlikujejo od objavljenih v strokovni literaturi.
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Casovni zaostanek zaGetka fermentacije (LAG) je faza prilagajanja mikroorganizmov na novo
okolje in poselitev mikroorganizmov na substrat. Dodatek taninskih izvleckov je podaljsal
casovni zaostanek zacetka fermentacije Skroba (pregl. 2). O'Donovan in Brooker (2001) sta
opazila, da je zacetek rasti Streptococcus gallolyticus in Streptococcus bovis odlozen ob dodatku
taninske kisline. Roth (2003) poroca, da je Casovni zaostanek zacetka fermentacije graha
podaljsan s povecevanjem koncentracije taninskega izvleCka mimoze (kondenziran tanin). Daljsi
casovni zaostanek zacetka fermentacije je verjetno posledica vezave taninskih izvleCkov na
mikrobne encime. Ker se tanini vezejo tudi na substrat, le ta postane nedostopen za encime, ki
razkrajajo ogljikove hidrate (Scalbert, 1991; McSweeney in sod., 2001; Kumar in Singh, 1984).
O'Donovan in Brooker (2001) menita, da je dalj$i Casovni zaostanek zacletka fermentacije
substrata lahko posledica tvorbe zaScitnega sloja na povrSini mikroorganizmov. Ta sloj
sestavljajo predvsem glikoproteini, ki imajo veliko afiniteto do taninov. Vendar pa tvorba
kompleksov med glikoproteini zasCitnega sloja in tanini prepreci predvsem vezavo taninov na
mikrobne encime (Scalbert, 1991; McSweeney in sod., 2001), zato tanini ne bi smeli bistveno
vplivati na ¢asovni zaostanek zacetka fermentacije.

Najhitreje je krob fermentiral po 9 urah inkubacije ter dosegel hitrost 50,6 ml h™' (pregl. 2 in
slika 1). Dodatek taninskih izvleckov je podalj$al ¢as najvecje hitrosti fermentacije Skroba in
zmanj$al najvecjo hitrost fermentacije Skroba. Najmanjsi u¢inek na najvecjo hitrost fermentacije
Skroba je imel kostanjev tanin (Farmatan 75), najvecjega pa dodatek kebraco taninov (QUE).
Roth (1003) je primerjala kinetike in vitro fermentacije sojinih tropin v prisotnosti taninskih
izvleckov in ugotovila, da kostanjev tanin (farmatan) upocasni fermentacijo sojinih tropin bolj
kot pa tanini kebraca in mimoze. Manj$o hitrost in situ razgradnje travniskega sena v prisotnosti
kostanjevih taninov sta ugotovila tudi Zimmer in Cordesse (1996). Hervas in sod. (2003) so
ugotavljali potek in vitro fermentacije voluminozne krme ob dodatku razli¢nih koncentracij
taninov kebraca in ugotovili, da se hitrost fermentacije s povecevanjem koncentracije taninskega
izvlecka zmanjSuje. Do podobnih rezultatov in vitro so prisli tudi Makkar in sod. (1995), ki so
dokazali, da se obseg in hitrost razgradnje travniS$kega sena s povecevanjem koncentracije
taninov kebraca zmanjSuje.

SKLEPI

Dodatek taninskih izvleckov je spremenil potek in vitro fermentacije $kroba. Pri tem se
zmanjSata prostornina proizvedenega plina in hitrost fermentacije. Vrsta in koncentracija
taninskega izvlecka sta imela mocan vpliv (p < 0,01) na skupno potencialno produkcijo plina.
Dodatek taninskih izvleckov je podaljsal zacetek fermentacije Skroba za najve¢ dve uri (0,33 mg
ml™' TAK). Najve&jo hitrost fermentacije (50,6 ml h™'") $kroba smo zabelezili po skoraj 9. urah
od zacetka fermentacije. Z dodatkom taninskih izvleckov se je najvecja hitrost fermentacije
zmanjsala, podaljsal pa se je Cas, v katerem je Skrob najhitreje fermentiral. S povecevanje
koncentracije taninskih izvle¢kov se zmanjSujeta skupna potencialna produkcija plina in najvecja
hitrost fermentacije ter podaljSujeta ¢asovni zaostanek zacCetka fermentacije in Cas, v katerem je
Skrob najhitreje fermentiral.

SUMMARY

Starch is the major energy component in ruminant nutrition. Rate and extent of starch
digestion in the rumen are affected by different factors, including source of dietary starch, diet
composition, amount of feed consumed, mechanical in chemical alterations and degree of
adaptation of rumen microbiota to the diet (Huntington, 1997). Additives such as dietary fat or
treatment with formaldehyde or phenolic substances, such as tannins, reduce the rate and extent
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starch fermentation in the rumen (Huntington, 1997). Condensed and hydrolysable tannins are
capable to form complexes with proteins, amino acids, carbohydrates, metal ions, vitamins,
bacterial cell membranes and their enzymes (Mole in Waterman, 1987; Butter in sod., 1999;
Makkar, 2003). These complexes are often resistant to microbial attack. The objective of the
present work was to investigate effect of different types and concentrations of tannins extracts on
extent and rate of starch fermentation.

Potato starch (Merck, Darmstadt, Germany) was used as a substrate and to it three different
tannin extracts were added. Chestnut tannin (F75; Tanin Sevnica, Slovenia) and tannic acid
(TAK; Sigma-Aldrich, Germany) were members of hydrolysable tannins, whilst quebracho
tannin (QUE; Roy Wilson Dickson, Great Britian) belongs to condensed tannin. Concentrations
of added tannin extracts were control (0), 0.33 mg ml™' medium (1), 0.67 mg ml™' medium (2)
and 1.33 mg ml"' medium (3). In vitro gas production method was performed according to
Menke and Steingass (1988). Rumen liquor was taken from two fistulated and castrated adult
Jezersko-Solcavska male sheep fed to their maintenance requirements with hay (ad libitum),
compound feed (300 g dan™") and vitamin-mineral supplement (50 g dan'). Measurements of
produced gas were taken 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours after the start of
incubation.

Gompertz model was used for the determination of total potentially gas production (B),
relative degradation rate (C) and constant (A) describing the decay in relative degradation rate.
First and second derivatives of Gompertz equation were used to calculate the maximum
fermentation rate (MFR) and the time of maximum fermentation rate (TMFR).

Compared to control (528.4 ml g' DM) F75 (507.8 ml g' DM) and QUE (474.2 ml g ' DM)
decreased total potential gas production (B) of starch (table 1). On contrary, TAK increased the
total potential gas production of starch for 6% (560.5 ml g DM). Fermentation of starch started
(LAG) after five hours of incubation (table 2). Tannin extracts extended the LAG. Maximum
fermentation rate (MFR) of starch occurred after almost 9 hours. Addition of F75, QUE and
TAK extended TMFR to 10.9, 10.2 and 12.5 hours, respectively. Maximum fermentation rate of
starch was very high (50.6 ml h™"). Addition of tannin extracts reduced MFR of starch to 42 ml
h™' (F75), 38.1 ml h™' (TAK) and 34.7 ml h™' (QUE). These results suggest that tannin extracts
with their ability to bind to microorganisms, their enzymes and substrate alter the kinetics of in
vitro starch fermentation.
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