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Kazalniki in vitro fermentacije in tvorba hlapnih mascobnih kislin iz
nestrukturnih ogljikovih hidratov pri kuncih
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Kazalniki in vitro fermentacije in tvorba HMK iz nestruktur-
nih ogljikovih hidratov pri kuncih

Izvlecek: Sest Cistih nestrukturnih ogljiikovih hidratov
(glukoza, fruktoza, saharoza, B-glukan iz je¢mena, inulin iz
cikorije (inulin-C) in inulin nedefiniranega izvora (inulin-N))
smo inkubirali v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega
¢revesa kuncev, in spremljali kazalnike kinetike in vitro tvor-
be plina (skupna potencialna tvorba plina (B), najvecja hitrost
fermentacije (MFR), ¢as, v katerem je MFR doseZzena (TMFR),
¢asovni zamik fermentacije (Lag), tvorba plina (Gas8) in hitrost
fermentacije pri 8 urah inkubacije (FR8)) in vsebnosti hlapnih
mascobnih kislin (HMK) po 8 urah fermentacije. MFR so bili
najvedji, TMFR pa najkrajsi pri fermentaciji sladkorjev: glukoze
(MEFR 36,0 ml/h; TMFR 8,6 h), fruktoze (MFR 38,6 ml/h; TMFR
9,6 h) in saharoze (MFR 33,2 ml/h; TMFR 9,4 h). Najslabse je
fermentiral p-glukan (MFR 12,5 ml/h; TMFR 15,3 h), inulina
pa sta fermentirala zelo razli¢no: inulin-N hitreje in intenziv-
neje (MFR 32,3 ml/h; TMFR 8,3 h), podobno kot sladkorji,
inulin-C pa pocasi in s slabo intenzivnostjo (MFR 30,5 ml/h;
TMEFR 11,5 h). Tvorba HMK je bila najvecja pri sladkorjih in
inulinu-N, majhna pri inulinu-C in najmanjsa pri p-glukanu
(p < 0,05). Molarni delez ocetne kisline je bil pri sladkorjih in
inulinu-N manj$i kot pri inulinu-C in B-glukanu, pri katerih je
bil delez maslene kisline najmanjsi (p < 0,05).
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In vitro fermentation parameters and VFA production of
non-structural carbohydrates in rabbits

Abstract: Six pure non-structural carbohydrates (glucose,
fructose, sucrose, B-glucan, chicory inulin (inulin-C) and inu-
lin of undefined source (inulin-N)) were incubated anaerobi-
cally in the inoculum prepared from rabbit caecum content and
the kinetic parameters of in vitro gas production (total potential
gas production (B), maximum fermentation rate (MFR), time
when MFR was reached (TMFR), lag phase (Lag), the amount
of gas (Gas8) and fermentation rate at 8 hours of incubation
(FR8)) and volatile fatty acids (VFA) production after 8 hours
were determined. MFRs were the greatest and TMFRs the
shortest with the fermentation of sugars: glucose (MFR 36.0
ml/h; TMFR 8.6 h), fructose (MFR 38.6 ml/h; TMFR 9.6 h) and
sucrose (MFR 33.2 ml/h; TMER 9.4 h). Fermentation was the
lowest in -glucan (MFR 12.5 ml/h; TMFR 15.3 h), while fer-
mentation of the two inulins was very different: fermentation of
inulin-N was intensive and fast and similar to sugars (MFR 32.3
ml/h; TMFR 8.3 h), while inulin-C fermented slowly and with
low intensity (MFR 30.5 ml/h; TMFR 11.5 h). VFA production
after 8 hours of incubation was the highest for simple sugars
and inulin-N, low for inulin-C, and the lowest for B-glucan
(p <0.05). The molar proportion of acetic acid was lower in
sugars and inulin-N than in inulin-C and B-glucan, which had
the lowest molar proportion of butyric acid (p < 0.05).
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1 UVOD

Zauziti ogljikovi hidrati so za kunce najpomemb-
nejsi vir energije. Del teh ogljikovih hidratov se prebavlja
z lastnimi prebavnimi encimi do konca tankega ¢revesa,
medtem ko je drugi del sestavljen iz ogljikovih hidratov,
za katere 7ival encimov ne izlo¢a in preidejo v debelo ¢re-
vo, kjer jih mikrobiota lahko fermentira. Prebavljivi oglji-
kovi hidrati so mono- in disaharidi (npr. glukoza, fruk-
toza, saharoza), oligosaharidi in nekateri polisaharidi,
npr. skrob. Ti se obi¢ajno hitro in u¢inkovito prebavijo in
absorbirajo v prvem delu prebavil in sluzijo kot pomem-
ben vir hitro dostopne energije. Pri kuncih se mono- in
disaharidi u¢inkovito prebavijo do konca tankega ¢reve-
sa, a bi se v slepem ¢revesu lahko pojavili kot produkt
kislinske hidrolize celuloze v Zelodcu, kjer je pri kuncih
okolje zelo kislo, pH-vrednost je med 1,5 in 2,0 (Fortun-
-Lamothe in Gidenne, 2006). Tisti ogljikovi hidrati, ki se
ne prebavijo do konca tankega ¢revesa z lastnimi prebav-
nimi encimi, pa lahko pri kuncih v precej$njem obsegu
fermentirajo v slepem ¢revesu. To so predvsem neskrob-
ni polisaharidi (NSP), rezistentni $krob in nekateri oligo-
saharidi. Glavni vir teh, v tankem ¢revesu neprebavljivih
ogljiikovih hidratov v krmi za kunce so NSP. Ti so lahko
topni (npr. pektini, 3-glukani) ali netopni (npr. celuloza).
Gidenne in sod. (2020) navajajo, da se pri kuncih pred
slepim ¢revesom lahko prebavi tudi do 37 % vseh NSP.

Gidenne (1997) navaja, da je stabilna in uc¢inkovi-
ta mikrobna fermentacija v slepem ¢revesu za zdravje
kunca nepogresljiva. Prva stopnja tega fermentacijskega
procesa je razgradnja NSP na oligo-, di- in monosahari-
de s pomocjo encimov, ki jih izlo¢a mikrobiota v slepem
¢revesu. Sprosceni sladkorji nato fermentirajo v pline in
hlapne mascobne kisline (HMK). Znacilnosti fermen-
tacije topnih, torej hitro razgradljivih NSP (pektinov),
pa tudi slabse topnih in netopnih, torej pocasneje raz-
gradljivih NSP (celuloza, ksilan) pri kuncih so opisali
ze Lavrenci¢ (2007) in Kermauner in Lavrenci¢ (2010).
V literaturi smo nasli tudi nekaj podatkov o in vitro fer-
mentaciji krmnih mesanic z razli¢nimi vsebnostmi NSP
(npr. Belenguer in sod., 2011) ali razli¢nih ¢istih substra-
tov in krmil (npr. Kermauner in Lavrenci¢, 2008a, 2008b;
Ocasio-Vega in sod., 2018), nekaj raziskav o fermentaciji
inulina ter sladkorjev pri kuncih (npr. Marounek in sod.,
1997, 2000; Slovakova in sod., 2002; Yang in sod., 2010),
medtem ko podatkov o fermentaciji B-glukanov pri kun-
cih v dostopni literaturi nismo nasli.

Inulin je fruktan, sestavljen iz molekul fruktoze, med
seboj povezanih z $-2,1 vezmi, zato z lastnimi prebavnimi
encimi zivali ni prebavljiv. V prehrani neprezvekovalcev
in ljudi ga uporabljamo kot prebiotik in ima vrsto ugo-
dnih ucinkov, saj ugodno vpliva na ¢revesno mikrobioto
in na imunski sistem, deluje protivnetno, uravnava pre-
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snovo mascob in povecuje absorpcijo rudninskih snovi
priljudeh in zivalih (Tawfick in sod., 2022). Volek in sod.
(2007) so ugotovili, da dodatek inulina ugodno vpliva na
mikrobno aktivnost v slepem ¢revesu kuncev, saj se je
zmanjsalo pojavljanje prebavnih motenj, ki v intenzivni
reji kuncev povzrocajo najvec tezav. p-glukane sicer uvr-
$¢amo v skupino v vodi topnih polisaharidov, kjer so v
linearno verigo z -1,3 in p-1,4 vezjo povezane molekule
glukoze, a so De Arcangelis in sod. (2019) ugotovili, da
je pri razli¢nih sortah je¢mena lahko delez v vodi neto-
pnih B-glukanov med 16 in 30 %. Tudi p-glukani niso
prebavljivi z lastnimi prebavnimi encimi zivali, zato jih
uporabljamo kot prebiotike, ki povecujejo tvorbo HMK,
ugodno vplivajo na prebavo, zmanjsujejo glikemi¢ni in-
deks in holesterol v krvi, imajo antimikrobne in antikan-
cerogene ucinke, pomagajo pri kontroli sladkorne bole-
zni, sréno-zilnih bolezni, pospesujejo imunski odgovor
organizma in podobno, nepogresljivi pa so tudi v Zivilski
industriji (Kaur in sod., 2020).

Fermentacijsko aktivnost mikrobiote v slepem cre-
vesu lahko ocenimo z razli¢nimi metodami. Pogosto so
s pomocjo Stetja mikrobnih celic ocenjevali aktivnost
posameznih bakterijskih vrst v vsebini slepega ¢revesa
(Williams in sod., 2001). Z metodami, ki ocenjujejo tvor-
bo mikrobnih beljakovin (tvorba ATP; Venkateswaran
in sod. (2003)) in/ali produktov fermentacije, predvsem
HMK (Kermauner in sod., 1996; Marounek in sod., 1997;
Gidenne in sod., 2002), pa lahko ocenimo aktivnost celo-
tne mikrobne populacije v slepem ¢érevesu. Tudi tehnika
plinskega testa v kombinaciji z dolo¢anjem HMK je zelo
uporabna metoda za oceno mikrobne aktivnosti (Ca-
labro in sod., 1999; Lavrenci¢, 2007; Villamide in sod.,
2009; Kermauner in Lavrendi¢, 2010), Carabafio in sod.
(2006) pa podajajo podroben pregled tehnik za ugotav-
ljanje mikrobne aktivnosti v slepem ¢revesu pri kuncih.

S pri¢ujoco $tudijo smo Zeleli ugotoviti razlike v
kazalnikih kinetike produkcije plina in tvorbi HMK iz
razli¢nih nestrukturnih ogljikovih hidratov, ki smo jih
inkubirali v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega
¢revesa kuncev.

2  MATERIAL IN METODE
2.1 SUBSTRATI

Kot substrat smo uporabili Sest ¢istih ogljikovih
hidratov: dva monosaharida (glukoza, Sigma G8270, in
fruktoza, Sigma F0127), en disaharid (saharoza, Sigma
$9378) in tri NSP: inulin iz cikorije, Sigma 12250 (inulin-
-C), inulin nedefiniranega izvora, ki smo ga dobili z Od-
delka za Zivilstvo Biotehniske fakultete Univerze v Lju-
bljani (inulin-N), in B-glukan iz je¢mena, Sigma G6513.
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2.2 IN VITRO FERMENTACIJA

Za pripravo inokuluma smo odvzeli vsebino slepega
¢revesa dveh 78 dni starih kuncev slovenske mesne linije
SIKA. Oskrba zivali in postopki priprave so potekali po
protokolu, ki ga je opisal Lavrenci¢ (2007). Tvorbo plina
v in vitro plinskem testu smo ugotavljali po proceduri,
ki sta jo opisala Menke in Steingass (1988). Dvesto mi-
ligramov substrata smo anaerobno inkubirali pri 39 °C
v 100 ml steklenih brizgah, ki smo jim dodali 30 ml ino-
kuluma. Za vsak substrat smo pripravili 4 brizge, poskus
smo izvajali v dveh ponovitvah. Meritve smo prvih 12 ur
izvajali vsaki 2 uri, nato pa $e po 24, 36, 48, 72 in 96 urah
fermentacije.

2.3 DOLOCANJE HLAPNIH MASCOBNIH KISLIN
(HMK)

Dve od $tirih steklenih brizg s posameznim vzor-
cem iz vsake ponovitve smo po 8 urah fermentacije vzeli
iz vodne kopeli, njihovo vsebino prelili v 50-ml centri-
fugirne epruvete in jih zamrznili pri —20 °C do analize
vsebnosti HMK. Ekstrakte za dolocanje vsebnosti HMK
smo pripravili po modificirani metodi, ki so jo opisali
Holderman in sod. (1977). Uporabili smo plinski kroma-
tograf Hewlett Packard 5890 A (Hewlett Packard, ZDA),
opremljen s split/splitless injektorjem in FID detektor-
jem. Za lo¢evanje posameznih HMK smo uporabili 30 m
NUKOL TM, FUSED SILICA kapilarno kolono (SUPEL-
CO, ZDA).

2.4 IZRACUNI IN STATISTICNA OBDELAVA

Meritve in vitro tvorbe plina smo korigirali na
vsebnost suhe snovi v substratu in na tvorbo plina iz
slepih vzorcev. Z Gompertzovim modelom (Lavrenci¢
in sod., 1997) smo ocenili kazalnike in vitro produkci-
je plina: skupno potencialno tvorbo plina (parameter
»B«; ml/g SS), specificno hitrost fermentacije (parameter
»C«) in faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti (parameter
»A«). Pri tem smo uporabili nelinearno regresijo (Proc
NLIN; SAS Institute Inc., 2015). Iz dobljenih kazalnikov
Gompertzovega modela smo izra¢unali najvecjo hitrost
fermentacije (MFR; ml/h), ¢as, ko je bila ta dosezena
(TMFR; h), prostornino spro$c¢enega plina po 8 urah fer-
mentacije (Gas8; ml/g SS), hitrost fermentacije po 8 urah
(FR8; ml/h) in Casovni zamik zacetka fermentacije (lag
phase, Lag; h).

Pri izra¢unu koli¢ine skupnih in posameznih HMK
po 8 urah fermentacije smo upostevali koli¢ino HMK

v slepih vzorcih in vsebnost suhe snovi v posameznem
substratu.

Statisti¢no analizo smo opravili s proceduro GLM v
statisticnem paketu SAS (SAS Institute Inc., 2015), kjer
smo v model vkljuc¢ili substrat kot fiksni vpliv, razlike v
kazalnikih fermentacije in vsebnostih HMK med posa-
meznimi substrati pa smo testirali z Duncanovim Multi-
ple Range testom.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Parametre plinskega testa prikazujemo v pregle-
dnici 1, na sliki 1a pa vidimo potek krivulje tvorbe plina
iz posameznih substratov v inokulumu, pripravljenem
iz vsebine slepega Crevesa kuncev. Skupna potencialna
koli¢ina plina (parameter B) je bila pri vseh substratih
vecja od 330 ml/g SS, najvedja pri fermentaciji saharoze
(386 ml/g SS), najmanjsa pa pri fermentaciji inulina iz
cikorije (inulin-C, 338 ml/g SS). Podobne vrednosti smo
izmerili v plinskem testu pri razli¢nih nestrukturnih po-
lisaharidih pri kuncih, npr. pri skrobu (Lavren¢i¢, 2007;
Kermauner in Lavrenci¢, 2012) ali pektinu (Lavrendic,
2007), kjer izvor (jabol¢ni, pesni in citrusovi) ni vplival
na potencialno tvorbo plina (Kermauner in Lavrencic,
2010).

V dostopni literaturi so zabelezene zelo velike razli-
ke v koli¢ini proizvedenega plina pri kuncih za razli¢ne
substrate. Belenguer in sod. (2011) so po 6 urah fermen-
tacije pri kuncih izmerili samo med 21 in 25 ml plina/g SS

Preglednica 1: Ocenjeni kazalniki kinetike in vitro tvorbe pli-
na iz nestrukturnih polisaharidov v inokulumu, pripravljenem
iz vsebine slepega crevesa kuncev

Table 1: Estimated in vitro gas production kinetic parameters
of non-structural carbohydrates, incubated in inoculum pre-
pared from rabbit caecum content

Substrat B (ml/g SS) C A
Glukoza 353bc 11,8 0,277%®
Fruktoza 345¢ 25,32 0,306*
Saharoza 386° 9,4b¢ 0,234°
Inulin-C 338¢ 17,3% 0,246"
Inulin-N 367° 7,5 0,240°
B-glukan 342¢ 4,5¢ 0,099¢
RMSE 13,1 7,31 0,0383
R? 0,976 0,532 0,762

»bed = yrednosti v posameznih stolpcih, oznacene z razli¢nimi ¢rkami,
se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo pri p < 0,05

RMSE = standardni odklon ostanka; R? = koeficient determinacije

B = skupna potencialna tvorba plina; C = specifi¢na hitrost ferment-
acije; A = faktor mikrobne (ne)ucinkovitosti
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Preglednica 2: Izra¢unani kazalniki in vitro tvorbe plina iz nestrukturnih ogljikovih hidratov v inokulumu, pripravljenem iz vsebi-

ne slepega ¢revesa kuncev

Table 2: Calculated parameters of the in vitro gas production of non-structural carbohydrates, incubated in inoculum prepared

from rabbit caecum content

MFR TMFR Gas8 FR8 Lag
Substrat (ml/h) (h) (ml/g SS) (ml/h) (h)
Glukoza 36,0® 8,6¢ 106 35,1* 5,0
Fruktoza 38,6* 9,6° 66¢ 31,9° 6,2
Saharoza 33,2 9,4¢ 99b 31,5° 4,9b¢
Inulin-C 30,5° 11,5 334 18,3% 7,4*
Inulin-N 32,3%® 8,3¢ 125° 31,9* 4,1¢
B-glukan 12,5¢ 15,3 46 9,1¢ 5,10
RMSE 4,97 0,97 15,6 4,24 0,93
R? 0,850 0,905 0,846 0,883 0,878

a,bcd

odklon ostanka; R? = koeficient determinacije;

= vrednosti v posameznih stolpcih, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se med seboj statisticno znacilno razlikujejo pri p < 0,05; RMSE = standardni

MER = najvecja hitrost fermentacije; TMFR = ¢as, v katerem je MFR doseZena; Gas8 = koli¢ina plina po 8 urah fermentacije; FR8 = hitrost fermen-

tacije pri 8 urah inkubacije; Lag = ¢asovni zaostanek zacetka fermentacije

krmne mesanice z razli¢no sestavo, Ocasio-Vega in sod.
(2018) pa po 24 urah fermentacije med 15 (p$eni¢na sla-
ma) in 94 ml/g SS (celobioza). Ferreira in sod. (2019) so
izmerili 318 ml/g SS pri koruznem zrnju, 256 ml/g SS pri
pseni¢nih otrobih in 138 ml plina/g SS pri lucerninem
senu, Marounek in sod. (1997) pa po 8 urah fermentacije
pri kuncih okrog 200 ml plina/g inulina, kar je bistveno
ve¢ kot v nasem poskusu.

Ce nase rezultate primerjamo z in vitro fermentacijo
pri drugih Zivalskih vrstah ali pri ¢loveku, ugotovimo, da
je bila fermentacija inulina pri kuncih v naem poskusu
podobna kot pri ¢loveku (Karppinen in sod., 2000) in pri
sesnih pujskih (Williams in sod., 2005), pri odstavljenih
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pujskih pa je bila tvorba plina iz inulina nekoliko manjsa
(Pellikaan in sod., 2007).

Raziskav o fermentabilnosti -glukana pri kuncih
v literaturi nismo zasledili. Koli¢ina plina, nastalega pri
fermentaciji je¢menovega -glukana pri kuncih v nagem
poskusu, je bila vec¢ja od tiste, ki so jo izmerili pri fer-
mentaciji ovsenih otrobov (Karppinen in sod., 2000) in
B-glukana iz ovsa (Lu in sod., 2021) v ¢loveskem blatu,
pa tudi pri fermentaciji B-glukana v blatu prasicev (Lu
in sod., 2020). Lu in sod. (2021) menijo, da na obseg
fermentacije B-glukana vplivajo tako izvor in sestava ce-
li¢nih sten posameznih zit kot tudi vrsta uporabljenega
inokuluma.
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Slika 1: Rezultati in vitro plinskega testa nestrukturnih ogljikovih hidratov v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega ¢revesa
kuncev a) krivulja poteka tvorbe plina in b) krivulja hitrosti fermentacije
Figure 1: Results of in vitro gas test of non-structural carbohydrates in inoculum, prepared from rabbit caecum content a) gas

production kinetics and b) fermentation rates kinetics

4 | Acta agriculturae Slovenica, 118/4 - 2022



Kazalniki in vitro fermentacije in tvorba HMK iz nestrukturnih ogljikovih hidratov pri kuncih

Precej vedje razlike kot pri parametru B smo zasle-
dili pri specifi¢ni hitrosti fermentacije (parameter C), ki
je variirala od 4,5 pri f-glukanu do 25,3 pri fruktozi, kjer
se je statisti¢no znacilno (p < 0,05) razlikovala od ostalih
substratov (razen od inulina-C). Razlike v parametru C
med ostalimi substrati so bile velike, a ve¢inoma nezna-
¢ilne, podobno kot je za $krob, pektin in ksilan ugotovil
Lavren¢i¢ (2007), medtem ko sta pri pektinih razli¢nega
izvora Kermauner in Lavrenci¢ (2010) ugotovila veliko
manj$e razlike (od 2,6 do 5,5), podobno kot Ferreira in
sod. (2019) za razli¢na krmila (od 2,7 do 4,2). Kazalnik
A, ki oznacuje mikrobno (ne)ucinkovitost, je bil za ve-
¢ino substratov zelo podoben (med 0,234 in 0,277), ne-
pri B-glukanu (0,099). Podobne vrednosti sta dobila pri
pektinih razli¢nih izvorov tudi Kermauner in Lavrenéi¢
(2010), medtem ko je Lavrenci¢ (2007) izmeril precej
nizji A (od 0,12 do 0,19) pri $krobu, pektinu in ksilanu.
Do podobno nizjih vrednosti so pridli tudi Ferreira in
sod. (2019) pri lucerninem senu (0,18), pSeni¢nih otro-
bih (0,12) in koruznem zrnju (0,09).

Izra¢unani kazalniki tvorbe plina in hitrosti so pri-
kazani v preglednici 2, potek hitrosti fermentacije pa na
sliki 1b. Najvecja hitrost fermentacije (MFR) je bila po-
dobna pri vecini substratov, znasala je od 30,5 ml/h pri
inulinu-C do 38,6 ml/h pri fruktozi, razlika med tema
dvema vrednostma je bila tudi statisti¢no znacilna. Ve-
liko slabse pa je fermentiral B-glukan (MFR 12,5 ml/h,
p < 0,05). Tudi ¢as, v katerem je bila MFR doseZena
(TMFR), se je pri vecini substratov malo razlikoval, od
8,3 pri inulinu-N do 9,6 ur pri fruktozi, z veliko vec¢jim
TMFR pa sta moc¢no odstopala inulin-C (11,5 ur) in
B-glukan (15,3 ur).

Pellikaan in sod. (2007) so izmerili precej manj$o
MFR in kraj$i TMFR pri fermentaciji inulina v ¢loveskem
blatu, rezultati fermentacije cikorijinih inulinov razli¢nih
proizvajalcev v blatu sesnih pujskov pa so bili bolj po-
dobni na$im, ¢eprav z nekoliko nizjimi MFR (Williams
in sod., 2005). Karppinen in sod. (2000) so ugotovili, da
je bil inulin v in vitro pogojih pri ¢loveku popolnoma po-
rabljen v 4 urah fermentacije. Nasi rezultati tega ne kaze-
jo, saj je pri inulinu-N fermentacija dosegla vrh $ele po
dobrih 8 urah, pri inulinu-C pa celo po ve¢ kot 11 urah
(preglednica 2).

Marounek in sod. (1997) so v inokulumu, pripra-
vljenem iz vsebine slepega ¢revesa kuncev, izmerili ob-
seznejSo fermentacijo inulina v primerjavi s skrobom
in hemicelulozami, a nekoliko manj$o od pektina. Tudi
Karppinen in sod. (2000) so v inokulumu, pripravljenem
iz blata ¢loveka, ugotovili hitrej$o in obseznej$o fermen-
tacijo inulina v primerjavi z drugimi substrati (ovseni,
psenicni in rzeni otrobi), podobno so Pellikaan in sod.
(2007) izmerili obseznej$o in hitrejso fermentacijo pri

substratu, ki je vseboval 40 % inulina in 60 % oligofrukta-
nov, ne glede na krmo, ki so jo pujski dobivali pred odvze-
mom vsebine debelega ¢revesa za pripravo inokuluma.
Williams in sod. (2005) so sicer ugotovili, da so razlike v
fermentaciji cikorijinih inulinov razli¢nih proizvajalcev
velike, a so v povprecju bolje in hitreje fermentirali kot
drugi substrati (inulin iz arti¢oke, razli¢ne vrste skrobov,
netopne vlaknine) v inokulumu, pripravljenem iz blata
sesnih pujskov. O¢itno bi morali pri inulinu poznati ve¢
lastnosti, npr. stopnjo polimerizacije, in ne le izvora.

Ker je bila fermentacija inulina vedno hitrejsa kot
fermentacija B-glukana, lahko potrdimo ugotovitev, da
tipi vezi med posameznimi molekulami sladkorjev v
ogljikovih hidratih dolo¢ajo tako obseg njihove fermen-
tacije kot tudi hitrost fermentacije (Salvador in sod.,
1993).

Najve¢ja hitrost fermentacije (MFR) je¢menove-
ga B-glukana pri kuncih v nasem poskusu je bila veliko
manjsa od hitrosti fermentacije f-glukana iz ovsa v blatu
prasi¢ev (Lu in sod., 2020), Se posebej pa od fermentacije
B-glukana v ¢loveskem blatu (Lu in sod., 2021). Lu in sod.
(2021) menijo, da je hitrost fermentacije najbolj odvisna
od uporabljenega inokuluma, predvsem pa od tega, ali je
bila mikrobiota inokuluma ze navajena na dolo¢en sub-
strat, kar potrjuje rezultate, ki smo jih dobili v nasih raz-
iskavah pri fermentaciji $kroba pri razli¢no starih kuncih
(Lavrencic, 2007).

Parameter Gas8 opisuje koli¢ino plina, ki se iz dolo-
¢enega substrata sprosti v 8 urah fermentacije, kar odgo-
varja povpre¢nemu ¢asu zadrzevanja krme v slepem cre-
vesu kuncev (Gidennne, 1997). Razlike med substrati so
bile velike in ve¢inoma statisticno znacilne, najve¢ plina
je v 8 urah nastalo iz inulina-N (125 ml/g SS) in glukoze
(106 ml/g SS), najmanj pa iz f-glukana (46 ml/g SS) in
inulina-C (33 ml/g SS) (preglednica 2). Najvecja hitrost
fermentacije pri 8 urah (FR8) je bila zelo podobna pri
vecini substratov (med 31,5 in 35,1 ml/h), odstopala sta
le inulin-C (18,3 ml/h) in -glukan (9,1 ml/h), kjer je bila
FR8 najnizja. Kljub tem razlikam v fermentaciji pa so bile
vrednosti za Lag precej bolj podobne, ¢eprav sta se naj-
krajsi (pri inulinu-N 4,1 h) in najdaljsi Lag (pri inulinu-C
7,4 h) znadilno razlikovala (p < 0,05). Lag je definiran
kot cas, ki je potreben za mikrobno kolonizacijo in za
navlazitev substrata. Ker je v in vivo pogojih substrat Ze
navlazen, je Lag odvisen le od hitrosti kolonizacije. Zato
menimo, da je v in vivo pogojih Lag bistveno krajsi kot v
in vitro pogojih.

V preglednici 3 prikazujemo tvorbo HMK ter mo-
larne deleze posameznih najpomembnejsih HMK. Kon-
centracije HMK, nastalih ob fermentaciji sladkorjev in
inulina-N, so bile zelo podobne (od 2,09 mmol/g SS pri
fruktozi do 2,60 mmol/g SS pri inulinu-N), medtem ko
je ob fermentaciji inulina-C in p-glukana nastalo veliko
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Preglednica 3: Tvorba hlapnih mas¢obnih kislin (HMK) in molarni delezi ocetne, propionske in maslene kisline, nastalih ob fer-
mentaciji nestrukturnih ogljikovih hidratov v 8 urah fermentacije v inokulumu, pripravljenem iz vsebine slepega ¢revesa kuncev
Table 3: Synthesis of volatile fatty acids (VFA) and molar proportions of acetate, propionate and butyrate produced from non-
structural carbohydrates after 8 hours of fermentation in inoculum, prepared from rabbit caecum content

HMK Ocetna kislina Propionska kislina Maslena kislina

Substrat (mmol/g SS) (mmol/mmol HMK) (mmol/ mmol HMK) (mmol/ mmol HMK)
Glukoza 2,25% 0,558¢ 0,129° 0,313"

Fruktoza 2,09 0,564¢ 0,119° 0,318°

Saharoza 2,26 0,573¢ 0,086 0,341°

Inulin-C 1,500 0,623* 0,132* 0,244°¢

Inulin-N 2,60* 0,566¢ 0,134° 0,300°

B-glukan 1,39¢ 0,590° 0,098¢ 0,234¢

RMSE 0,428 0,0192 0,0127 0,0155

R? 0,649 0,832 0,935 0,920

»bed = yrednosti v posameznih stolpcih, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo pri p < 0,05 / means in columns

with different superscripts are significantly different at the level p < 0.05

RMSE = standardni odklon ostanka; R? = koeficient determinacije / determination coefficient

manj HMK (1,50 in 1,39 mmol/g SS). Ti rezultati so po-
dobni rezultatom poskusa, ki sta ga opravila Kermauner
in Lavrenci¢ (2011), kjer so pri razli¢nih krmilih z vecjo
vsebnostjo ogljikovih hidratov izmerili med 2,86 mmol
HMK/g SS pri dehidrirani lucerni in 1,50 mmol/g SS
pri je¢menovem zrnju. Sta pa Kermauner in Lavren-
¢i¢ (2011) ugotovila, da pri fermentaciji ¢istega $kroba
in koruznega zrnja nastane veliko manj HMK (0,38 in
0,80 mmol/g SS), kar je verjetno posledica omejene ami-
loliti¢ne aktivnosti mikroorganizmov v slepem c¢revesu
kuncev (Kermauner in Lavrencic, 2012).

Razmerja med posameznimi HMK se pri kuncih
moc¢no razlikujejo od drugih zivalskih vrst. V vsebini
slepega ¢revesa zdravih kuncev prevladuje ocetna kislina
(60 do 80 %), sledi ji maslena kislina (8 do 20 %), najmanj
pa je propionske kisline (3 do 10 %) (Carabaio in sod.,
2006). Obic¢ajno razmerje med propionsko in masleno
kislino je med 0,5 in 0,8 (Gidenne in sod., 2020). Ti delezi
in razmerja so odvisni od vrste substrata in zdravstvene-
ga stanja kuncev.

V nasem poskusu se delezi posameznih HMK ne-
koliko razlikujejo od obicajnih vrednosti. Izmerili smo
manjsi delez ocetne kisline (med 55 in 62 mol%) ter vecja
deleza propionske (od 8 do 13 mol%) in maslene kisline
(od 23 do 34 mol%), pri ¢emer pa je razmerje med pro-
pionsko in masleno kislino (med 0,25 in 0,54) ostalo v
obic¢ajnih mejah. Objave o tvorbi HMK pri fermentaciji
sladkorjev so za kunce zelo redke: pri fermentaciji glu-
koze je nastala enaka koli¢ina HMK kot pri fermentaciji
ksiloze (Marounek in sod., 2000) ali celobioze (Yang in
sod., 2010), medtem ko so se delezi posameznih HMK
med substrati moc¢no razlikovali. Zanimivo pa je, da
smo v naSem poskusu ugotovili najve¢je razlike med
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obema inulinoma. Iz inulina-N je nastalo najve¢ HMK
(2,60 mmol/g SS) z najmanj$im delezem ocetne kisline
(56,6 mol%), iz cikorijinega inulina (inulin-C) pa naj-
manj HMK (1,50 mmol/g SS) z najve¢jim delezem oce-
tne kisline (62,3 mol%) in najmanj$im delezem maslene
kisline (24,4 mol%).

Marounek in sod. (1997) so v in vitro poskusu pri
kuncih ugotovili manjsi delez ocetne kisline, znatno vecji
delez propionske in rahlo povec¢an delez maslene kisline
pri fermentaciji inulina v primerjavi s $krobom, hemice-
lulozami ali pektini, pa tudi nekoliko vecjo tvorbo sku-
pnih HMK. Da ob fermentaciji inulina nastaja ve¢ HMK,
so ugotovili tudi Castellini in sod. (2007), ki so obroku
dodajali sveze liste cikorije, in Volek in sod. (2007), ki
so krmi za kunce dodajali cikorijin inulin, a je bil delez
ocetne kisline vedji, delez propionske kisline pa manjsi.
Manjsi delez propionske kisline sta izmerila tudi Volek
in Marounek (2011) pri dodatku 10 % cikorijine koreni-
ne, kar se ne sklada z nasimi rezultati, na HMK pa delez
inulina ni vplival.

Maertens in sod. (2004) menijo, da fruktani z dalj$o
verigo (inulin) intenzivneje fermentirajo in tako mo¢neje
vplivajo na tvorbo in deleze HMK. Na osnovi tega lahko
sklepamo, da je bila molekulska masa (dolzina verig) v
inulinu-N vedja kot v inulinu-C, saj je iz slednjega nasta-
lo manj HMK z ve¢jim delezem ocetne kisline. Pellikaan
in sod. (2007) k temu dodajajo $e, da na tvorbo HMK
in deleze posameznih HMK moc¢no vpliva navajenost
mikrobiote na substrat, saj sta se pri vseh uporabljenih
inokulumih ob fermentaciji substrata z inulinom poveca-
la deleza ocetne in propionske kisline, zmanjsal pa delez
maslene kisline.

Iz B-glukana se je v naSem poskusu tvorilo najmanj
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HMK (1,39 mmol/g SS), delez ocetne kisline je bil med
vedjimi (59,0 mol%), deleza propionske (9,8 mol%) in
maslene kisline (23,4 mol%) pa najmanjsa. Podatkov o
fermentaciji f-glukana pri kuncih v dostopni literaturi
nismo nasli. Bai in sod. (2021a) so v in vitro poskusih na
misih ugotovili, da se je iz B-glukana tvorilo ve¢ HMK
kot iz fruktooligosaharidov (FOS) ali osnovne krme
(Bai in sod., 2021b). Tudi Jha in sod. (2010) so ugotovili
dolocene razlike v tvorbi in delezih HMK ob krmljenju
razli¢nih koli¢in p-glukanov odstavljenim pujskom, a
teh razlik niso mogli povezati z vsebnostjo B-glukanov
v krmi. Tvorba HMK iz razli¢nih vrst B-glukanov (iz je-
¢mena ali ovsa) z razli¢nimi lastnostmi (dolzina verig, vi-
skoznost) pri ¢loveku je bila prav tako razli¢na, v povpre-
¢ju pa manj$a v primerjavi z inulinom (Hughes in sod.,
2008), nasprotno pa so Kaur in sod. (2011) izmerili ve¢jo
vsebnost HMK ob fermentaciji -glukana v inokulumu,
pripravljenem iz ¢loveskega blata, v primerjavi s fermen-
tacijo inulina. Navedene primerjave pa moramo jemati
previdno, saj so pri kuncih delezi posameznih HMK dru-
gacni kot pri drugih Zivalskih vrstah, s katerimi najpogo-
steje primerjamo fermentacijo v slepem ¢revesu kuncev
(podgane, prasici ali ¢lovek). Tvorba in delezi HMK na-
mre¢ niso odvisni le od substrata, ampak predvsem od
mikrobiote v debelem ¢revesu, ki pa se razlikuje med vr-
stami zivali, pa tudi med posamezniki znotraj vrste (Kar-
ppinen in sod., 2000; Hughes in sod., 2008).

4 SKLEPI

Znano je, da pri neprezvekovalcih veliko ogljikovih
hidratov fermentira v debelem ¢revesu s pomodjo ¢reve-
sne mikrobiote, vendar pa ni veliko studij, ki bi sistema-
ti¢no ugotavljale obseg in potek fermentacije ter tvorbo
hlapnih mas¢obnih kislin pri kuncih. Enostavni sladkor-
ji so sicer zelo dobro prebavljivi z lastnimi prebavnimi
encimi v tankem Crevesu, a se lahko pojavijo v debelem
¢revesu zaradi velike koli¢ine vlaknine v krmi za kunce
ter kot produkt obsezne kislinske hidrolize v Zelodcu.
Mikrobiota v slepem ¢revesu kuncev zelo intenzivno
fermentira neskrobne polisaharide (NSP), od obsega in
intenzivnosti te fermentacije pa je odvisno zdravstveno
stanje in pogin kuncev v intenzivni reji. Intenzivnost fer-
mentacije v slepem ¢revesu kuncev je odvisna od sestave
mikrobiote in njene prilagojenosti na dolocen substrat,
pa tudi od samega substrata, predvsem od tipa vezi med
posameznimi monosaharidi, pa tudi od stopnje polime-
rizacije, dolzine in razvejanosti verige in drugih lastnosti
ogljikovih hidratov. Pricakovano so glukoza, fruktoza
in saharoza fermentirale najhitreje in v najve¢jem ob-
segu. Je¢menov B-glukan je fermentiral najpocasneje in
najmanj intenzivno, medtem ko sta oba tipa inulina fer-

mentirala zelo razli¢no: inulin-N je fermentiral podobno
kot sladkorji, inulin-C pa zelo pocasi in z nizko inten-
zivnostjo. Tako velikih razlik med vrstama inulina nismo
pricakovali. Ker v dostopni literaturi nismo nasli veliko
podatkov o fermentaciji nestrukturnih ogljikovih hidra-
tov pri kuncih, smo dobljene rezultate lahko primerjali
samo s fermentacijo le-teh pri drugih Zivalskih vrstah,
pri tem pa se moramo zavedati, da obstajajo zelo velike
razlike v sestavi same mikrobiote, kar ima za posledico
tudi razlike v kon¢nih produktih fermentacije. Glede na
dobljene rezultate bi tezko ocenili uporabnost preiskova-
nih nestrukturnih ogljikovih hidratov za zmanjsevanje
prebavnih motenj pri kuncih, saj bi bil najverjetneje naj-
ucinkovitejsi inulin-N, za katerega pa nimamo podatkov
o njegovih lastnostih. Zato bi bilo potrebno poskus raz-
$iriti in vanj vkljuciti ogljikove hidrate z dobro definira-
nimi lastnostmi.
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