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SAZETAK

U. ovom revijalnom radu opsezno se raspravlja o razli¢itim éimbenicima koji
utje¢u na razgradljivost bjelan¢evina i njenu procjenu in sacco metodom. Raspravlja
se o bitnim postupcima metode koji se razli¢ito provode (priprema uzorka, porozitet
vrecica, veli¢ina uzorka, poloZaju vreéica u buragu, trajanju inkubacije, manipulaciji
sa vrecicama, vrsti Zivotinje, osnovnom obroku, brzini oticanja digesta iz buraga i izra-
¢unavanju efektivne razgradijivosti. Unato¢ Siroko rasprostranjene upotrebe standar-
dna metoda joS$ nije prihvaéena. Iznose se i nedostaci ove metoda (Eestice hrane se
ne usitnjavaju mastikacijom i prezivanjem, kontaminirane su mikrobnim proteinom,
topivi protein nije uvijek i potpuno razgradijiv, razgradlivost neprati uvijek krivulju kine-
tike prvog reda). Na temelju kritickog pregleda literature iznosi se prijedlog standar-
dne in sacco metode.

Kluéne rijeéi: Znacajke in sacco metoda, razgradljivost proteina, prijedlog standardne

metode.

Uvod
Indtroduction

Razgradljivost (burazna probavljivost) bjelanéevina i
drugih hranjivih tvari moze se ispitivati in vivo, in sacco i in
vitro metodama. Naravno, in vivo metoda se smatra referal-
nom, te se rezultati dobiveni s ostale dvije metode kompa-
riraju s njom.

U in vivo ispitivanju razgradljivosti bjelancevina
potrebno je imati Zivotinje sa buraznom fistulom i aboma-
zalnom ili duodenalnom kanulom. Nadalje, mora se znati
koli¢insko otjecanje krutog i tekuéeg digesta iz buraga.
Zivotinje moraju biti u N—ekvilibrijumu. U proteinu dospje-
lom u duodenum mora se razluéiti koli¢ina mikrobnog od
nerazgradenog bjelancevina hrane (bypa$ protein) i endo-
genog protein. In vivo metoda indirektno mjeri razgradlji-
vost bjelanéevina. Sve ovo ¢ini ovu metodu dugotrajnom,
radno intenzivnom, neprikladnom za veliki broj istrazivanja
i skupom (Nocek, 1988: Walt i Meyer, 1988).

Zbog navedenih razloga intenzivno su se trazile jedno-
stavnije, jeftinije i brze, ali istodobno i pouzdane metode
procjene razgradljivosti surovih bjelangevina (SB).

Razvoj in situ metoda
Development of the in situ method

Ova metoda ili tehnika naziva se jo$§ sacco ili metoda
vretica od umijetnih viakana.

Suspenzija najlonskih vre¢ica sa uzorkom hrane u
buraznoj teénosti proizasla je od tehnike svilenih vrecica
koje su Quina i sur., (1938) koristili u proutavaniju utjecaja
osnovnog obroka prezivaga na probavu celuloze u buragu.

Kasnije je ova metoda kori$tena u istraZivanju burazne
konzumacije prezivaa (Bailey, 1962; VanKeuren i Heihe-
man, 1962; Schoemann i sur., 1972). Mehrez i Orskov
(1977) pocinju koristiti ovu metodu u procjeni kinetike raz-
gradnje bjelangevina hrane u buragu prezivata.

Ova metoda se je u zadnjem desetljecu intenzivno raz-
vijala i istovremeno opsezno koristila u istrazivanjima, te je
bila osnovna metoda nekoliko hranidbenih sustava pro-
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cjene proteinske vrijednosti krme i proteinskih potreba
goveda (INRA-1987; NRC—1985; NKJ-1985; ARC—1980,
1984).

Prema Setala (1983) ova metoda se sastoji u slijede-
cem:

— pakiranje samljevenog uzorka hrane u porozne vre-
éice (in sacco) od najlona, poliestera, dacrona ili drugog
materijala (umjetna vlakna) kojega ne probavljaju mikrobi
buraga i ne mijenjaju mu se svojstva u uvjetima buraga.

— inkubacija vrecice u buragu (in situ) razli¢itog traja-
nja

— nakon inkubacije, vre€ice se peru, vadi ostatak uzor-
ka, susi, vaze i kemijski analizira.

— Implicitno je prihvaceno da je ostatak uzorka u vre-
¢ici nerazgradena hranjiva tvar

— nestanak hranjive tvari raéuna se kao razlika izmedu
koliéine | sastava uzorka prije i nakon inkubacije i predstav-
lja razgradenu hranjivu tvar.

Opsezna istrazivanja u Danskoj (118 uzoraka koncen-
tratne i 44 uzorka voluminozne krme) pokazala su snaznu
vezu (R?=0.79) izmedu in situ i in vivo odredivanja raz-
gradljivosti bjelangevina (Madsen i Hvelplund, 1985).
Zinn i sur. (1981) su takoder ustanovili visoku korelaciju
(r=0.98) izmedu in vivo i in sacco metode.

Tehnika najlonskih vrecica je jednostavnija u izvodenju
od postruminalne kanulacije Zivotinja. Ona je superiornija
od laboratorijskih metoda jer uklju¢uje probavne procese u
buragu Zive Zivotinje (Setala, 1983).

Unato¢ &iroke primjene in situ metoda nije standardizi-
rana, iako je Oldham (1986) na CEC-EAAP seminaru u
Briselu predlozio za diskusiju njene standardne postupke.
Zato se na razliéite nacine izvode pojedini bitni postupci
ove metode, to na kraju djeluje i na pouzdanost dobivenih
rezultata. Tako Straalen i Tamminga (1991) iznose da je
izmedu laboratorija prosjeéni koeficijent varijacije razgrad-
ljivosti SB 49 krmiva 32%, a kre¢e se od 7% za koZno
brasno do 84% za pulpu citrusa. Naravno, nije samo
metoda istrazivanja uzrok ovako visokoj interlaboratorijskoj
varijabilnosti. Medutim, vazno je znati ograni¢enja metode
radi njenog unapredenja i pravilne interpretacije rezultata.

Cilj ovoga kriticnog preglednog rada je prikazati faktore
koji utjetu na karakteristiéne postupke ove metode te pred-
loZiti standardnu metodu.

Priprema uzorka
Sample preparation

Priprema uzorka ukljuéuje susenje, mljevenje i prosija-
vanje. Lindberg (1991) iznosi da treba susiti samo uzorke
koji sadrze vise od 15% vlage. Osobito je utjecajan nacin
susenja uzoraka zelene krme tri zelena krmiva susili: zam-
rzavanjem u tekuéem N, liofilizacijom, u susioniku na 55 °C
kroz 24 h ili 48 h na sobnoj temperaturi.

Liofilizirani uzorci imaju za 20% vecu (P < 0.01) toplji-
vost SB i 18.4% manje (P <0.01) bypass SB nego neliofi-
lizirani uzorci. Autori zakljuéuju da je suSenje zelene krme

zamrzavanjem pravilnije nego sudenje na sobnoj tempera-
turi ili 55 °C. Peyraud (1991) je sedam (7) slilaza trava i
kukuruza susio na razliCite nacine i ustanovio da je pro-
sjeéna razgradljivost N liofiliziranih krmiva 81.8, susenih na
60 °C kroz 24 h 76.2, a suSenih na 80 °C kroz 48 h 68.7%.
Susenje pri visim temperaturama dovodi do podcjenjivanja
topljivosti i precjenjivanja sadrzaja nerazgradljivog SB u
svjezoj krmi. Utjecaj susenja na razgradljivost N dehidrira-
nih, koncentratnih krmiva i krmnih smjesa nije toliko izra-
Zeno jer se ta krmiva tradicionalno konzerviraju snizava-
njem viage na 12-15%.

- lzgleda da je oportuna liofilizacija zelene krme, silaza
i vodenastih krmiva te dosusivanje sijena i ostalih
krmiva na 60 °C kroz 48 sati jedino kada sadrze visSe od
15% vlage.

Prvi nedostatak ove metode je Sto sadrzaj vrecCica-
krmivo nije usitnjeno Zvakanjem i prezivanjem ve¢ mljeve-
njem (Kennedy i sur., 1984). Mljevenje i prosijavanje
materijala se provodi sa ciliem ujednjacavanja veliCine
¢estica hrane i oponasanja procesa usitnjavanja hrane u
prezivaca, posebno voluminozne krme. Nadalje, mljevenje
povecava dodirnu povrsinu uzorka i njegovu pristupaénost
mikrobima buraga. Opcenito, krupnije Cestice hrane se
sporije i varijabilnije razgraduju nego sitnije.

Posto se razlicito ponaSaju cestice koncentratnih i
voluminoznih krmiva Nocek (1988) predlaze da se Cestice
koncentrata melju sa Wiley mlinom na krupno¢u 2 mm, a
suhe voluminozne krme 5mm. Zelena krma i silaze
(< 60% ST) se trebaju prvo liofilizirati ili osusiti na 60-70%
ST te zatim samljeti i prosijati kroz sito promjera 5 mm.

Suprotno tome Lindberg (1985) predlaze meljavu
krupnoce 1-2 mm. Michalet-Doreau i sur. (1987) sugeri-
raju da je optimalna meljava krme u istrazivanju razgradlji-
vosti SB 0.8 mm. Peyraud (1991) konstatira da mljevenje
¢estica voluminozne krme na 0.8 ili 1.5 mm neutjece bitnije
na razgradljivost SB. Gill i sur. (1966) su dobili da krave
usitnjavaju Gestice hrane na prosjeénu veli¢inu izmedu 1.2
i 1.6 mm.

Suglasno ovome i €injenici da vecina istrazivaca koristi
voluminozna krmiva samljevena na veli¢inu 2 mm, a ener-
getskih i proteinskih koncentrata na 1 mm smatramo ove
veli¢ine optimalnim u ispitivanju razgradljivosti SB.

Veli¢ina pora vrecica — porozitet
Bag porosity

U vredici inkubiranoj u buragu trebaju biti isti mikro
uvjeti kao i u okolnom mediju-buraznom sadrzaju.
Porozitet je kompromis izmedu rizika gubitka nerazgrade-
nih ¢estica hrane, otjecanja krutih ¢estica buraznog sadr-
zaja te utjecanja i istjecanja tekuce faze u i iz inkubiranih
vrecica. Nadalje, pore trebaju biti takve veliCine da ne
selekcioniraju ulaz i izlaz tipiéne mikropulacije buraga u/iz
vreéica (Linberg i Knutsson, 1981). Gubici materijala iz
vrecica ocituju se u mehanickim izlascima Eestica iz vrecica
prije inkubacije i otjecanju otopljenih, ali ne i razgradenih
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¢estica u prvim minutama inkubacije (> 15 min.). General-
no, §to je veci porozitet to su proporcionalno gubici vegi, ali
se ta razlika smanjuje sa duZinom inkubacije (Lindberg i
Varvikko, 1982). Murphy i Nioletti (1984) su istrazivali
utjecaj poroziteta vrec¢ica od 40-102 odnosno 6-20 um na
razgradljivost N i ustanovili da je ona mnogo sli¢nija in vivo
vrijednostima pri ve¢em porozitetu. ..

Prema Czerkawski (1986) prosje¢ni promjer bakterija
buraga je 1.5 (0.3-5) um, a protozoa 20 (10-50) um, te
porozitet zbog ovoga razloga ne bi trebao biti manji od
20 um. Suglasno ovome Meyers i Mackie (1986) su nasli
da u vrecicama poroziteta 5 um ima < 10%, a na vreéi-
cama 53 um ima 60% od ukupnog broja mikroba u buragu.
Marinnucci i sur. (1922) su opseznom istrazivanju uspore-
divali mikrouvjete u vrecici i buragu utvrdili da su uvjeti u
vreéicama poroziteta 50 um sliénim onima u okolnom
mediju buraga. Takoder su ustanovili da je znac¢ajan utjecaj
i vrste tkanja vrecica na uvjete u njoj. Naime, nasli su da je
razgradljivost ST i narogito SV veéa u vreéicama od
dacrona nego sljepljenih niti Tetko vlakana. Ekonomski gle-
dano vazno je znati koliko se puta jedna vrecica moze kori-
stiti u ispitivanjima. Setala (1983) preporu¢uje da se ona
koristi 3—4 puta.

Prema Maddox i Polan (1980) iz vreica poroziteta
50-150 um znatno je odstranjivanje nerazgradenih ¢estica
nakon postinkubacionog perioda. Po nalazima razli¢itih
autora pozeljni porozitet vrecica je: Orskov (1982) 20—
40 um, Linberg (1985) 20—40 nm, Setala (1983) 40 um,
Sten i Satter (1984) 52 im, Olderman (1986) 3540 p,
Nocek (1988) 40-60 um, Van Straale i Tamminga (1991)
30-50 um.

Iz iznesenog je vidljivo da bi se kao optimalni porozitet
mogle uzeti pore velicine 40-50 um.

Masa uzorka
Sample size

Masa uzorka koji se pakira u vrecicu takoder je kom-
promis izmedu potrebe da ostane dovoljna masa uzorka za
analizu nakon dugotrajne inkubacije (48 ili 72 h) i zahtjeva
da su sve cestice uzorka dostupne mirkoorganizmima
buraga. Ovdje je bitan omjer izmedu mase uzorka i povr-
sine vreéica-mg/cm?. Keuren i Heineman (1962) su usta-
novili da sa porastom mase uzorka u vrecici opada njegova
razgradljivost u prvim satima inkubacije. Uden i Van Soest
(1974) pokazali su da se probavljivost stani¢ne stjenke
smanijuje sa 54 na 38% kada raste masa uzorka sa 6.5 na
50 ST mg/cm?. Nocek (1985) navodi da nema signifikantne
razlike u razgradljivosti SB sojine saéme izmedu 12.6 i 25.3
ST mg/cm?,

Uzevsi u obzir i prijedlog Lindberga (1985) mozZe se
smatrati da je optimalni omjer izmedu mase uzorka i povr-
Sine vrecica 10-20 mg ST/cm?.

Olderman (1986) predlaze da je omjer izmedu duljine i
sirine vrecice 1:1.5.

PoloZaj vre¢ica u buragu
Position of the bag in"the rumen

Vrecice trebaju biti postavljene u buragu tako da je
neometano njihovo slobodno kretanje u i sa buraznom teé-
nosti i da je omogucena slobodna izmjena te¢nosti izmedu
vrecica i okoline.

Prema Babniku (1989) vecina autora predlaZe da se
kesice veZu na 25 cm dugacke najlonske uzice kada se
inkubiraju u buragu ovce, odnosno 50 cm u buragu krave.
Drugi problem je mjesto inkubacije u buragu. Naime, Balch
i Johnson (1950) iznose da je razgradljivost pamuka i
sijena veca u ventralnom nego dorzalnom odjeljku buraga.
Stritzler i sur. (1990) su ustanovili da sa porastom udalje-
nosti vre¢ica od kanule raste razgradljivost suhe tvari i
mikrobna aktivnost mjerena koncentracjom ATP u vreéici.
Razgradljivost suhe tvari sijena engleskog ljulja nakon 24
sata inkubacije u buragu krave iznosi 45.1 na uzici dugoj 25
i 74.4% na uzici dugoj 105 cm. (Uden, 1978) predlazu
opterecenje vretica radi njihova zadrzavanje na istom mje-
stu u buragu. Suprotno ovome Mehrez i Orskov (1977) i
Lindberg (1985) sugeriraju slobodno, naoptere¢eno kreta-
nje vrecica u buragu. Razlog ovome je ¢injenica da optere-
¢enje ne umanjuje varijabilnost razgradijivosti ST. Takoder
je vazno odrediti uniformnu duzinu uzice radi dobivanja
usporedivih rezultata.

Pregledom citirane literature ustanovili smo da, gdje je
to spomenuto, je duzina uzice 25 cm u fituliranih ovaca i
50 cm odraslih goveda, odn. da vrecica treba biti u ventral-
noj vre¢i buraga.

Duzina inkubacije
Lenght of the incubation

Trajanje pojedine i svih inkubacija te njihov broj ovisi
od vrste krmiva (koncentrati ili voluminozna) i hranjive tvari
¢ija se razgradljivost istraZuje. Za koncentrate se predlaze
maksimalno 24 h, 72 h za suhu voluminoznu krmu, 96 h za
grubu voluminoznu krmu i 48 h za zelenu krmu, silaZe i sje-
naze (NKJ, 1985; Tisserand, 1989).

Tamminga i Ketler (1986) odreduju nerazgradljivi pro-
tein krme prezivaca kao % N koji je ostao u vrecici nakon
14 dana inkubacije. Isto tako i Straalen i Tamminga (1990)
na osnovi istraZivanja predlazu da inkubacija uzorka traje
10 dana. Po njima protein krme se dijeli u perivu frakciju
(P), koja se ispere iz vretica bez inkubacije u buragu,
nerazgradljivi protein (NP), koji ostane u vre¢icama nakon
desetodnevne inkubacije i netopivu razgradijivu frakciju
(RP = —P-NP).

Suglasno re¢enom razgradijivost bjelanevina se ispi-
tuje krace, a strukturnih vliakana duze vrijeme.

Intervali ili distribucija inkubacije ovise o duzini inkuba-
cije. Tako Nocek (1988) predlaZe da se uzorci u intervalu
0-6 h vade svaki 1 ili 2 h, u intervalu 6—24 h svaki 3ili 6 h
i > 24 h svaki 6 ili 12 h. Michalet-Doreau i sur. (1987)
predlazu sliedeu ucestalost vadenja vredica 2—4—8-24 i
48 sati.
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Vrsta Zivotinje
Type of animal

Tehnika najlonskih vrecica koristi se u istraZivanju
buraZne probavljivosti krava, junadi, junica, ovaca, koza i
konja, a najtesée goveda i ovce (Uden i Van Soest, 1984).

Siddons i Paradine (1983) su usporedivali razgradlji-
vost istih krmiva u ovaca i junadi hranjenih sli¢nim obrokom
(sijeno i sijeno: koncentrat) i dobili da ovce signifikantno
vise razgraduju ST nego junad, ali je redosljed krmiva po
visini razgradljivosti sli¢an. Suprotno ovome, kada koncen-
trat ¢ini 50 i vie postotaka ST obroka njegova razgradnja u
buragu je nesto niza nego u goveda (Fahmy i Sundstol,
1985; Boe 1989). Ova razlika se moze objasniti slabijim
pufernim kapacitetom ovaca nego goveda (Franklin i sur.,
1981). Medutim, Prrigs i sur., (1984) su nasli slicnu raz-
gradljivost SB i ST izmedu junadi i ovaca hranjenih volumi-
noznim obrokom. Po misljenju Poppi i sur., (1980)
osnovnu razliku izmedu vrsta Zivotinja uzrokovana je razli-
kama u duzini zadrzavanja hrane u buragu.

Izgleda da je fiziologija burazne probave koncentrat-
nog tipa obroka prili¢no razli¢ita izmedu goveda i ovaca, te
je upitna primjena rezultata istraZivanja sa ovaca na inten-
zivno hranjena goveda.

Takoder je utvrdena znacajna varijabilnost u razgradilji-
vost, narotito lignoceluloze, unutar Zivotinja iste vrste
Demeyer i Dendooven (1987) su utvrdili sljedecu razliku u
razgradijivosti lignoceluloze soje 24 sata inkubacije 70.3—
86.8%. Zato se u ispitivanju razgradljivosti treba koristiti 3 i
vide Zivotinja, a vrecice stavljati u duplitkatu za svaku inku-
baciju (Orskov, 1982). Francuzi (Michalet-Doreau i sur,
1987) koriste dvije krave, ali se po inkubaciji stavljaju tri vre-
¢ice. U oba sluéaja se dobije Sest ponavljanja po inkubaciji,
§to je dovoljni broj za kasnije izratunavanje efektivne raz-
gradljivosti.

Osnovni obrok
Basal diet

Obrok je glavni faktor koji odreduje koli¢inu i tip mikro-
ba, a time i brzinu i obujam burazne probave hranijivih tvari.

Svaki pokus probavljivosti, pa tako i ispitivanja raz-
gradijivosti, sastoji se od pripremnog (adaptacionog) i
pokusnog (kolekcionog) perioda (Cottyn i sur., 1989). U
pripremnom periodu Zivotinje se prilagodavaju na novu
vrstu krmiva, razinu i sastav obroka, uz istovremeno Cisce-
nje probavnog trakta od ostataka prijasnjih obroka. Dok u
istrazivanju probavljivosti ispitivano krmivo mora biti
sastavni dio obroka u in sacco metodi ono ne mora, ali je
pozeljno da bude komponenta osnovnog obroka. Osobito
ako se radi o krmivu koje ima veéi udjel u uobi¢ajnom
obroku (voluminozna krma i glavna energetska krmiva;
kukuruz ili jetam). Kada se istraZzuje utjecaj strukture i
razine obroka na razgradljivost SB Zivotinje se moraju odre-
deno vrijeme prilagodavati na njega. DuzZina prilagodbe
zavisi od ostrine promjene obroka.

Prema Schimannu (1981) pripremni period traje: — 20
dana pri oStrim promjenama sastava obroka
— 10 dana pri normalnim promjenama sastava obroka
— 7 dana pri blagim promjenama sastava obroka.
Nakon pripremnog slijedi pokusni period u kojem se obi¢no
tri uzastopna dana provodi inkubacija jednog krmiva u
buragu iste ovce (Orskov, 1982).
Osnovni obrok obuhvaéa nekoliko faktora koji utje¢u na
razgradljivost.

Cini se da se na voluminoznom obroku razvija znatno
brze odgovaraju¢a mikroflora predZeludaca nego koncen-
tratnom obroku (Warner, 1965). Siddons i Paradine (1981
i 1983) iznose da se razgradljivost SV i SB biljnih krmiva
smanjuje sa porastom udjela energtskih koncentrata u
obroku. U normalnom obroku preZivaca glavni izvori ener-
gije su ugljikohidrati, ovisno od toga da li je dominantna
komponenta Zitarice-Skrob ili voluminozna krma — celuloza
+ hemiceluloza. Mikrobni rast je efikasniji na njihovoj kom-
binaciji nego njima kao pojedinanim izvorima energije
(Mathers i Miller, 1981).

Skrob, Seceri i pektini brze se metaboliziraju u buragu

nego celuloza i hemiceluloza (Hungate, 1966). Visoko
ucede Secera i $kroba u obroku uvijek je povezano sa sni-
Zenjem pH buraga i promjenom celuloliticke u amiloliticku
bakterijsku populaciju buraga (Mann i Orskov, 1975). Ove
promjene uzrokuju opadanje in situ probave celuoze i SV
(Setala, 1983).
U biti ovdje se radi o negativnom utjecaju asocijativnog
efekta na razgradljivost struturnih ugljikohidrata (Huhta-
nen, 1991). Ostre promjene strukture obroka sa visoko
voluminoznog na visoko koncentratni obrok uzrokuje i sma-
njenje razgradljivosti SB voluminozne krme (Siddons i
Paradine, 1981, 1983). Susmel i sur. (1988) su dobili da
dodatak 6% loja ili ulja povecava efektivnu razgradljivost
sojine sacme, ali ne i silaZze lucerne.

Mathers i Miller (1981) predpostavljaju da je opti-
malna sinteza mikrobnog N, razgradnja ST i SB pri 70%
udedéu voluminozne krme u obroku. Faria i Huber (1984)
iznose da porast udjela zrna kukuruza sa 0 na 60% u ST
obrokd ne mijenja znaéajnije in situ probavljivost ST silaze
kukuruza, sijena lucerne i livadnog sijena.

Neznatan je utjecaj strukture obroka na razgradljivost
animalnih krmiva (Orskov, 1982).

Zato je u laboratorijskom odredivanju razgradljivosti
potrebno standardizirati strukturu osnovnog obroka radi
usporedivosti rezultata razgradljivosti ST, SV i SB. Kada se
koriste fistulirane krave i junad onda se obrok sastoji od
30% koncentrata i 70% dobroga sijena (Mchalet—Doreau
i sur., 1987).

S druge strane kada se istrazivanje razgradljivosti pro-
vodi s ovcama onda se predlaze samo sijeno ili isto kao kod
goveda. Prema istom autoru sijeno treba sadrzavati 11—
12% SB/ST, a koncentrat 17-18% SB/ST. Kod obroka
zasnovanog na voluminoznoj krmi treba imati na umu da je
razgradljivost bjelancevina ispitivanog uzorka veca na
obroku od zelene nego suhe voluminozne krme (Van
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Straalen i Tamminga, 1990). Ovu pojavu navedeni autori
objasnjavaju jaéom proteolitickom aktivno$éu proteaza
svjezih nego susenih krmiva.

U rutinskim istraZivanjima zivotinje treba hraniti ona-
kvim osnovnim obrokom kakvi se koristi u praksi doti¢ne
sredine (Nocek, 1988).

Smatramo da je slijededi prijedlog Schiemanna (1981)
za kemijski sastav obroka u ispitivanju probavljivosti opti-
malan i u ispitivanju razgradljivosti hranjivih tvari: surova
vlakna = 180 g/kg ST; surovi protein uklju¢ujuéi i NPN =
120 g/kg ST do maksimalno 200 g/kg ST; surove masti <
100 g/kg ST; sadrzaj skroba = 400 g/kg ST i mono— i disa-
harida = 200 g/kg ST.

S obzirom na snazan utjecaj strukture osnovnog
obroka na razgradljivost hranjivih tvari pojedinog krmiva
potrebno je da on u svim istrazivanjima sadrzi jedno ili dva
standardna krmiva (Tisserand, 1989).Takader bi istrazi-
vano krmivo (naroéito zelena krma, silaza ili sjenaza) tre-
balo biti komponenta obroka Zivotinje.

Skandinavski i francuski normativi (NKJ, 1985; Verite,
1987) predlaZzu da se Zivotinje hrane na uzdrznoj razini hra-
nidbe, a americki (Owens, 1985) ad libitum ili na razini hra-
nidbe koja odgovara praksi jer se time omogucuje primjenj-
livost dobijenih rezultata.

Brzina oticanja Cestica iz buraga
Outflow rate of particles from the rumen

Najveci dio topljivih hranjivih tvari se brzo metabolizira
u buragu. Veéina nerazgradenih tvari oti¢e iz buraga pove-
zana sa krutim Cesticama hrane. Naravno, moguce je da
vrlo sporo razgradljivi topivi protein i strukturna vlakna
odlaze iz buraga kao tekuca faza (Mangan, 1972; Kris-
hanmoorthy i sur., 1982).

U in situ istraZivanju vazna je brzina otjecanja neraz-
gradenih tvari iz buraga, odn. duzina njihovog zadrzavanja
u buragu jer nam ona kazuje koliko tih tvari dospije u duo-
denum. Otjecanje Gestica zavisi od dva procesa: mehanic-
kom i mikrobioloskom usitnjavanju Cestica hrane i brzini
otjecanja digesta. Brzina otjecanja digesta iz cijelog ili dijela
probavnog trakta oznacava se s k u jedinici vremena h ili
recipro¢no 1/k, zadrzavanje digesta u buragu sa h (Orskov
i McDonland, 1979). Brzina otjecanja tekuce i krute faze
buraznog sadrzaja prvenstveno ovisi od razine hranidbe, s
tim da je brzina otjecanja tekuce faze brza. Prema Broder-
cku i sur. (1991) omjer izmedu oticanja krute i tekuce faze
krece se u rasponu od samo 1.7-2.2 (u prosjeku 2) pri visi-
nama hranidbe od 1,1 do 4% od tjelesne mase).

Razina hranidbe prezivaca varira izmedu uzdrznih pa do
pet puta iznad uzdrznih. Prema Eliman i Orskov (1984) pri
razini hranidbe ovaca 0.5 k = 0.01, apri 2.0 k = 0.039. ARC
(1984) iznosi da se k kre¢e od 0,02 ili 2% na sat pri niskoj
razini hranidbe do 0,08 ili 8% na sat pri visokoj razini hra-
nidbe (> 2.0) tovne junadi i visoko mije¢nih krava. Skanidi-
navski i franucski proteinski sistemi predlazu konstantnu
brzinu pasaze od 0.08 i 0.06 za sve vrste obroka i razine

hranidbe (Madsen, 1985; Verite i sur., 1987). Pretpo-
stavka da je brzina otjecanja digesta konstanta implicira da
je protein krme istovrstan i da se razgraduje istom brzinom
(Hobson i Jouany, 1988). Ovo donekle moze biti ispravno
za koncentratna krmiva, ali ne i voluminozna gdje se pro-
tein Cestica stani¢ne stijenke razgraduje sporije od proteina
staniénog sadrzaja. Ovo je takoder ograni¢avajuci faktor in
sacco metode. Na k utjecu jo$ i struktura obroka, krupnoca
¢estica hrane, njihova gustoca, brzina hidratacije, ucesta-
lost hranjenja i mikrobna aktivnost na povrsini ¢estica (Sut-
therland, 1986; Orskov i Miller, 1988). U Cornell Net Car-
bohidrate/Protein system kao kriterij za procjenu pasaze
digesta iz buraga uzima se masa krmiva (Fox i sur., 1990).
Pri uzdrZznoj razini hranidbe brzina pasaze se krece izmedu
11 3.5%/h, a na trostruko visoj razini od 2 do 6%/h.

Owens i Goetch (1986) izveli su slijedeée jednadzbe za
izratunavanje brzine pasaZe burazne tekucine, Cestica
koncentrata i ¢estica voluminozne krme:

ye =4.15 + 0.77kk 2.32 kvk
ym = 1.30 + 0.61kk + 4.88 kvk + 1.25kk
Yvk = 0.94 + 1.34kk + 1.24 kvk

gdje je ye brzina otjecanja tekuce faze (%/h)
ym brzina otjecanja testica koncentrata (%/h)
Yvk brzina otjecanja ¢estica voluminozne krme
(%/h)

kk konzumacija ST koncentrata (% od tjelesne mase), a
kvk konzumacija ST voluminozne krme (% od tjelesne
mase).

‘Kristensen i Weisbjerg (1991) su, na temelju podataka

koje iznosi Lindberg (1985), utvrdili jednostavnu relaciju
izmedu razine hranidbe (g ST/kg tjelesne mase) i brzine
otjecanja krutih ¢estica iz buraga.

Brzina otjecanja digesta (h-)=k + 0.000864+ razina
hranidbe (k je prosjeéni koeficijent otjecanja digesta, i
iznosi 0.00864). Osim karakteristika krmiva i obroka na
brzinu otjecanja digesta utjeéu i osobitosti Zivotinje: fizio-
losko stanje, vrsta i dob, tako da su individualne varijacije u
razgradljivosti ST dosta visoke. lzrazene koeficijentom vari-
jacije iznose 2 — 25%, prosjek 12% (Warner, 1981). Stim
da brzina otjecanja digesta ima snazniji utjecaj na razgrad-
liivost ST, SB i SV u goveda nego ovaca i koza. Ovo je i
razumljivo jer se goveda intenzivnije hrane nego ostali pre-
zivaci (Alam i sur., 1983).

Posto je direktno odredivanje brzine pasaZe sloZen
postupak, a na nju utjecu raznovrsni faktori, od kojih je naj-
jaci utjecaj razine hranidbe, predlazemo da se u izracuna-
vanju efektivne razgradljivosti koristi formula Kristiensen i
Weisbjerga (1991).
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Vrecice se stavljaju u burag u vrijeme hranjenja Zivoti-
nja i od tada se mjeri duzina inkubacija (Lindberg, 1991).

Smatramo da bi u znanstvenim istrazivanjima trebalo
koristiti prijedlog Noceka (1988), sa time da se nerazgrad-
ljivi protein odreduje po Straalena i Tamminge (1991).

Odredivanije topivog proteina
Determining of the soulable protein

Topivi protein (frakcija a) se odreduje na vrlo razli¢ite
nacine ¢ime se dobiva velika razlika u koli€ini topivog pro-
teina. Zhang i Bunting (1991) su na 132 uzorka engleskog
ljulja i aleksandrijske djeteline istrazivali topivost N u 12 raz-
licitih otapala. Ustanovili da se ona kre¢e od 12.9% do
55.7% u ljulju i 11.2 — 37.8% u djetelini ovisno od upotreb-
ljenog otapala. Svi francuski autori odreduju topovi N eks-
trakcijom u umjetnoj slini (bikarbonatnofosfatnom puferu
pH = 6.9) na nacin kako to propisuje Verite i Demarquilly
(1976). Intersantan je prijedlog Madsen i Hvelplud (1991 —
pismeno priop&enje) odredivanja topivog proteina koji se
sastoji u sliedeéem. 1 g uzorka se pomje$a sa 40 ml desti-
lirane vode (20 °C) i nakon 1h ispere sa 4 x 40 ml vode na
bezdusiéni filter papir. Topivi protein je razlika izmedu koli-
¢ine N u uzorku i ostatku na filter papiru. Vecina autora
uzima vrijednosti inkubacije od 2 h kao topivi protein Satala
(1983).

Zbog jednostavnosti i lako¢e izvodenja Madsen i Hvel-
plud (1991) tehnike pozeljno bi ju bilo uzeti kao standardnu
u odredivanju topivog proteina.

Pred - i (post)inkubacijski postupci sa vrecicama
Pre and (post)incubation manipulation with the bags

Neki autori Nocek. 1988; Murphy i Nicoletti. 1984)
predlazu da se vrecice prije inkubacije kvase u toploj
(39 °C) vodi ili puferu kroz 15 min radi odstranjenja cestica
hrane sitnijih od pora vrecice i na taj nacin odkloni greska u
procjeni razgradljivost ST, SB i strukturnih vlakana. Medu-
tim, ovaj postupak nije Sire prihvacen jer se tako odstranjuje
i 15-16% topive suhe tvari je¢ma (Figroid i sur., 1972) i
9.4-15.7% sijena (Lindberg i Kneutsson, 1981).

Uobi¢ajno je pranje vrecica nakon inkubacije. Tim
postupkom se odstranjuju bakterije, protozoe i gljivice koje
su kolonizirale i povezale se sa ¢esticama uzorka i zaustav-
lia njihova razgradnja. Nadalje, odstranjuju se razgradene
Gestice i burazna teénost. Ovo je osobito zna¢ajno u istra-
zivanju razgradljivosti SB. Zato sto mikrobni protein moze
biti zna¢ajan dio nerazgradenih bjelancevina (Lindberg i
Varvikko, 1982). Standardno je prihvaceno da se vrecice
peru u hladnoj vodi sve dok iz njih neistjee bistra te¢nost.
Tamminga i sur. (1989) predlazu da se vrecice peru ru¢no
ili u ve$ masini sa hladnom vodom kroz 15 min bez centri-
fugiranja. Nocek (1988) predlaZe da se vrecice peru u teku-
¢oj hladnoj vodi — 90s/vrecici uz pazljivu manipulaciju. Van
Soest (1983) sugerira da se uzorci nakon inkubacije peru u
neutralnom detergentu kroz 16 sati, jer se na taj nacin

odstranjuju mikrobi vezani sa nerazgradenim Cesticama
hrane. Hof i sur. (1990) su usporedili tri postupka pranja
vredica nakon inkubacija i ustanovili da nema razlike u
sadrzaju aminokiselina izmedu vre¢ica pranih u ve§ masini
ili neutralnom detergentu ili njihovoj kombinaciji. Opcenito
je prinvaceno da je razgradena ona koli¢ina bjelancevina
koja je nestala iz vrecica nakon inkubacije. Medutim, Chen
i sur. (1987) su nasli da iz vreéica izlaze i peptidi koji za 3—
5% jedinica mjenjaju efektivnu razgradijivost.

Na temelju iznesenog moze se preporuciti pranje vre-
¢ica nakon inkubacija u standardnoj ve$ masini u hladnoj
vodi kroz 15 min bez centrifugiranja. Cherney i sur. (1990)
su ustanovili da se u ve$ masini moze odjednom prati do
200 vredica.

Mikrobna kontaminacija
Microbial contamination

Kontaminacija uzoraka nakon inkubacija mikrobnim N
je daljnji nedostatak ove metode. Dio bakterijske populacije
buraga je évrsto povezan sa ¢esticama hrane u vreCicama.
Ukoliko bakterije nisu odstranjene ispiranjem one poveéa-
vaju koli¢inu nerazgradenog, odnosno smanjuje koli¢inu
razgradenog bjelancevina. Bernard i sur., (1988) navode
da mikrobni N &ini 14,6% nerazgradenih bjelancevina zele-
nog engleskog ljulja. Michalet-Doreau i Ould-Bah (1989)
iznose na temelju analize 51 uzorka voluminozne krme da
mikrobna kontaminacija dovodi do podcjenjivanja stvarne
razgradljivosti SB od 2 do 20 poena. Podcjenjivanje je vece
(15 poena) u krmiva siromasnih proteinom (<8% SB)
nego u krmiva bogatih proteinom (18% SB) kod kojih iznosi
8%. Autori takoder zakljuéuju da je podcjenjivanje sadrzaja
ragradljivog SB u voluminoznoj krmi zavisno od sadrZaja
SB i strukturnih ugljikohidrata. Naime, udjel mikrobnih bje-
lanéevina u nerazgradenom SB je niZi pri vetem sadrZaja
SB i obrnuto, visi pri veéem sadrzaju strukturnih ugljikohi-
drata. Iz navedenih razloga korekciju na mikrobni protein
treba vrsiti samo pri inkubaciji voluminozne krme.

Visina greske zavisi takoder i od duZine inkubacije
uzorka. Tako Nocek i Grant (1987) pokazuju da mikrobni N
uzrokuje precjenjivanje sadrzaja nerazgradenog N sijena
macjeg repka za 1% pri trajanju inkubacije 1 h i 30.6% pri
trajanju inkubacije 24 h. Nocek (1989) predlaze da se
mikrobna kontaminacija uzoraka krme, odobito nisko kvali-
tetnog sijena odreduje pomocéu nekih markera (diaminopi-
meliéne kiseline, ribonukleinske kiseline, NDV, ST i drugih.

Medutim, ovaj postupak je izrazito skup, te smatramo
da bi se stupanj greske razgradljivosti N (Razgr.) uzroko-
van mikrobnom kontaminacijom voluminozne krme mogao
odredivati po formuli Michalet-Doreau i Old-Bah (1989)

Razgr. = 6.4—0.365SB + 0.170NDV +/-1.9
gdje je Razgr. greska u razgradljivosti SB u %, SB sadrzaj

surovih bjelan¢evina (SB/ST) i NDV sadrzaj strukturnih
ugljikohidrata (%/ST).
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Izra¢unavanje efektivne razgradljivosti bjelanéevina
Calculation of the efecitve degradability of protein

Orskov i Mehrez (1977) su utvrdili da dinamika raz-
gradnje bjelancevina u buragu ima isti tok kao enzimatka
kinetika prvog reda a koja se moze najbolje opisati sljede-
¢im matematickim modelom koji ima oblik eksponencijal-
nom jednadzbom (Orskov i McDonald, 1979)

rp=a+b(1—e) (1)

gdje je rp u istazivanju dobiveni nestanak SB iz vrecica u
svakom periodu inkubacije (2, 4, 8,... h) a, b i ¢ su neline-
rarni parametri izraunati iz gornje jednadzbe i oni su spe-
cifitni za svako pojedino krmivo i tip obroka. Fizioloski gle-
dano da je u hladnoj vodi topljiva frakcija bjelanéevina. b je
netopivi, ali potencijalno razgradljivi SP, a +b predstavljaju
maksimalni obujam razgradljivosti, ¢ je brzina razgradnje
frakcije b surov bjelancevina u jednom satu, t je duzina
inkubacije u satima i e je prirodni logaritam. Ova jednadzba
ima slijede¢e ograni¢enje da su a+b=100%. Iz ovako
izra¢unatih parametara a, b i c, te izmjerena ili izracunata
brzina otjecanja digesta (k) dobije se efektivna razgradlji-
vost po formuli Orskov i McDonald (1979). Efektivna raz-
gradljivost bjelancevina (ERP)

ERP =a + be/(c + k) )

Proporcija frakcije b stvarno razgradene u buragu odre-
dena je omjerom c/(c + k).
Nerazgradljivi protein (NRP)

NRP = bk/ (c + k) + (1 — (a + b)) 3)

1—(a+Db) predstavlja koli¢inu proteina koja je ostala
nerazgradena u vrecici pri vr.emenu t = =,

Modeli 1, 2 i 3 su prihvaéeni kao stadardni nacini raéunanja
(ne)razgradljivosti bjelan¢evina hrane u Velikoj Britaniji
(ARC, 1984).

NRC (1985) model uzima da se bjelancevine hrane sastoje
od tri frakcije (A, Bi C). Ai B frakcija su identi¢ne frakcijama
a i b u Orskov i McDonald (1979) modelu. Razlika je u
svojstvima frakcije C koja predstavlja potpuno neiskoristive
bjelantevine u probavnom traktu tj. nerazgradijive u buragu
i neprobavljive postruminalno, a prema ARC (1984) one
mogu biti izvor aminokiselina za Zivotinju domacina nakon
probave u tankom crijevu. Tako riblje i krvno brasno imaju
dosta nerazgradljivog proteina koji je visoko probavljiv u
tankom crijevu tj. sadrze malo neiskoristivog proteina (C).
Po NRC efektivna razgradljivost proteina (ERP) se izra-
cuna po formuli

ERP = A + B (keg/(keg + Kop)) (4)

gdje su kgg brzina razgradnje frakcije B, a kg brzina pasa-
Ze.

Nerazgradljivi protein (NRP)
NRP = B(kpg/(kes + kpg) + C) (5)

Medutim, razgradljivost proteina ne prati u svim slu¢aje-
vima oblik krivulje kinetike prvog reda (Nocek i English,
1986).

U situaciji prije po¢etka degradacije (t,) netopive frak-
cije ERP vrijednosti moze se izraunati

ERP=a+b'c/(c+k)exp—(c+Kk)t,. (6)

Mather i Miller (1981) predlazu model u kojem se kon-
stanta brzine razgradnje bjelancevina (ky) izrazi kao nagib
regresije prirodnog logaritma ostatka bjelnacevina u vrecici
nakon inkubacija.

ERP=a+ (1 —a) (kg/k + kd) (7)

gdje je a protein nestao iz vrecica prije inkubacije — topivi
protein pri t =0, a k je brzina oticanja nerazgradenog pro-
teina iz buraga. Svi gornji modeli predpostavljaju da je a
brzo topiva frakcija bjelancevina i odreduje se na slican
nacin, te da je a+ b= 100.

Kristensen i sur. (1982) predlazu drugadciji model
racunanja ERP na sljedeci nacin.

EPD =X [RP(tl + 1)—RP (th)] (f(tl + 1)) (8)

Posljednja jednadzba trazi postivanje sljedecih uvjeta:
distribucija inkubacija treba biti takva da prva inkubacija
bude dovoljno kratka (< 2 h) radi pravilne procjene topljivih
bjelnacevina (a), a posljednja dovoljno dugacka (72 ili 96 h)
da se dobije maksimalna razgradljivost netopivih bjelance-
vina — b (Dhanoa, 1988). Sporo razgradljivi protein nema
tok razgradnje koji opisuje eksponencijalna jednadzba
enzimatske kinetike prvog reda. Sporo razgradijive bjelan-
¢evine nemaju tok razgradnje koji opisuje eksponencijalna
jednadzba enzimatske kinetike prvog reda (Robinson i
sur., 1986). Stoga autori predlazu da posljednja inkubacija
traje 9 — 14 dana, a Sto prihvaéaju i drugi nizozemski znan-
stvenici (Vuuren i sur., 1990; Stralen i Tamminga 1990).
Prema njima bjelancevine krme se dijele u perivu frakciju
(P) — koja se ispere iz vrecica prije inkubacije, nerazgradljivi
protein (NP) koji ostane u vreéicama nakon 10 d inkubacije
— isti je kao frakcija C u NRC modelu, netopivi razgradljivi
protein (RP) koji se izraéuna prema formuli

RP =100—(P + NP) (9)

ERP se izratuna prema jednadzbi 4., u kojoj se ¢ izrazi kao
brzina razgradnje proteina do 10 d inkubacije, k je konstan-
tna brzina pasaze 0.06/h. Omjer izmedu ¢ i k (c/k) odrazava
uvjete razgradnje RP.

ERP = A + B[c/c + k)]« (10)

Krmiva 34 (1992), Zagreb, 3, 105-117

111



I

D. Grbesa, Tajana Cemy i Vesna Pavié: IN SACCO METODE ODREBIVANJA RAZGRADLJIVOSTI BJELANCEVINA HRANE

Stoga je model Orskova i McDonalda (1979) prihvat-
sto¢ne hrane jer predpostavlja da je nerazgradijivi protein
djelom probavljiv u tankom crijevu.

Opisani, kao i drugi, matematicki modeli dinamike raz-
gradnje i izracunavanja efektivne razgradljivosti su pojed-
nostavljena stvarnost i temelje se na dva esencijalna obilje-
Zja: (1) proteini hrane se sastoje od frakcija razliCite raz-
gradljivosti i (2) nestanak proteina iz vrecica je rezultat isto-
vremene razgradnje i pasaze Cestica hrane (Broderick i
sur., 1991). Oni nam ne govore nita o mikroorganizmima
buraga te nacinu i sudbini razgradenog proteina (Hobson i
Jouany, 1988).

Usprkos navedenim nedostacima in situ metoda je
danas siroko rasprostranjena i njome je procjenjena pro-
teinska vrijednost velikog broja krmiva za prezivace. Isto-
vremno je i ona predmet stalnog istraZivanja i modificiranja.

Zato je i cilj ovoga rada predloZiti standardnu proce-
duru u koju su ukljuéene nove znanstvene spoznaje o dje-
lovanju pojedinih faktora na njenu pouzdanost.

Prijedlog standardne in situ metode
Proposed standard in situ method

Na temelju iznijetog pregleda literature o€ito je da se in
situ, kao i svaka druga kemijska i bioloSka, metoda nalazi u
procjepu izmezu Zelie da bude $to preciznija, tocnija i
ponovljiva s jedne strane, te jednostavna, brza i jeftina s
druge strane. Zato su svi poku$aji standardizacije kompro-
mis izmedu ova dva tesko uskladiva zahtjeva i uzrok razli-
¢itosti u pojedinim postupcima in situ metode.

Stoga na temelju ovoga pregleda literature, iznosimo
prijedlog in situ metode.

Opis prijedloga standardiziranih postupaka in situ
metode u procjeni razgradljivosti surovog proteina.
Description of the propositon of standardized in situ
procedures used for estimation of crude protein
degradability.

1 Priprema uzorka:
Sample preparation:

1.1.  Susenje
Draying

1.1.1. Susenje uzoraka zrakosuhih krmiva (zrnevlje Zitari-
ca, proteinska krmiva, sijena i suhi nusproizvodi).
Draying of air — dry samples (cerals grains, protein
supplements, hay and dried by — products).

uzorak treba susiti kada sadrzi vise od 15% vlage
susi se u susioniku na 60 °C kroz 48 sati

sample should be dried when containing more than
15% moisture in an oven drier at 60 °C for 48 hours.

1.1.2. Susenje uzoraka zelene krme, silaZa, sjenaZa i soc-
nih krmiva.
Draying of samples of fresh forages, silages, wilted
silage, roots and tubers.

suSenje zamrzavanjem
drying by freezing

1.2.  Mijevenje
Milling

- Voluminozna krma melje se kroz sito 2 mm u Wiley
mlinu.
Forages milled through a 2 mm screen in a Wiley
mill.

- Koncentratna krma melje se kroz sito 1 mm u Wiley
mlinu.
Concentrates milled through a 1 mm screen in a
Wiley mill.

2 Specifikacija vrecice
Bag specification

2.1. Materijal vrecica
Bag material

- Vrecice napraviti od poliestera, najlona ili drugog
materijala koji neprobavljaju mikroorganizmi bura-
ga.

Bags are made of polyester, nylon or other material
which is not digestible by rumen microbes

2.2. Porozitet vrec¢ica 40 — 50 um
Bag porosity

2.3. Dimenzije vreéice
Bag dimensions

- Omijer $irine i duzine vrecice 1:1.5
The widht : length ratio of the bag 1:1.5

2.4. Duzina povezujuce uzice od fistule do vrecice
The length of the attaching cord from the rumen
cannulae ta the bag

- 50 cm u buragu krava
50 cm in the rumen of cows

- 25 cm u buragu ovce
25 cm in the rumen of sheep

2.5. lstu vreticu ne koristiti viSe od 3 — 4 puta
The same bag is not to used more than 3 — 4 times

2.6. Veliina uzorka u odnosu na povrsinu vrecice
Sample size related to bag surface area
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3.1.

3.2

3.3.

4.0.

4.1,

4.2.

10 — 15 mg po centimetru kvadratnom vreéice
10 — 15 mg per square centimetre of bag

Vrsta Zivotinja
Animal species

Najmanije tri odrasla goveda, ovce ili koze.
A minimum of three mature cows, sheep or goats.

Ponavljanje
Replication

Dvije vrecice se stavljaju u burag svake Zivotinje za
svako vrijeme inkubacije

Duplicated bags are placed in the rumen of each
animal for each time of incubation

Kondicija Zivotinje
Condition of animal

Zivotinje trebaju biti u dobroj, ali ne u tovnoj kondici-
ji.

Animals should be in good, but not in condition of
fatness.

Obrok
Diet

Preporuéeni sastav osnovnog obroka suglasno
Schiemanu (1981).

Recommended composition of the basal diet accor-
ding to Schieman (1981).

. Sijeno moze biti jedino krmivo u pokusu ako mu je

probavljivost OT izmedu 55 i 75%
Hay can be fed alone in the trial if the digestibility of
organic matter remain

. ST obroka se treba sastojati od 70% sijena ili silaze

i 30% koncentrata kada se procjenjuje razgradiji-
vost proteina ostalih krmiva.

Dry matter of the diet should contain 70% of hay or
silage and 30% of concentrates when the degrada-
bility of the other feedstuffs are estimated.

. Krmna smjesa treba sadrzavati ispitivano koncen-

tratno, a osnovni obrok voluminozno krmivo (zelenu
krmu, repe i gomoljace).

The concentrate mix should includ tested concen-
trated feedstuff, while basal diet should contain
tested roughages (fresh forages, silage, roots and
tubers)

Obrok bi trebao sadrzavati: surovih viakna = 180 g/
kg ST surovog proteina (ukljucuju¢i NPN) = 120 g/
kg ST i maksimum 200 g/ kg ST; Skroba = 400 g/kg
ST i Secera = 200 g/kg ST.

4.3.

6.1.

6.2.

6.4.

10.

Diet should contain: crude fibre =' 180 g/kg DM;
crude protein (including NPN) = 120 g/kg DM; and
maximum 200 g/kg DM; starch = 400 g/kg DM and
sugar = 200 g/kg DM.

Razina hranidbe treba biti blizu uzdrznih potreba.
Feeding level shoulud be near maintenance level.

QOdredivanje topivog proteina koristenjem postupka
Madsen i Hvelplud (1991).

Determining of soluble protein using procedure des-
cribed by Madsen i Hvelplud (1991).

Trajanje inkubacija
Incubation time

Koncentrati, zelena krma, silaze, sjenaze repe
gomoljace 0, 2, 4, 8, 16, 24 i 48 h.

Concentrates, fresh forages, silages, wilted silage,
roots and tubers 0, 2, 4, 8, 16, 24 and 48 h.

Sijena kao u 6.1. i jo§ 72 h.
Hay as in 6.1. and also 72 h.

Zetveni ostaci kao u 6.2. i jos 96 h.
Crop residues as 6.2. and also 96 h.

Vrecice se stavljaju u burag u vrijeme hranjenja.
Bags are inserted in the rumen at feeding time.

Postupak pranja
Washing procedure

Nakon svake inkubacije vrecice se peru u hladnoj
vodi u stroju za pranje rublja kroz 15 min.

After each incubation bags are to be washed in cold
water in washing machine for 15 min.

Mikrobna kontaminacija
Microbial contamination

Korekciju za mikrobnu kontaminaciju sijena i ratar-
skih nusproizvoda prema jednadzbi Michalet-
Doreau i Old-Bah (1989)

Razgr. = 6.4. — 0.365SB + 0.170NDV +/-1.9.
Correction for microbial contamination hay and crop
residues according to equation by Michalet-
Doreau and Old-Bah (1989) Degr. = 6.4. —
0.365CP + 0.170NDF +/— 1.9.

lzraCunavanje brzine oticanja cCestica. hrane iz
buraga prema Kristensen i Weisbjerg (1991)
Brzina otjecanja digesta (h-') = k + 0.000864*
razina hranidbe
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Calculation of feed particle rumen outflow rate
according to Kristensen i Weisbjerg (1991)
Rumen particle outflow rate (h~') = k + 0.000864
*feeding level

11.  lzraéunavanje efektivne razgradljivosti proteina
prema eksponencijalnoj jednadzbi Orskov i McDo-
nald (1979)
Calculation of effective protein degradabiliity accor-
ding to exponential equation by Orskov i McDonald
(1979)
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SUMMARY

In this review various factors of influence on protein degradability and it is estima-
tion by in sacco method are examined thoroughly. It has been discussed about essen-
tial procedures within a method are examined thoroughly. It has been discussed
about essential procedures within a method which are carried out separately (e.g.
sample preparation, bag porosity, sample size, bag manipulation, type of animal,
basal diet, rumen particle outflow rate and effective degradibility calculation). In spite
of wide — spread usage, this standard method is still not accepted. Lacks of this met-
hod are also presented (e.g. particles of food are not reduced by mastication and
rumination and are contaminated with microbial protein, soluble protein is not always
totally digestible, degradibility is not following the first order kinetic curve every time).

Presented proposition of standard in sacco method is based on critically revie-

wed literature.

Key words: Characteristics of in sacco methods, protein degradibility, proposition of
standard in sacco method.
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