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SAZETAK

In-vitro tvorba plina suvremena je metoda ispitivanja fermentacijskih
karakteristika krmiva koja se razvijala i usavrS8avala zadnjih desetljeca.
Potpuno automatizirana metoda (Cone i sur., 1996.) jeftina je i precizna, te
se sve viSe koristi u laboratoriima Europe. Medu ograniavajucim
¢imbenicima upotrebe in vitro metoda su: potreba za fistuliranom zivotinjom,
dislokacija laboratorija i Zivotinja, te ograni€eno vrijeme transporta buraznog
soka (BS). U ovom radu pokuSalo se utvrditi utjecaj nacina i trajanja
skladis$tenja BS na njegovu aktivnost mjerenu karakteristikama fermentacije
krmiva. Uzorci krmiva su fermentirani sa: svjezim, te 2, 4, 8 i 24 sata Suvanim
u inkubatoru na 39° C, odnosno smrznutim na -24° C tijekom 1, 3, 10, 40, 76
dana BS. Utvrdene su znacajne razlike krmiva, i razliitih vremena Cuvanja
buraznog soka. BS ¢uvan do 4 sata i svjezi BS daju slicne (P<0,05)

fermentacijske karakteristike u in-vitro plinskoj metodi i moze se
upotrebljavati u analizi hranjivosti krmiva.
Kljuéne rijeci: in-vitro, tvorba plina, aktivnost buraznog soka,

fermentacijske karakteristike krmiva

uvoD

In-vivo metode su vrlo komplicirane, skupe i
nepogodne za brze rutinske analize i niSta ne govore
o visini probavljivosti krmiva u pojedinim dijelovima
probavila. Za krmiva preziva€a izuzetno je vazno
znati kolika je njihova probava u predzelucima kao
glavnom mijestu mikrobioloSke razgradnje hrane.
Mikroorganizmi buraga kao hranidbeni supstrat
koriste razgradljivu ili fermentirajuéu organsku tvar
krmiva. Medu brojnim in-sacco i in-vitro metodama
ispitivanja fermentacije krme u buragu prezivaca
metoda automatskog mjerenja proizvodnje plina daje
podatke o dinamici i frakcijama razgradnje krmiva.

Od kasnih 1970-ih sve se viSe proSiruje
upotreba in-vitro tvorbe plina u utvrdivanju
svojstava probavljivosti i dinamike fermentacije
krmiva za prezivae (Theodorou i sur., 1994,
1998.). Koristi se klasi¢na plinska metoda (Menke i
sur., 1979.), i njene modifikacije koje su
automatizirane i koriste razne, elektroni¢ke mjerace
tlaka i raunala u cilju povecanja brzine i to¢nosti
analiza (Buevnik i sur., 1992, Pell i Schofield,
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1993., Cone i sur., 1994., Getachew i sur., 1998.,
Davies i sur., 2000.).

In-vivo metoda tvorbe plina (Cone i sur., 1997.)
pokazala se kao jeftina i precizna metoda za
odredivanje razlika u dinamici fermentacije krmiva u
buragu (Cone, 1998.).

Utjecaj BS na dinamiku fermentacije ispitivana
je potpuno automatizirano aparaturom tvorbe plina
(Cone i sur., 1996.). Oblik krivulje tvorbe plina
uvjetovana je kemijskim sastavom supstrata,
obrokom Zivotinja donora, adaptaciji zivotinje na
obrok, vremenu uzimanja buraznog soka te
koncentracijom supstrata (Cone i sur., 1996.).

U uvjetima dislokacije laboratorija za ispitivanje
plinskom metodom i zivotinja, donora BS-a veliku
pomo¢ predstavlja znanje o vremenu u kojem ga se
moze Koristiti bez promjena njegove aktivnosti, a
time i fermentacijskih karakteristika krmiva mjerenih
in-vitro tvorbom.

MATERIJAL | METODE RADA

Analizirana su tri krmiva,
razliita po sastavu u svojim fer-
mentabilnim svojstvima, rezanci

Odredivanje tvorbe plina vrSeno je potpuno auto-
matskim sustavom opisanim po Cone i sur., 1996.

Utjecaj starosti BS-a na njegovu aktivnost
ispitivan je upotrebom svjezeg, te 2, 4, 8 i 24 sata u
inkubatoru ¢uvanog BS-a prije fermentacije kao i
smrznutog 1, 3, 10, 40, 76 dana.

Dobiveni podaci obradeni su tri-faznim
modelom (Cone i sur., 1996. i Groot i sur., 1996),
dok je statistiCka analiza podataka radena upo-
trebom statistickog paketa SAS, 1990.

REZULTATI | DISKUSIJA

Ruminalni sok bez smrzavanja

Drzanje BS-a Cetiri sata pod opisanim uvjetima i
nakon toga inkubiranih s repinim rezancima, po
opisanoj metodici, svojstvima tvorbe plina ne daje
znacajne promjene. Svojstva tvorbe nisu promi-
jenjena znacajno (P>0.05), ali se odredeni trendovi
uoCavaju (Slike 11 2).

Slika 1. Ukupna tvorba plina: rezanci Secerne repe
Figure 1. Cumulative gas production profile: beet pulp
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Slika 3. Ukupna tvorba plina: tapioka
Figure 3. Cumulative gas production profile: cassava
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Slika 4. Prva derivacija od slike 3.: tapioka
Figure 4. First derivative of Figure 3: cassava
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Slika 5. Ukupna tvorba plina: trava
Figure 5. Cumulative gas production profile: grass
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Slika 6. Prva derivacija od slike 5: trava
Figure 6. First derivative of Figure 5: grass
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S duzim vremenom Cuvanja BS-a
smanjuje se ukupna koli€ina tvorbe
plina i koli¢ine plina u prvom razdoblju
topivi dio repinih rezanaca. Isto tako
produljuje se vrijeme pojedinog raz-
doblja potrebnog za tvorbu polovine
koli¢ine plina.

Nadalje, povisuje se koli¢ina plina
u drugom razdoblju — netopivi dio
krmiva. OcCito je da sadrzaj topiva i
netopiva razdoblja ovisi o BS-u, a ne
samo o vrsti krmiva. Slika 2 pokazuje
da se najveci dio plina topivog dijela
uzorka proizvodi za vrijeme prva dva
sata inkubacije, a kasniju tvorbu je
vrlo teSko prikazati grafiCki jer se ne
razluCuje topivi od netopivog dijela
krmiva. Starenjem BS-a pocetna
tvorba plina nastala fermentacijom
topivog dijela krmiva se smanijuje, ali
se moze stvoriti pogreSan privid
povecanja zbog preklapanja tvorbe
plina iz topive i netopive frakcije
krmiva.

In-vitro tvorba plina i utjecaj staro-
sti Suvanja BS-a na inkubaciju tapioke
pokazuju slike 3 i 4.

Karakteristike fermentacije uzorka
s BS-om starim osam sati ne razlikuju
(P>0,05) se od svjezeg. Znacajna
razlika (P<0,05) i u svojstvima fer-
mentacije, ukupna koli€ina plina i
vrijeme fermentacije pojedinih frakcija
uzorka, tapioke znacajni su za BS
cuvan 24 sata.

Fermentacija trave i razli¢ito vri-
jeme C&uvanja BS-a daje istovjetne
rezultate kao one koji su dobiveni
fermentacijom tapioke, ali ovdje
postoji znaajna razlika (P<0.05)
izmedu vremena polovice tvorbe plina
topivog dijela koji nije stariji od dva
sata i starijeg BS-a. Znacajna razlika
postoji i u ukupnoj tvorbi plina i vre-
menu polovice tvorbe plina razgra-
divog razdoblja izmedu svjezeg i
jedan dan smrznutog BS-a. Svojstva
fermentacije trave prikazana su na
slikama 5i 6.
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Slika 7. Ukupna tvorba plina: rezanci Secerne repe
Figure 7. Cumulative gas production profile: beet pulp
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Slika 8. Prva derivacija od slike 7: rezanci Seéerne repe
Figure 8. First derivative of Figure 7: beet pulp
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Slika 9. Ukupna tvorba plina: tapioka
Figure 9. Cumulative gas production profile: cassava
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Slika 10. Prva derivacija od slike 9: tapioka
Figure 10. First derivative of Figure 9: cassava
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Smrznuti ruminalni sok

Aktivnost smrznutog
BS-a ispitivana je u dru-
gom dijelu ovog pokusa.
Slike 7 i 8 prikazuju
kumulativnu tvorbu plina
i njegovu prvu derivaciju
s supstratom; rezanci
Secderne repe.

Ustanovljeno je da je
s tri-faznim- modelom
crtanja krivulja fermenta-
cije smrznutim BS-om to
vrlo teSko. Vrijednosti
fermentacije koje su do-
bivene bile su vrlo niske
naro€ito topivog dijela.
Sve vrijednosti pokaziva-
le su izrazite nelogi¢nosti
i jedino je vrijednost po-
lovice vremena tvorbe
plina netopivog dijela
(najvazniji pokazatelj di-
namike razgradnje) po-
kazivala logi€an trend i
mogucénost usporediva-
nja. Rezultati dobiveni
fermentacijom repinih re-
zanaca pokazuju pad
ukupne tvorbe plina i
povedanje vremena po-
trebnog za tvorbu plina
netopivog dijela.

Fermentacija tapioke
razlicita je od fermen-
tacije repinih rezanaca.
Nema razlike u vrijed-
nosti vremena potrebnog
pa polovicu tvorbe plina
netopivog dijela uzorka
izmedu svjezeg i smrz-
nutog BS-a. Svojstva fer-
mentacije pokazuju slike
9i10.

232

Krmiva 42 (2000), Zagreb, 5; 229-234



G. Ki§, D. Grbesa: UTJECAJ STAROSTI BURAZNOG SOKA NA KARAKTERISTIKE IN VITRO TVORBE PLINA

Vrijednosti prve derivacije pokazuju
da duZe smrznuti BS ima dulje vrijeme
aktivacije, no nakon toga fermentacija

kreée veoma naglo. Uz ovakvu dinamiku 300
fermentacije vrlo je teSko analizirati tri- 260 |
faznim modelom i usporedivati frakcije g
uzorka svjezeg | smrznutog BS-a. Z,, 150 |
Ovakva fermentacija poveéava fermen- E
taciju treée frakcije, $to je, vjerojatno, 8 "1
rezultat selektivnog rasta mikroorga- 50
nizama. 0 4

Fermentacija trave kao supstrata u
fermentaciji pokazuje slicna svojstva kao
ona dobivena fermentacijom repinih re-
zanaca (Slika 11.112.).

Slika 11. Ukupna tvorba plina: trava
Figure 11. Cumulative gas production profile: grass
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Slika 12. Prva derivacija od slike 11: trava
Figure 12. First derivative of Figure 11: grass
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Utjecaj starosti BS-a na njegovu g 20
bioloSku aktivnost mjeren je tvorbom S., 15
plina tri razligita krmiva fermentacijskim & 10
svojstvima. & )

Aktivnhost smrznutog BS-a pokazala ’
se neocekivano visoka, te se kasnije 00
pristupilo ispitivanju sa smrznutim.

S repinim rezancima smrznuti BS
pokazuje manju ukupnu tvorbu plina i za

fermentaciju pojedinih frakcija supstrata treba viSe
vremena. S travom, takoder, uo€avana je znacajna
razlika (P<0,05) pri fermentacijama svjezeg i
smrznutog BS-a. Jedino kod fermentacije tapioke
nema znacajne razlike izmedu svjezeg i 24h
smrznutog BS-A.

Na temelju postignutih rezultata moze se
zaklju¢iti da ne opada bioloSka aktivnost BS-a
¢uvanjem do 4 sata te se moZe Koristiti u in-vitro
plinskoj metodi. Duze Cuvanje ili smrzavanje BS-a
nije pozeljino ili se ne moze prakticirati za sva
krmiva jer dovodi do krivih rezultata i pogreSnih
zakljucaka o fermentacijskim svojstvima ana-
liziranih krmiva.
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SUMMARY

In-vitro gas production is a modern method for examining fermentation
characteristics of feeds, which has been developing and improving in the
last decades. A fully automated method (Cone et al., 1996) it is cheap and
accurate and is increasingly used in the laboratories in Europe. Among the
limiting factors of the use of in-vitro method are: the need for a fistulated
animal, dislocation of laboratories and animals and the limited time for the
transport of the rumen fluid (RF). This study was an attempt to establish the
influence of the way and duration of RF storage on its activity measured by
the feed fermentation characteristics. Samples of feed were fermented with
fresh RF kept, 2, 4, 8, and 24 hours in the incubator at 39°C, or frozen at -
24°C during 1, 3,10, 40 and 76 days. Significant differences among various
feeds and the time of keeping the rumen fluid were established. RF kept up
to 4 hours and fresh RF give similar (P<0.05) fermentation characteristics
in in-vitro gas method and can be used in analyzing feed nutrition.

Key words: in-vitro, gas production, rumen fluid activity, fermentation

feed characteristics
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