770 DOI: 10.21521/mw.5822 Med. Weter. 2017, 73 (12), 770-773

Praca oryginalna Original paper

Wplyw kwasow huminowych w dawkach dla owiec
na aktywnoS¢ enzymatyczng zwacza"

MALGORZATA P. MAJEWSKA, RENATA MILTKO, JACEK SKOMIAL, BARBARA KOWALIK

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego, Polska Akademia Nauk, ul. Instytucka 3, 05-110 Jabtonna

Otrzymano 05.06.2017 Zaakceptowano 08.08.2017

Majewska M. P., Miltko R., Skomiat J., Kowalik B.
Influence of humic acid supplemented to sheep diets on rumen enzymatic activity

Summary

The objective of the present study was to investigate how different levels of natural humic acid in the diet
affect the hydrolases activity in the rumen of sheep. The experiment was carried out on three rumen-fistulated
adult sheep. The control animals were fed a diet (K) containing 59.7% meadow hay, 28.4% crushed barley,
9.8% soybean oil meal and 2.1% vitamin mineral mixture. The experimental diets were composed of the control
ration supplemented with humic acid (HUMAC natur AFM® containing 65% humic acid in dry matter) and
supplied at doses of 10 g - d! (diet H10) or 20 g - d! (diet H20). Samples of rumen digesta were collected just
before the morning feeding, as well as 2, 4, and 8 h afterwards. In the present study, the cellulolytic activity
in the rumen digesta was higher (P < 0.01) in sheep fed the K diet than it was in animals fed the H20 ration
2 h after feeding. However, the effect of humic acid on the cellulose degradation rate depended on the content
of humic acid in the diet. The cellulolytic activity was increased 2 h after feeding in sheep fed the H10 diet as
compared with animals fed the H20 ration (P < 0.05). Sampling time had significant influence on the hydrolases
activity in the rumen of sheep. In sheep fed the H10 ration, the cellulolytic activity was higher 8 h after feeding
than it was before feeding and 4 h after feeding (P < 0.05). In the H10 and H20 groups, the xylnalolytic activity
was higher before feeding, but lower than it was in the control group K. The degradation rates of xylan were
decreased 2 and 4 h after feeding in sheep fed the H10 and H20 rations and then increased 8 h after feeding
(P < 0.05). In sheep fed the H20 diet, the amylolitic activity 8 h after feeding was higher than it was 2 h after
feeding (P < 0.05). The effect of humic acid on the hydrolases activity in the rumen of sheep is not uniform and
depends on the quantity of humic acid in the diet and on sampling time. Humic acid present in commercial
HUMAC natur AFM® product enhances the initial rate of cellulose degradation in the rumen at a dose of
10 g - d'. Thus, it may suggest that humic acid stimulates the growth of fibrolytic microorganisms in the rumen.
On the other hand, the present results suggest that humic acid may reduce the rate of carbohydrate degradation
in the rumen, since a higher hydrolases activity was observed before morning feeding and 8 h afterwards.
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W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie uzy-
ciem zwigzkdéw humusowych w zywieniu zwierzat.
Substancje humusowe traktowane sg jako naturalne
1 bezpieczne dodatki paszowe, wplywajace pozy-
tywnie na dobrostan zwierzat oraz poprawiajace
jakos¢ produktoéw pochodzenia zwierzecego (10, 12).
W niektérych badaniach wykazano, ze zwigzki te
moga hamowac rozwdj bakterii patogennych w jelicie
cienkim oraz wigza¢ mikotoksyny (6). Yoriirk i wsp.
(13) stwierdzili wigksza produkcje jaj, mniejszg liczbe
upadkoéw oraz mniejsze zuzycie paszy podczas sto-
sowania 0,1% 1 0,2% substancji humusowych w die-
tach dla kur niosek w stosunku do ptakow z grupy
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kontrolnej. Zwigzki humusowe — kwasy huminowe
1 fulowowe oraz huminy, sg naturalnymi substancjami
organicznymi znajdujgcymi si¢ w glebie, powstajacymi
w procesie mikrobiologicznego rozktadu materii orga-
nicznej. Sposrod tych zwigzkéw kwasy huminowe sa
gléwnym ich komponentem. Jest to frakcja nierozpusz-
czalna w kwasnych roztworach (pH < 2), natomiast
rozpuszczalna w roztworach o wyzszym odczynie.
Kwasy te charakteryzuje wysoka masa czasteczkowa
od 5000 do 10 000 Da.

Badania nad zastosowaniem kwasow huminowych
dotyczyty gtownie zwierzat monogastrycznych.
Niewiele jest doswiadczen z uzyciem tego dodatku
W Zywieniu przezuwaczy i1 jego wpltywu na wskaz-
niki procesoOw trawiennych w zwaczu. Przemiany
zachodzace w zwaczu decydujg w znacznym stopniu
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0 zaopatrzeniu przezuwaczy w energie i sktadniki
odzywcze, wptywajac na wielkos$¢ produkeji oraz stan
zdrowia zwierzat. Zaleza one od zbilansowania dawki
pokarmowej, a takze od wzbogacenia jej w naturalne
dodatki paszowe, takie jak: probiotyki, prebiotyki oraz
zwiazki humusowe (5, 11). W nielicznych badaniach
dotyczacych wplywu kwaséw huminowych na pro-
cesy trawienne w zwaczu stwierdzono zmniejszenie
liczebnosci pierwotniakow 1 wzrost syntezy biatka
bakteryjnego oraz zmniejszenie st¢zenia lotnych kwa-
sow tluszczowych (3, 11). Wykorzystanie sktadnikow
odzywczych przez mikroorganizmy zwacza zalezy od
aktywnosci ich enzymow, dlatego poszukuje sig takich
dodatkéw paszowych, ktore wptyng na procesy tra-
wienne w zwaczu, a w konsekwencji polepsza jako$¢
produktéw koncowych — migsa i mleka.

Celem badan bylo okreslenie wptywu r6znych ilosci
kwas6w huminowych w dawkach pokarmowych na ak-
tywno$¢ enzymow hydrolitycznych w zwaczu owiec.

Material i metody

Zwierzeta i zywienie. Do§wiadczenie przeprowadzono
na trzech przetokowanych do zwacza owcach rasy polska
oweca nizinna o $redniej masie ciata 55,5 kg + 0,5, w ukta-
dzie naprzemiennym. Zwierzeta karmione byly dwa razy
dziennie, mialy staty dostgp do wody i lizawek solnych.
Dawka kontrolna (K) sktadata si¢ z siana takowego (59,7%),
pasz tresciwych (38,2%) oraz mieszanki mineralno-wita-
minowej (2,1%). Sktad dawki pokarmowej i jej wartos¢
pokarmowga podano w tab. 1. Diety doswiadczalne zostaty
wzbogacone preparatem HUMAC natur AFM®, zawiera-
jacym 65% kwasoéw huminowych w suchej masie (SM)
(tab. 2), w ilosci 10 (H10) lub 20 g - d™' (H20). Zwierzeta
w ciggu doby pobraty 917,9 g SM. Dawka pokarmowa za-
wierala 15,2% bialka ogolnego w SM.

Pobieranie prébek i analizy chemiczne. Po okresie
adaptacyjnym wynoszacym 21 dni, kiedy zwierzeta otrzy-
mywatly pasze doswiadczalne, przez okres 2 dni pobierano
proby tresci zwacza przed karmieniem (0) oraz 2, 4,1 8
godzin po podaniu pasz. Tres¢ zwacza w ilosci okoto 300 g
pobierano z kilku miejsc worka zwaczowego, doktadnie
mieszano i probe w ilosci okoto 50 g zamrazano w tempe-
raturze —20°C do czasu wykonania analiz. Pozostala tre§¢
niezwlocznie wprowadzano do przedzotadka.

Ekstrakcje enzymow z tresci zwacza przeprowadzano
w obecnosci buforu fosforanowego, CCl, i lizozymu. Mie-
szaning inkubowano w temperaturze 37°C przez 3 godziny,
anastepnie odwirowywano (4). Otrzymany supernatant sta-
nowil frakcje enzymatycznag, ktérg ponownie inkubowano
w temperaturze 40°C przez 1 godzing w obecnosci ww.
buforu i odpowiednich substratow: karboksymetylocelu-
lazy, skrobi ziemniaczanej, pektyny cytrusowej i ksylanu
bukowego. Po tym czasie, w celu zatrzymania reakcji,
dodano kwas 3,5-dwunitrosalicylowy i proby inkubowano
w temperaturze 100°C przez 5 minut. Szybko$¢ trawienia
weglowodanow — skrobi, pektyny, celulozy i ksylanu przez
frakcje enzymatyczng tre§ci zwacza oznaczono jako ilos¢
uwolnionych cukrow redukujacych podczas inkubacji (8).
Ilo$¢ tych cukrow oznaczono spektrofotometrycznie przy

m

Tab. 1. Udzial pasz oraz warto$¢ pokarmowa dawki podsta-
wowej dla owiec

Sktadniki dawki %SM | Wartos¢ pokarmowa | %SM

Siano tagkowe 59,7 | Masa organiczna 94,1
$ruta jeczmienna 28,4 | Biatko ogdlne 15,2
Poekstrakcyjna Sruta sojowa 9,8 | Skrobia 24,7
Mieszanka mineralno-witaminowa' | 2,1 | Wiékno surowe 20,3
NDF 51,1

ADF 25,9

ADL 4,0

Celuloza 22,0

JPZ - kg 0,8

BTIN - g 95,3

BTJE- g™ 95,5

Objasnienia: 'Sktadniki mieszanki mineralno-witaminowej
wlkg:Ca—246g, Na—-80g,P-20g, Mg—-30g,S—-12g,
Zn—1 g, Cu - 30 mg, Mn — 60 mg, Se — 30 mg, witamina A —
700 000 UI, witamina D, — 140 000 UI, witamina E — 1500 UI,
niacyna — 500 UIL. SM — sucha masa; NDF — wtokno neutralno-
-detergentowe; ADF — wtokno kwasno-detergentowe; ADL — li-
gnina kwasno-detergentowa; JPZ — jednostka paszowa produkcji
zywca; BTIN — biatko trawione do konca jelita, szacowane na
podstawie dostepnego azotu; BTJE — biatko trawione do konca
jelita, szacowane na podstawie dostgpnej energii

Tab. 2. Sklad preparata HUMAC natur AFM®

Zwiazki humusowe (%SM) Skfadniki mineralne (mg - kg~' SM)
Kwasy huminowe 65,0 Wapn 42,3
Kwasy fulwonowe 5,0 Magnez 5,1

Zelazo 19,0
Cynk 37,0
MiedzZ 15,0
Cynk 37,0
Mangan 142,0
Kobalt 1,2
Selen 1,7
Molibden 2,7

dtugosci fali 560 nm. Sktad chemiczny pasz oraz sucha
mase tresci zwacza oznaczono wg AOAC (1).

Analiza statystyczna. Otrzymane wyniki opracowano
statystycznie, stosujac analize wariancji z wykorzystaniem
ogolnego modelu liniowego (GLM). Model liniowy za-
wierat dwa czynniki: rodzaj dawki i czas pobrania proby,
a takze interakcje pomiedzy czynnikami. Istotno$¢ roznic
pomiedzy grupami okreslono testem Tukeya. R6znice uzna-
no za statystycznie istotne na poziomie istotnosci p < 0,05
ip <0,01. Do obliczen statystycznych wykorzystano pro-
cedury programu Statistica 10,0 (9).

Wyniki i oméwienie
Aktywnos¢ celulolityczna tresci zwacza byta wigk-
sza u owiec otrzymujacych dawke K niz u zwierzat

karmionych dieta H20, dwie godziny po karmieniu
(p <0,01) (tab. 3). Szybkos¢ trawienia celulozy zale-
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Tab. 3. Aktywno$¢ enzymow hydrolitycznych w tresci zwacza owiec (WM uwolnionych cukréw redukujacych - g' SM - min™)

“ Czas pobrania (T
. n‘z‘;‘r‘n":’t';‘c’;':a Dawka (D) o ’ ’ (4:] o SEM D T DxT
Amylolityczna K 6,9 8,8 9,6 10,2/ 0,42 0,377 <0,00 0,166
H10 8,0 7,4 8,7 9,1 0,30
H20 8,3 7,5¢ 8,3 10,0 0,32
Pektynolityczna K 14,4 14,2 13,1 16,7V 0,45 0,139 0,004 0,063
H10 141 12,8 14,9Y 13,6 0,29
H20 13,5 12,2 13,5 15,5 0,51
Celulolityczna K 36,7 37,1 271, 42,4 1,94 0,009 <0,00 0,004
H10 29,4 30,62 29,5 40,2v 1,61
H20 39,5 23,08 25,8 34,0 1,83
Ksylnolityczna K 75, 7% 46,3 50,6 65,7Y 3,15 0,207 <0,00 0,174
H10 66,7 50,0 52,9v 60,8 2,09
H20 70,8 44,1 485" 62,5/ 2,79

Objasnienia: *jednostki aktywnosci enzymatycznej: amylolityczna i celulolityczna — uM glukozy - g SM - min™'; pektynoli-
tyczna — pg kwasu glukuronowego - g! SM - min!, ksylanolityczna — uM ksylozy - g' SM - min™'; K — dawka kontrolna; H10
— dawka zawierajgca HUMAC natur AFM® w ilosci 10 g - d!; H20 — dawka zawierajaca HUMAC natur AFM® Vilosci 20 g - d';
SEM - btad standardowy $redniej; D x T interakcja pomiedzy rodzajem dawki pokarmowej a czasem pobrania prob; AB (P <0,01)
iab (P <0,05) — statystycznie istotne rdznice pomi¢dzy dawkami pokarmowymi; XY (P <0,01) i xy (P <0,05) — statystycznie istotne

roznice pomiedzy czasem pobrania prob

zata takze od ilosci podanych kwaso6w huminowych
(tab. 3). Dwie godziny po karmieniu byta ona wigksza
u owiec w grupie H10 w stosunku do zwierzat H20
(p < 0,05). Zwierzeta przezuwajace nie syntetyzujg
enzymow rozktadajacych weglowodany struktural-
ne wchodzace w sktad $ciany komorkowej roslin.
Trawienie ich odbywa si¢ przy udziale enzymow
syntetyzowanych przez bakterie, pierwotniaki i grzyby
zasiedlajace zwacz, gtdbwne miejsce rozktadu cukrow
strukturalnych. Mikroorganizmy zwaczowe wyko-
rzystuja weglowodany z pasz jako zrodto energii oraz
do budowy swojego ciata. Wzrost tempa trawienia
celulozy w zwaczu u owiec otrzymujacych dawke
H10 mogt by¢ spowodowany wigksza aktywnos$cia
mikroorganizmoéw celulolitycznych. Faulkenbery (2)
stwierdzit wigkszg strawno$¢ NDF siana z lucerny
w 3.1 6. godzinie inkubacji in situ w zwaczu owiec
karmionych pasza z dodatkiem 1% kwasow humino-
wych. Wzrost aktywnosci celulolitycznej mogt by¢
spowodowany wigkszg liczebnoscig orzgskow celu-
lolitycznych z rodzaju Diplodinium np. Diploplastron
affine, Eudiplodinium maggii, Enoplastron trilori-
catum (7). W cytowanej pracy stwierdzono, ze 38%
ogolnej aktywnosci celulolitycznej pochodzi od pier-
wotniakoéw z rodzaju Diplodinium. Varadyova i wsp.
(11) w badaniach in vitro wykazali wzrost liczebno-
sci orzeskow zwaczowych Diploplastron affine oraz
Enoplastron triloricatum przy dodatku 10 g - kg! pre-
paratu zawierajacego kwasy huminowe (618 g kwasow
huminowych - kg! SM). W literaturze nie znaleziono
danych dotyczacych wplywu kwaséw huminowych na
liczebno$¢ bakterii celulolitycznych w zwaczu. Wyniki
badan wlasnych pozostajg w sprzecznosci z wynikami

badan Galipa i wsp. (3), w ktorych wykazano, ze do-
datek 5 lub 10 g - d! kwaséw huminowych dla owiec
zmniejsza aktywnos$¢ celulolityczng, odpowiednio
o 13,8% 1 12,1%. Wspomniani autorzy stwierdzili,
ze dodatek 5 g - d! zmniejszyt liczebnos¢ orzeskow
z rodzaju Diplodinium.

W badaniach wtasnych nie stwierdzono istotnego
wpltywu kwasoéw huminowych na aktywno$¢ amylo-
lityczng, pektynolityczng oraz ksylanolityczng. By¢
moze zbyt mata ilos¢ kwasow huminowych w dawce
pokarmowej nie wptynela istotnie na rozktad skrobi,
pektyny i ksylanu.

Czas pobrania probki miat istotny wptyw na ak-
tywno$¢ hydrolaz w tresci zwacza owiec (tab. 3).
Aktywnos$¢ celulolityczna w grupie H10 byta wigksza
8 godzin po podaniu paszy niz przed podaniem dawki
pokarmowej i 4 godziny po karmieniu (P < 0,05).
Najwyzszg aktywnos$¢ ksylanolityczng stwierdzono
przed karmieniem zar6wno w grupie H10, jak 1 H20
— byla ona jednak nizsza niz grupie K. W 2. 1 4. go-
dzinie nastgpowalo jej obnizenie i ponowny wzrost po
8 godzinach (P <0,05). By¢ moze w 2. 14. godzinie po
karmieniu, kiedy ilo§¢ kwaséw huminowych jest naj-
wieksza, nastepuje hamowanie aktywnosci enzymow
fibrolitycznych. Natomiast pomiedzy 4. a 8. godzina,
kiedy ilo$¢ tych kwasow jest znaczgco mniejsza, ak-
tywnos¢ celulolityczna 1 ksylanolityczna jest zblizona
do wartos$ci obserwowanych przed karmieniem owiec.
Aktywnos$¢ amylolityczna tresci zwacza w grupie H20
byta wigksza 8 godzin po karmieniu niz 2 godziny po
podaniu pasz (p <0,05). Zmiana aktywnos$ci hydrolaz,
pomiedzy 4. a 8. godzing po karmieniu sugeruje wzrost
aktywnos$ci mikrobiologicznej w zwaczu owiec.
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Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze wptyw kwa-
sOw huminowych na aktywno$¢ hydrolaz w zwaczu
owiec nie jest jednoznaczny i zalezy od ich ilosci
w dawce pokarmowej oraz czasu po karmieniu.
Zastosowanie preparatu HUMAC natur AFM® w ilo-
ci 10 g - d' zwigksza poczatkowe tempo trawienia
celulozy w zwaczu, co sugeruje wzrost aktywnosci
mikroorganizmow bioragcych udziat w trawieniu we-
glowodanow strukturalnych. Otrzymane wyniki wska-
zuja jednak, ze kwasy huminowe moga spowalnia¢
rozktad weglowodanow zwaczu, poniewaz najwigksza
aktywno$¢ hydrolaz stwierdzono przed karmieniem
oraz 8 godzin po podaniu dawek pokarmowych.
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