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POPIS KRATICA KORISTENIH U TEKSTU

MP- metabolizirajuci protein

MPA- obrok s adekvatnom koli¢inom metabolizirajuéeg proteina

MPD- obrok s manjkom metabolizirajuéeg proteina

MPDM- MPD nadopunjen zasti¢enim metioninom

MPDL- MPD nadopunjen zasti¢enim lizinom

MPDH- MPD nadopunjen zasti¢enim histidinom

MPDMLH- MPD nadopunjen zasti¢enim metioninom, lizinom i histidinom
mg- miligrami

g- grami

kg- kilogrami

dL- decilitri
mL- mililitri
pUI- razina inzulina (mikrometri)

pg- pikogram



1. UVOD

Selekcijom posljednjih godina dobivene su visokoproduktivne krave c¢ije hranidbene
potrebe je moguce podmiriti samo adekvatnom 1 uravnoteZenom hranidbom. Obzirom na
visoku proizvodnju, hranidbene potrebe su takoder visoke te ih sama krava nije u
moguénosti uvijek unijeti. Zbog toga je potrebno imati izbalansiran obrok s dovoljnom

koli¢inom svih hranjivih tvari.

Prezivaci imaju tri predzeludca i pravi Zeludac, takva anatomska grada ima cilj usporenja

prolaza hrane i iskoristenja onih dijelova hrane koji neprezivaci ne mogu (celuloza).

Najvaznije je poznavanje razgradivog i nerazgradivog proteina kod sastavljanja obroka jer

potrebe za aminokiselinama se podmiruju iz krvi, apsorpcijom u tankom crijevu.

Potrebe za aminokiselinama prezvaci podmiruju iz bjelanevina hrane, iskoriStenje

aminokiselina je nisko zbog predzeludaca i mikroorganizama buraga.

Aminokiseline se razgraduju na nacin da izbjegnu razgradnju u buragu i mikrobioloskog
proteina u duodeumu. Zbog toga se u danasnje vrijeme sve viSe Kkoriste sintetske
aminokiselina i rumenom zaSti¢ene aminokiseline Cije je iskoriStenje najefikasnije u

duodeumu.

Pravilnom kombinacijom aminokiselina izlu¢enje dusSika ¢e biti jednako; jednako ¢e se

izluciti kroz mlijeko, urin i feces.



2. HRANIDBENI ZAHTJEVI MUZNIH KRAVA

Da bi se maksimalno iskoristila moguénost proizvodnje mlijeka potrebno je optimizirati
svaki obrok te podmiriti i uzdrzne i1 produktivne potrebe. Laktacijsko razdoblje je
najkriti¢niji period muzne krave, ako joj se ne pruzi adekvatan obrok i ne osiguraju Zivotni
uvjeti ne samo da proizvodnja nece biti zadovoljena ve¢ ¢e i1 zdravstveno stanje biti
ugrozeno. Tehnoloski gledano postoje dva proizvodnja razdoblja, pripremno razdoblje 1
razdoblje iskoriStenja izgradenog kapaciteta te ovisno o tome hranidbene potrebe se

razliku.

2.1. Pripremno razdoblje

Zapocinje suhostajom, tocnije uskrac¢ivanjem energetski vrijednih krmiva. U periodu od
60 (prosjek) dana zivotinji se pruza moguénost stvaranja tjelesnih rezervi koje su vazne
zbog razvoja ploda i stvaranja kolostruma. U ovom periodu je vazno osim uskracivanja
energetski vrijednih krmiva paziti na koli¢ine kalcija koje se daju u obroku, odnos kalcija 1
fosfora. Nakon suhostaja slijedi teljenje 1 purperij takoder izrazito vazno razdoblje jer

dolazi do raznih hormonalnih promjena koje mogu dovesti do bolesti.

2.2. Razdoblje iskoriStenja izgradenog kapaciteta

Nakon pripremnog razdoblja slijedi razdoblje stvarnog iskoriStenja, hranidba se
prilagodava stvarnim koli¢inama proizvedenog mlijeka. Posebna pozornost se pruza
koli¢ini dnevnog obroka, tocnije suhoj tvari u obroku. Osim prilagodavanja obroka
stvarnim koli¢inama proizvedenoga mlijeka, potrebno je paziti i na vrijeme osjemenjivanja

krave jer ono ovisi o tome hoce li se proizvodno razdoblje ponovno pokrenuti.



3. PROTEKTIRANE AMINOKISELINE

Metabolizam prezivaca zahtjeva dvije vrste proteina, nezastieni (slobodni) i zaSticen.
Potektirane ili zaSti¢ene aminokiseline se razgraduju u tankom crijevu za razliku od
nezasi¢enih ¢ija razgradnja zapocCinje ve¢ u buragu. Zbog fiziologije probavnog sustava,
organizam prezivaca samo djelomicno iskoriStava dostupnu koli¢inu obrokom uneSenih
hranjivih stvari. Slobodne aminokiseline se brzo razgraduju u buragu te ith mikroorganizmi
iskori§tavaju za svoj rast i razvoj. Zbog toga pocinju se koristiti aminokiseline koje
posjeduju odredenu zastitu od mikroorganizama i prolaze kroz burag do tankog crijeva
gdje ih Zivotinja mozZe u potpunosti probaviti. Klju¢no je osigurat prvu limitirajucu
aminokiselinu na razni crijeva. Najc¢eS¢e limitiraju¢e aminokiseline su metionin ili lizin.

(Domacinovi¢ i sur. 2015)

Slika 1. Kemijska formula lizina

Izvor: https://hr.wikipedia.org/wiki/Lizin

O

S
HsC~ OH

NH,
Slika 2. Kemijska formula metionina

Izvor: https://hr.wikipedia.org/wiki/Metionin
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4. ZASTICENI METIONIN

Americko udruZenje za istrazivanje mlije¢nih proizvoda (American Dairy Science
Association) 84:194-203 objavilo je eksperiment (Berthiaume i sur. 2001), koji se svodi na
istrazivanje ucinka protektiranog metionina koji se razgraduje samo u tankom crijevu i

neto izgledu u krvi, krave su hranjene obrocima koja je obogacena zasticenim metioninom.

U pokusu su sudjelovale krave (5) u laktaciji, hranjene su s 0 do 72 g zaSti¢enog metionina,
a princip hranidbe je bio TMR. Kravama se uvela kanila u duodeum i ileum ili samo
duodeum, a dvima od pet krava se uvela kanila u dva dijela tankog crijeva. Kanulacija
(kateterizacija) je provedena u ranoj laktaciji, kod dvije krave kanila je uvedena je
zatvorena kanila u obliku slova T (izgradene od teflona) u proksimalni dio duodeuma i
krajnjem dijelu ileum te su uvedeni kateteri u poratnu venu i kaudalnu aortu preko
mezentericne arterije. Drugi kateter je stavljen u kranijalno mezentericnu venu. Nakon
operacijskog postupka krave su se dobro oporavljale, ali povremena blokada ileumne
kanile je znacajno smanjila uzimanje hrane, samim time i pad proizvodnje. Obzirom da
ovaj pokus nije pokazao dobre rezultate, ostatku krava (3) se nakon dva mjeseca uvela
kanila u proksimalni dio duodeuma (izradena od ne hrdajuceg celika i1 prekrivena teflonom)
dok su one bile u srednjoj laktaciji. Nakon operacijskog zahvata krave su smjeStene u
boksove sa slamom i svijezom vodom, pocele su jesti i stale na noge nakon od prilike 3
sata. Nakon 24 sata su dobile gumenu prostirku, vodu i mlijeko dva puta dnevno (06:00 i

18:00 sati).

4.1. Nacin hranidbe

Princip hranidbe je bio u dva tretmana, prvi tretman je bio 74:36 u korist krmne smijese od
koncentrata, hranjene su dva puta dnevno ili 12 puta, automatskim hranilicama. Dobivale
su kilogram sijena dnevno, a protektirani metionin je dodavan pri svakom obroku. Koli¢ina
suhe stvari u obroku je bila konstantna, dok se koli¢ina svjeze hrane mijenjala da bi se
usporedile varijacije, prilagodavali su se dva puta tjedno na ra¢un varijacije silaze. Drugi
tretman obroka je bio u vidu TMR-a, obrok se jedanput dnevno mijesao u vodoravnoj
mijesalici. Koli¢ina digestata u duodeumu i ileumu mjerena je pH metrom. Brom je

koriSten ako neprobavljivi marker za procjenu protoka u gastrointestinalnom taktu.



Tablica 1. Sastav obroka koristenog u pokusu

Komponente Udio u obroku, %
Silaza trave 58,4
Kukuruzna silaza 15,2
Zrno kukuruza 11,3
Soja 13,0
Cr03 0,2
Dikalcijev fosfat 0,597
Vezivo 0,132
MgO 0,044
Mineralno-vitaminski premiks 1,15

Izvor: Berthiaume, 2001.

Tablica 2. Koli¢ina esencijalnih aminokiselina u krmivima

Aminokiselina | Silaza trava | Kukuruzna silaza | Sijeno trava | Koncentrat | TMR
Metionin 2,02 1,86 2,19 4,32 2,47
Lizin 4,69 2,56 5,47 16,59 7,30
Histidin 1,74 1,42 1,97 7,25 2,95
Triptofan 4,85 3,82 5,52 11,78 6,17
Fenilalanin 5,34 3,82 6,32 12,01 7,57
Treonin 4,85 3,82 5.52 11,78 6,17
Izoleucin 5,07 3,28 5,59 12,76 7,03
Leucin 8,60 8,68 9,98 23,97 12,72
Valin 4,85 3,82 5,52 11,78 6,17

Izvor: Berthiaume, 2001.




4.2. Trajanje pokusa i uzrokovanje

Pokus je trajao 14 dana; 6 dana je odvojeno za adaptaciju krava na novu prehranu, nakon
¢ega je uslijedilo prikupljanje urina i fecesa te jedan dan za uzimanje uzoraka krvi i dva
dana za procjenu digestije. Od petog do 14-tog dana vodena je evidencija o koli¢inama
mlijeka. Uzorci su uzimani u vremenskom periodu od 05:00 do 17:00 sati. Tri krave su
imale pojas 1 cijevi koje omogucavaju odvojeno skupljanje urina i fecesa (od 05:00 do
17:00 sati). Urin se spremao u nehrdajuce spremnike napunjene sumpornom kiselinom
kako bi pH se zadrzao na 2, a izmet se spremao u plasticne spremnike oblozene
Sperplo¢om. Uzorci su svakodnevno vagani te su uzeti reprezentativni uzorci koji su
zamrznuti. Uzrokovanje krvi se odvajalo na 12 dan, dvanaest uzoraka po 15 ml;
istovremeno se skupljalo iz arterija i mezneteri¢nih portalnih vena, svakih trideset minuta u

razdoblju od 08:00 do 14:00 sati.

4.3. Metode karakterizacije

Uzorci hrane 1 digestata su smrznuti i usitnjeni da bi prosli kroz sito promjera 1 milimetar.
Koncentracija dusSika je odredena toplinskom provodljivosti, osim za uzorke urina kojima
je dodana kiselina; u tim uzorcima koncentracija duSika je odredena mikro-analizom.
Frakcija vlakana u uzorcima hrane, to¢nije ekstrakti silaze su analizirani na pH vrijednost,
topljivi dusik i razinu ne proteinske dusicne komponente, a razina NHs je odredena osim u
ekstraktima silaZe i1 u svjeZem duodealnom 1 ileumnom digestatu. Sadrzaj kroma (Cr) u
hrani i1 digestatu odreden je spektofotometrijskim postupkom. Prilikom odredivanje
aminokiselina, uzroci hrane su tretirani performi¢nom kiselinom koja dovodi do
stabilizacije metionina i cistina u uzorku. Zatim se dodatkom bomovodi¢ne kiseline
uniStava perfomicna kiselina te se hidrolizira kiselinom s 6N-HCI. Aminokiseline su
odredene primjenom ionske kromatografije. Hidroliza s 6N-HCI kiselinom je provedena

zbog hitidina i triptofana koji su unisteni tijekom oksidacije i reakcije s bromom.

Uzorci krvi su drzani u ledu do trenutka ispitivanja. Alikvot (2 mililitra) je odmah nakon
uzorkovanja tretiran sa aprotininiom (inhibitorna jedinica, tripsin) zbog odredivanja
koncentracije glukagona. Koncentracija ureje, NHs-N 1 a-amino-N odredivane su na
svijezim uzorcima. Koncentracije NHs-N su korigirane za d-amino-N reakciju u testu sa
amonijakom, koriStenjem relativnog odgovora leucina i izmjenjivih koncentracija
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a-amino-N. Potom se za odredivanje razine glukoze u krvi provodila enigmatska metoda.
Za odredivanje razine hormona u plazmi se koristio radoimunski test dvostrukog
protutijela. Uzorci krvi (12) za odredivanje aminokiselina su skupljani svaka dva sata na
dan uzrokovanja. Oni su analizirani na pojedinacne slobodne kiseline pomocu

aminokiselinskog analizatora.

Uzorci mlijeka su analizirani termo gravimetrijski analizatorom, postotak mlije¢ne masti i

ukupna koncentracija dusika odredena je postupkom toplinske provodljivosti.

4.4. StatistiCke analize

Zbog razlika i1 problema u provodenju ispitivanja provedena je dvosmjerna analiza za

stvarnom ucinku krave 1 modelom tretmana.

Kod svih pet krava prikupljeni su podatci za fekalni i duodealni tok, dok se kod dvije krave
zbog greske u uvodenju kanile nije bilo moguée provesti statistiCku analizu ruminski
zaSti¢enog metionina. Kod dvije krave uzeti su podatci o ileumnom toku, one su imale
postavljene obje kanile, a kod tri krave koje su imale postavljenu samo duodealnu kanilu

uzimali podatci o proizvodnji mlijeka i bilancu dusika.

4.5. Analiza dobivenih rezultata provedenog eksperimenta

4.5.1. Crijevni protok

Dodatak ruminski zasti¢enog metionina nije imao u¢inak na unos hrane, protok fekalija i
probavljivost hrane u Zeludcu, tankom crijevu 1 ukupni protok kroz gastrointestinalna tkiva,
no ocekivano povecao se duodealni protok metionina. Povecanje duodealnog protoka
rezultira viSom probavljivosti u cjelini crijeva. Takoder dodatak ruminski zaSticenog
metionina nije imao utjecaj na izgled duodeuma 1 gastrointestinalnog tkiva, kao ni na
probavljivost ostalih aminokiselina. Probavljivost ruminski zasticenog metionina je bila
72,3%, a obinom metionina 65,2% u tankom crijevu. u cijelom cijevnom traktu

probavljivost ruminski zaSti¢enog metionina iznosila je 83,9%.



4.5.2. Sastav mlijeka i bilanca dusika

Koristenje ruminski zasti¢enog metionina nije imao ucinka na koncentraciju dusika koji se
izlu€uje izmetom 1 mokracom niti na koli¢inu koja s izlucuje u mlijeku. Kako nije bilo
ucinka na izlu€ivanje duSika tako nije bilo niti na derivatima duSika (purin i1 urea).
ruminski zasti¢en metionin nije takoder imao uc¢inka na koli¢inu mlijeka, postotak mlije¢ne

masti, protein i kazein, dok je razina laktoze bila poviSena, iznosila je 5,24% (4,92%).

Nacin hranidbe je bio takav da se podmiruju potrebe za bjelancevinama i energijom. Prema
izratunima dobiveno je da metionin predstavlja 3,3% esencijalne aminokiseline u tankom
crijevu. Dodatkom zaSti¢enog metionina razina se udvostrucila (7,1%) u smislu postotka

esencijalne aminokiseline metionina.

Zakljuéno dodatak zasticenog metionina je povecao koncentraciju u duodeumu i apsorpciju
u tankom crijevu zbog njegove probavljivosti. Povecana apsorpcija se odrazila u arterijskoj

plazmi, no medutim nije bilo utjecaja na povecanje mlije¢nih proteina.



5. ZASTICENI METIONIN I LIZIN

Americko udruZenje za istrazivanje mlije¢nih proizvoda (American Dairy Science
Association) 88:1113-1126 (Socha i sur. 2005.) objavilo je istrazivanje koje se svodi na
eksperimentu uc¢inka dodatka zasticenog metionina, metionina i lizina u prilagodeni obrok
kravama prije 1 nakon porodaja. U navedenom istraZivanu sudjelovale su osamdeset 1 Cetiri
krave pasmine Holstein koje su prije i poslije porodaja hranjene obrocima koji sadrze

visoku koncentraciju zaStic¢enog metionina i lizina.

Prije porodaja; krave su uvedene u eksperiment 14 dana prije oCekivanog teljenja, imale su
nekoliko koncepta hranidbe, prvi oblik je bio bazalni obrok bez dodatka zastiCenih
aminokiselina, a u drugom su dobivale 10,5 grama po danu metionina iz ruminski
zaSti¢enog metionina te 10,2 grama po danu metionina i 16,0 grama po danu lizina iz
smjese ruminski zaSti¢enog metionina i lizina. Nakon porodaja nastavilo ih se hraniti s
obrocima s 16,0 ili 18,5 grama sirovog proteina te dodatkom ruminski zastiCenih

aminokiselina.

Obroci su bili bazirani za kukuruzu, a obavezni sirovi protein su dobivale iz soje. Tretman

je bio proveden kroz 105 dana laktacije.

U odnosu na bazalni obrok i nezaSti¢enim metioninom, obrok oplemenjen ruminski
zaSti¢enim metioninom 1 lizinom je pove¢ao pronos mlijeka, masti i bjelancevina
prilagodenih energiji tezilo je poveéanju mlijecne masti na 3,5%, no kombinacija 16,0%
sirovog proteina i oplemenjivanja obroka zasticenim aminokiselinama nije imalo utjecaj na
povecanje mlijeCne masti i1 proteina mlijeka. Obrok s 18,5 grama sirovog proteina i
dodatkom metionina 1 metionina plus lizina je povec¢ao udio mlije¢ne masti za 0,26% te
sadrzaj proteina za 0,21% 1 0,14%. rezultati ukazuju na to da krave reagiraju na povecanu

koncentraciju sirovog proteina kao i na ruminski zasti¢ene aminokiseline.

Svrha ovog istrazivanja je bila utvrditi u¢inak hranidbe na bazi kukuruza i ruminski
zaSti¢enim metioninom kao i ruminski zaSti¢enim metioninom i lizinom kod krava u ranoj
laktaciji nakon porodaja, utvrditi uc¢inkovitost oplemenjivanja obroka ruminski zasti¢enim
lizinom te ucinkovitost obroka s vi§im sadrZajem sirovog proteina kod krava nakon poroda

1 odnos prema ruminski zasticenim aminokiselinama.



5.1. Mjerenje i analize uzoraka

5.1.1. Analiza obroka

Tablica 3. Komponente bazalnog obroka

Komponente, % % sirovog proteina
Pred teljenje 18,5% 16,0%
Kukuruzna silaza,
31,1 223 22,3
dodatak 0.5% uree
Silaza, trava +
16,7 12,6 12,6
mahunarke
Sijeno lucerke 7,2 9,7 9,7
Grubo mljeveni
32,0 31,8 37,1
kukuruz
Sojino brasno 6.9 11,5 0,8
Sirova soja 2,8 5,3 5,3
Sa¢ma soje 0,0 0,0 5,3
Krvno brasno 0,7 1,4 1,4
Mast 0,7 1,4 1,4
Vitaminsko-mineralni
1,9 4,0 4,0
dodatak

Izvor: Socha i sur. 2004.

Bazalni obrok je davan u obliku TMR-a, vagan prije svakog hranjenja te su hranjene dva
puta dnevno. Od ukupne, odredene koli¢ine obroka, 67% su dobivale u 15:30 sati, a ostatak

33% u 05:30 sati.

Prije pocetka eksperimenta kao i svaka Cetiri tjedna uzorci hrane (obroka) su analizirani te

je provedena potrebna korekcija ovisno o koli€ini sirovog proteina.
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Analiza obroka je provedena na nacin da je uzorkovanje bilo na tjednoj bazi, uzorci su
usitnjeni da bi prosli skroz sito od 1 milimetra te je analizirana svaka komponenta
pripremljenog obroka i vaganog obroka prije davanja. Uzorkovanje se provodilo zbog
analize sirovog proteina, kalcija, fosfora, kalija, magnezija i sumpora i drugo. Na temelju
koli¢ine mlijeka, sastava mlijeka, uzduznih 1 produktivnih potreba te ravnoteze
metabolizirajuéeg proteina energiju su podmirivale iz kukuruza 31% i 36%. Predvidene
koli¢ine lizina i metionina u metaboliziraju¢em proteinu su bile 6,6% i 1,8% za bazalni
obrok, 6,1% 1 1,6% za obrok s 16% sirovog proteina i 6,3% 1 1,6% za obrok s 18,5%

sirovog proteina.

Obzirom na stadij laktacije bazalni obrok je bio oplemenjen s 16% sirovog proteina i 10,5
grama zaSti¢enog metionina i1 drugi oblik obroka s 10,2 grama zaSti¢enog metionina i 16,0
grama zaSticenog metionina 1 lizina. Obrok s 18,5% sirovog proteina i 10,5 grama
zaSti¢enog metionina i obrok s 10,2 grama zasticenog metionina i 1,.0 grama zasticenog

metionina i lizina.

Obzirom na veliku razliku u koncentraciji lizina i metionina, ¢inilo se da ovakav obrok

viSe ograniCava iskoriStenje metionina nego lizina.

5.1.2. Analiza mlijeka

Uzorkovanje se provodilo dva puta tjedno, po dvije muznje dnevno. Uzorci su Cuvani

dodatkom 2-bromo-2-nitroprokno-1,3-diol (alkohol) te su analizirani na mast i protein.

5.1.3. Analiza krvi

Uzorkovanje se vrsilo punkturom kokcigenalne vene od prilike dva sata nakon jutarnjeg
hranjenja. Uzorci su skupljani u epruvete od 10 mililitara bez aditiva i epruvete (10
mililitara) s natrijevim heparinom 1 4% natrijevim flouridom. Epruvete koje drze aditiv su
stavljene u centrifugu na temperaturu od 5°C na 20 minuta zbog odvajanja plazme
(pohranjena na -20°C) iz koje se odredila koncentracija glukoze. Uzorci koji nisu imali
dodatka aditiva su ostavljeni na sobnoj temperaturi da se zgrusaju, potom se odvojio serum
1 smrznuo zbog odredivanja koncentracije uree. Uzorci plazme i seruma su odmrznuti na

temperaturu od 5°C prije upotrebe.
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Krave koje su hranjene obrokom koji sadrzava zasSti¢eni metionin i lizin su u plazmi imale

nizu koncentraciju glukoze od onih hranjenih bazalnim obrocima.

5.2. Odgovor na laktaciju

Prema prvoj provedenoj raspravi koriStenje zaSticenog metionina nije imalo utjecaja na
dnevni prinos mlijeka, dok je koriStenje kombinacije zastiCenog metionina i lizina
povecalo proizvodnju mlijeka za 3,5% u odnosu na one koje su hranjene bazalnim
obrokom ili obrokom koji je oplemenjen samo zaSticenim metioninom. Kod krava kod
kojih je koristen obrok s 16% sirovog proteina su odmah nakon teljenja imale viSu razinu
mlije¢nih bjelancevina u odnosu na sredinu laktacije. Krave hranjene s 18,5% sirovog
proteina su imale na kraju laktacije najviSu razinu mlijecnih bjelancevina u mlijeku.
Nadalje dodatak zasti¢enih aminokiselina u obrok s 16% sirovog proteina nije imao utjecaj
na povecanje mlije¢ne masti, a kod obroka s 18,5% sirovog proteina je imalo tendenciju
povecavanja od 0,26%. Kod dodatka samo zasi¢enog metionina rezultati su bili vidljivi
kod obroka s 16% sirovog proteina, dok se kod obroka s 18,5% niSta nije promijenilo.
Zapravo, povecanje stvarnog mlije¢nog proteina ovisi o koli€ini sirovog proteina u obroku,
a koncentracija, povecanje mlije¢ne masti o fazi laktacije. Obzirom na to zakljuCuje se da
se pri hranidbi obrokom s 16% sirovog proteina mlijecna mast poveca u prvoj fazi laktacije
dok u ostalima opada, dok se kod obroka s 18,5% sirovog proteina postotak mlije¢ne masti
povecava prema sredini laktacije. U pocetku laktacije, odmah nakon teljenja udio mlije¢ne

masti je kod 18,5% sirovog proteina najmanji kao i na zavrSetku laktacije.

U drugoj raspravi u kojoj je glavi cilj bilo utvrditi odgovor proizvodnje mlijeka u ranoj fazi
zakljucka wutvrdeno je da krave koje uzimaju obroke oplemenjene zastiCenim
aminokiselinama (metionin+lizin) imaju ve¢u proizvodnju mlijeka (korigirano na energiju),
stvarnog mlije¢nog proteina i mlije¢ne masti u odnosu na one koje su imale samo bazalni
obrok. U donosu na prethodna istrazivanja provedena 1993. godine od strane Armentanoa i
sur. rezultati hranidbe su bili poboljSani u najranijoj fazi laktacije kada je potreba za

aminokiselina u odnosu na iskoriStenu energiju najvisa.
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Prinos mlijeka u ranim fazama laktacije se povecao za 1,2 kilograma po danu, a dok je
nakon teljenja prinos mlijeka bio veéi svega 0,1 kilogram po danu. Prinos mlijeka i

mlije¢nih komponenti je numericki bio ve¢i kod obroka s 18,5% sirovog proteina.

3.8

3.6

3.4

3.2 \
3

y M

2.6 L — T | T T T

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Vremensko razdoblje

f}‘

Proteini, %

Slika 3. Sadrzaj mlije¢nih proteina kroz odredeno vremensko razdoblje: (=) obrok s 16,0%

sirovog proteina, (#) obrok s 18,5% sirovog proteina

Izvor: Socha i sur. 2005.
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Slika 4. SadrZzaj mlije¢ne masnoce kroz odredeno vremensko razdoblje: (=) obrok s 16,0%

sirovog proteina, (#) obrok s 18,5% sirovog proteina

Izvor: Socha i sur. 2005.

Zaklju€uje se da je hranidba krava u ranoj laktaciji obrokom oplemenjenim zaSti¢enim
metioninom i lizinom imalo tendenciju povecanja koli¢ine mlijeka, mlije¢nih proteina,

mlije¢ne masti kao i smanjenje koncentracije glukoze u krvi.
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6. ZASTICENI METIONIN, LIZIN I HISTIDIN

Americko udruZenje za istrazivanje mlije¢nih proizvoda (American Dairy Science
Association) 99: 4437-4452 iznjelo je istrazivanje (Giallongo i sur. 2016.) ¢iji je cilj bilo
utvrditi uéinak obroka oplemenjenog s zaSti¢enim metioninom, lizinom i histidinom na

mlije¢nim kravama koje doje.

Istrazivanje je trajalo devet tjedana, a sudjelovalo je sedamdeset i dvije krave pasmine

Holstein.

Krave u eksperimentu su nakon zasuSenja od 2 tjedna nasumic¢no dobivale jedan od Sest
oblika obroka koji su bazirani na koncentraciji metaboliziraju¢eg proteina (MP), a obroci
su: (1) adekvatan obrok s dovoljnom koli¢inom metabolizirajuc¢eg proteina (MPA), (2)
obrok s manjkom metabolizirajueg proteina (MPD), (3) MPD nadopunjen zasticenim
metioninom (MPDM), (4) MPD nadopunjen zastiCenim lizinom (MPDL), (5) MPD
nadopunjen zaSticenim histidinom (MPDH) i (6) MPD nadopunjen kombinacijom

zaSti¢enog metionina, lizina i histidina (MPDMLH).

Unos suhe tvari, prinos mlijeka, komponente mlijeka (laktoza, mast i proteini), energetski
korigirano mlijeko i iskoriStenje hrane je smanjeno za MPD obrok u odnosu na MPA

obrok.

Nadopuna MPD obroka s zasti¢enim lizinom je povecalo udio mlije¢nih proteina i glukoze
u plazmi kao i1 koncentracija ugljika i uree (N) u mlijeku. Dodavanje zasticenog histidina je
tezilo povecanju unos suhe tvari, mlijecne masti i proteina. Dodatak kombinacije
zaSti¢enog metionona, lizina i histidina povecalo je prinos mlijeCne masti, bjelancevina,

energetski korigiranog mlijeka kao i u¢inkovitost hranjenja.

Koncentracija esencijalnih aminokiselina u plazmi (osim metionina i triptofana) smanjeni
su u MPD obroku u odnosu na MPA obrok. Takoder koncentracija hemoglobina u krvi je
bila niza i koncentracija grelina (hormon za stimulaciju gladi) u plazmi je bila visa kod
krava hranjenih MPD obrokom. Koncentracija zasi¢enih masnih kiselina u mlijeku je bila
viSa kod MPD obroka, a dok je koncentracija nezasi¢enih masnih kiselina bila smanjena
(reducirana) u MPD obroku. Zaklju¢no je vidljivo da oplemenjivanje MPD obroka s

histidinom 1 ruminski zaSti¢enim metioninom, lizinom i hidstidinom ima utjecaja na
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poboljsanje mlijeka i prinosa mlije¢nih komponenti kao i unosa suhe tvari kod mlije¢nih

krava.

Poznato je da su metionin i lizin ograni¢ene aminokiseline u proizvodnji mlije¢nih proteina,
a u nizu studija doSlo se do zakljucka da je histidin najmanje sintetiziran u rumenu od
strane bakterija i u plazmi. Studije su takoder pokazale kako histidin ima veliku ulogu u

sintezi mlijeka i udjelu mlije¢nih proteina.

6.1. Tijek eksperimenta

Pokus je proveden u dvije faze, krave su hranjene to¢no odredenim obrocima (vagani su), a
pristup svijezoj vodi je bio neograni¢en. Prva faza je ukljucivala 36 mlijecnih Holstein
krava koje su imale prosje¢no 40,8 kg + 6,80 kg mlijeka dnevno, a druga faza je
ukljucivala mlije¢ne krave s dnevnim prinosom mlijeka od 39,8 kg + 6,67 kg. Svaka faza
je trajala 9 tjedana, ukljucujuéi 2 tjedna kovarijanace, iz toga slijedi da je pokus trajao 7
tjedana, od cega su 2 tjedna bila za prilagodbu krava na nacin hranidbe, a 5 tjedana za

uzimanje i analiziranje podataka i uzoraka.

6.1.1. Hranidba krava

Hranidba je bila takva da zadovoljava potrebe krava od 650 kg tjelesne mase, dnevni unos
suhe tvari od 27 kg, 42,5 kg dnevne proizvodnje mlijeka te zahtjeve mlijeka od 3,80%
mlije¢ne masti i 3.20% mlije¢nih proteina. MPD hranidba je bila formulirana na nacin da

je 5% do 10% MP u odnosu na bazalni obrok falilo.

Ruminski zasticene aminokiseline su se precizno vagale i dodavale u TMR obrok, a obrok

su krave dobivale dva puta dnevno u 06:00 sati i u 18:00 sati.

6.1.2. Uzorkovanje

Podatci o individualnom uzimanju hrane, prinosu mlijeka i tjelesnoj tezini su svakodnevno
uzimani i biljezeni. Uzorci hrane su uzimani na tjednoj bazi, prisilno osuseni te spremljeni
na temperaturu od -20°C. Oksidacija odredenom kiselinom je sluzila za analizu

koncentracije metionina i cistina.
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Uzorci krvi su uzeti iz repa nakon sedmodnevnog hranjenja, plazma je izdvojena
centrifugom te u 2 mililitra alikvota dodana N-HCI i fenilmetilsulfonil flourid. Alikvoti s
kiselinom su pohranjeni na -20°C dok nisu bili analizirani na aktivni grelin. Alikvoti
plazme su skupljani tjedno te su analizirani na koncentraciju uree, glukoze, inzulina i

kreatinina i na koncentraciju aminokiselina.

Tablica 4. Sastav bazalnog obroka

Fazal. Faza Il.
MPA MPD MPA MPD
Komponente, %
Kukuruzna silaza 42,0 42.0 42.0 42.0
Sijeno lucerke 21,0 21,0 21,0 21,0
Mljeveni kukuruz 1,5 6,5 6,3 11,5
Soja 4,5 4.5 4,0 4,0
Uljana repica, ekstrakt 8,5 8,5 6,5 6,5
Melasa 4,0 4,0 4,0 4,0
Mineralno-vitaminski premiks 3,0 3,0 3,0 3,0
Pamuk 4,0 4,0 4,0 4,0
Lom pekarskih proizvoda 5,5 5,5 3,5 3,5
Obrok koji sadrzi 14.6% sirovog
. 6,0 1,0 5,7 0,5
proteina

Izvor: Giallongo i1 sur. 2016.

Uzorci mlijeka skupljani su u epruvete s konzervansom (2-brom-2-nitropropan-1,3-diol) te

analizirani na udio masti, proteina, laktozu i suhu tvar pomocu infracrvene spektroskopije.
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Odredeni uzorci mlijeka su skupljani i stavljani u epruvete bez konzervansa te su ¢uvani na

temperaturi od - 20°C i analizirani na sastav masnih kiselina mlijeka.

Dobiveni rezultati su analizirani su pomo¢u SAS® softver (raCunalni program za pregled
analitickih podataka). Svi podatci; unos suhe tvari, prinos mlijeka, iskoriStenje unesene
hrane i pojedinacna proizvodnja mlijeka su tjedno analizirani. Sastav mlijeka i ostale

vrijednosti bile su fiksne.

Tablica 5. Kemijski sastav bazalnog obroka

Faza I. Faza II.

MPA MPD MPA MPD
Komponente, % suhe tvari

Sirovi protein 16,8 14,8 16,1 14,1
NE., Mcal/kg 1,53 1,52 1,50 1,47
Ca 0,98 0,96 0,99 0,97
P 0,41 0,39 0,39 0,37
Skrob 19,0 22,0 20,1 23,2

Izvor: Giallongo i sur. 2016.
6.2. Analiza eksperimenta

U obje faze, MPD obrok je bio napravljen tako da sadrzi manju koncentraciju sirovog

proteina u odnosu na MPA obrok koji ima visu koncentraciju mljevenog kukuruza.

Dodatak zasSti¢enih aminokiselina u MPD obrok je ispunila ocekivanja iskoristenja
dnevnog lizina. Prema navodima Schweb i sur. (2005.) MPD obrok je bio 14% u defitcitu
dnevnog metionina, a potrebe dnevnog lizina su se ispunjavale. Dok je dodatak zaSti¢enog
metionina i lizina premasio sve procijenjene potrebe dnevnog metionina i lizina. Prema
Lee i sur. (2012.) MPA obrok i MPD obrok nadopunjen zasti¢enim metioninom i MPD
obrok nadopunjen zasti¢enim metioninom, lizinom i histidinom zadovoljavali su potrebe
dnevnog histidina. Ostali obroci su bili od 3% do 5% u deficitu dnevnog histidina.
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Unos suhe tvari prilikom MPD obroka je bio smanjen, imao je tendenciju smanjenja za
razliku od MPA obroka. Prinos mlijeka i1 laktoze smanjen je u svim MPD obrocima u
odnosu na MPA obrok (¢ak i MPDMLH). Koncentracija mlije¢ne masti se povecala kod
MPDMLH obroka u donosu na MPD obrok, a kod ostatka obroka nije razli¢it od MPA
obroka. Ubio mlije¢nih proteina bio je visi kod MPDM, MPDL, MPDH i1 MPDMLH
obroka u odnosu na MPA obrok. Koncentracija aminokiselina, to¢nije alanina u plazmi je
poveéana kod MPD obroka u odnosu na MPA obrok. Koncentracija arganina, izoleucina,
leucina, fenilalanina i valina, kao 1 svih esencijalnih aminokiselina je bila ve¢a kod MPA u
odnosu na MPD obrok. Kod MPDM obroka udio asparagnina i glutamina bio je nizi u
odnosu na MPA. Glicin i serin su obi¢no bili vi§i kod MPD obroka. Razina lizina bila je
manja kod MPD, MPDM i MPDH obrok u odnosu na MPA, dok je kod MPDL i
MPDMLH razina bila visa za razliku od MPD obroka. Koncentracija metionina povecana
je MPDMLH obrokom u odnosu na MPD obrok, takoder je imala tendenciju povecanja u
MPDM i MPDMLD u odnosu na MPA. Koncentracije prolina, triptofana i taurina nisu bile

pod utjecajem tretmana.

Tablica 6. Rezultati hranidbe razli¢itim obrocima

OBROK I'i Il
MPA | MPD | MPDM | MPDL MPDH | MPDMLH

Prinos mlijeka, kg/dan 42.5 38,2 38,5 37,9 38.4 39,6

Iskoristenje hrane,
1,47 | 1,39 1,38 1,36 1,35 1,40

kg/kg

Mlije¢na mast, % 3,94 | 3,72 3,80 3,84 3,96 4,01
Mlijec¢ni protein, % 3,02 | 3,00 3,04 3,13 3,11 3,14
Laktoza, % 4,76 | 4,78 4,79 4,80 4,77 4,71
Tjelesna tezina, kg 585 595 594 590 595 591

Promjena tjelesne
196 135 138 174 187 211

tezine, g/dan

Izvor: Giallongo i sur. 2016.
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Razina hemoglobina smanjena je MPD, MPDM i MPDL obrokom u odnosu na MPA, a za
krave koje primaju MPDH i MPDMLH nije bila promijenjena u odnosu na MPA.

Koncentracija glukoze je pove¢ana kod MPDL i MPDMLH obroka u usporedbi s MPD
obrokom. Koncentracija grelina je bila ve¢a kod MPD za razliku od MPA obroka.

Opcéenito, koncentracija zasi¢enih masnih kiselina je visa kod MPD obroka, a
koncentracija ne zasi¢enih masnih kiselina je niza. Kod MPDMLH obroka udio zasi¢enih

masnih kiselina je manji u odnosu na MPD obrok.

Tablica 7. U¢inak obroka na metabolite i hormone krvne plazme

OBROK I1i1I
MPA MDP MPDM MPDL MPDH | MPDMLH
Hemoglobin
9,37 8,87 8,69 8,87 9,17 9,02
, g/dL
Glukoza,
56,8 55,7 5,7 59,1 57,5 59,5
mg/dL
Inzulin,
13,3 13,0 12,3 14,8 13,1 13,4
pUI/mL
Grelin,
120 147 146 146 131 136
pg/mL
Kreatinin,
1,55 1,47 1,53 1,53 1,45 1,51
mg/mL

Izvor: Giallongo i sur. 2016.

U raspravi je navedeno da pojedina¢na nadopuna MPD obroka metioninom, lizinom i
histidinom nije malo utjecala na visinu prinosa mlijeka, no dodavanje kombinacije od sve

tri zaSti¢ene aminokiseline je doprinijelo prinosu mlijeka.

Pojedina¢na nadopuna metioninom i lizinom nije imalo utjecaja na udio mlije¢ne masti u

ovom eksperimentu, medutim Watanabe i sur. (2006) i Zanton i sur. (2014) u svom
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istrazivanju navode da je koncentracija mlijeCne masti veéa u odnosu na bazalni obrok

zbog ucinka metionina na metalnih skupina i sintezu holina.

Nadopuna obroka sa 3 zasticene aminokiseline u ovom pokusu su doveli do povecanja
udjela mlije¢ne masti, to se moze pripisati dodatku zaSti¢enog lizina 1 histidina i

koncentraciji masnoc¢e u njihovom sastavu.

Dodatak zasticenog metionina u MPD obrok nije imalo nikakvog utjecaja n audio
mlijecnih proteina u ovom pokusu kao ni u drugim provedenim pokusima. Pojedinacno
oplemenjivanje zasti¢enim lizinom i histidinom, kao i kombinacija s metioninom je dovelo

do povec¢anja mlije¢nih proteina u mlijeku.

Tjelesna tezina je bila manja kod krava koje su hranjene s obrokom koji ima 5% manje
metabolizirajuéeg proteina u usporedbi s obrokom oplemenjim zasti¢enim

aminokiselinama.

Krave hranjene MPD obrokom bez dodatka zaSticenih aminokiselina su imale manje
koncentracije svih esencijalnih aminokiselina u plazmi, izuzetak ¢ini metionin koji se nije
razlikovao u usporedbi s MPA obrokom. Neesencijalne amonokiseline imaju tendenciju

povecanja kod MPD obroka.

Krave hranjenje obrocima s manjenim udjelom MP imale su u prosjeku 6% manju
koncentraciju mioglobina u krvi u usporedbi s MPA obrokom, a oplemenjivanje MPD

obroka zasti¢enim histidinom je dovelo do povec¢anja razine hitidina u plazmi.

Ukupno gledano zakljucuje se da histidine pozitivno djeluje na unos suhe tvari, a
kombinacija od 3 zaStiene aminokiseline (metionin, lizin i histidine) ima potencijal

povecanja prizvodnje mlijeka i prinosa komponenti mlijeka.
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7. ZAKLJUCAK

Pravilnom i izbalansiranom hranidbom kravama omogucava da pokazu svoj puni genetski
potencijal 1 ostvare maksimalnu proizvodnju.

Proucavanjem navedenih studija moze se do¢i do zakljucka kako upotreba protektiranih
aminokiselina ne daje odgovarajuce rezultate. Vidljivo je da dodatak samo jedne zastiene
aminokiseline nema zadovoljavajuci uc¢inak no kombiniranje nekoliko aminokiselina ima
pozitivan uc¢inak. Za Zeljenu proizvodnju je potrebno imati adekvatan obrok sa dovoljnom
koli¢inom sirovog i1 metaboliziraju¢eg proteina te dovoljnom koli¢inom protektiranih
aminokiselina.

Dodatak zasticenog metionina ne povecava proizvodnju mlijeka, kao ni udio komponenti
mlijeka, ali povecava ukupnu koncentraciju metionina u plazmi i krvi. Kombinacija
metionina i lizina dovodi do povecanja proizvodnje, ali takoder ne na ocekivanoj bazi.
Medutim dodatak kombinacije zaSti¢enog metionina, lizina i histidina dovodi do povecanja
proizvodnje kao i komponenti mlijeka, a 1 poveéanja zaSti¢enih aminokiselina u plazmi i
krvi. Takoder dovodi i do povecanja hormona 1 metabolita plazme.

Osim koli¢ina dodanih aminokiselina na proizvodnju utjece 1 sastav kao i udio sirovih

proteina obroka.
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