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WSKAZNIKI STOSOWANE PRZY BADANIU PROCESOW
TRAWIENNYCH U PRZEZUWACZY

Przezuwacze majg powazne znaczenie gospodarcze, gdyz dzieki cha-
rakterystycznej budowie przewodu pokarmowego i wspotdziataniu mi-
kroorganizméw zwacza wykorzystywaé¢ mogg pasze o duzej zawartosci
celulozy oraz produkty o malej wartosci w zywieniu ludzi i zwierzat
nieprzezuwajgcych. Na coraz szerszg skale prowadzone sg badania nad
przebiegiem procesow trawiennych i wykorzystaniem biatka oraz innych
sktadnikéw pokarmowych, w celu uzyskania maksymalnej produkcyj-
nosci. Skomplikowana budowa przewodu pokarmowego przezuwacza,
roznorodnos¢ procesé6w zachodzgcych w zwaczu oraz duze zmiany jakos-
ciowe jakim podlega pobrana pasza, stanowig trudnosci badan nad tra-
wieniem i wykorzystaniem paszy u tych zwierzagt. Pomocne jest stoso-
wanie substancji wskaznikowych, ktorych obecnos¢ ulatwia Ssledzenie
przebiegu procesow fizjologicznych w przewodzie pokarmowym przezu-
wacza.

Idea stosowania wskaznikéw w badaniach zywieniowych u przezuwa-
czy nie jest nowa. W okresie ostatnich 50 lat przeprowadzono liczne
badania nad zastosowaniem roznych substancji [32, 52, 54]. Jednak tylko
niektére z nich stosowane sg obecnie i te wlasnie wskazniki zostang
omoéwione w opracowaniu, w oparciu przede wszystkim o prace meto-
dyczne dotyczgce zastosowania wskaznikéw do oznaczania: czasu prze-
ptywu tresci pokarmowej przez poszczeg6lne czesci przewodu pokarmo-
wego, trawienia i wchlaniania skladnikéw pokarmowych w wielokomo-
rowym zolgdku i jelicie cienkim, objetosci tresci pokarmowej oraz dobo-
wego przeplywu tresci, a takze do konstrukcji modeli obrazujgcych pro-
cesy zachodzgce w przewodzie pokarmowym. Obszerny przeglad zastoso-
wania wskaznikow do oznaczania strawnosci pasz przedstawila Ziolecka
[87]. '

Stosowane wskazniki i ich podzial

Substancja uzyta jako wskaznik speinia¢ powinna 4 podstawowe wa-
runki:
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a) nie ulegac absorpcji z przewodu pokarmowego ani rozkladowi
w procesie trawienia,

b) by¢ obojetna fizycznie, chemicznie i fizjologicznie (nie wykazywaé
dzialania toksycznego, nie wplywa¢ na aktywnosé¢ wydzielania, ruchy
zwacza 1 perystaltyke jelit oraz procesy absorpcji, nie wplywaé¢ na
aktywnosc fermentacyjng zwacza),

¢) by¢ fizycznie podobng do skladnikow tresci przewodu pokarmo-
wego lub latwo sie z nimi miesza¢,

d) dac¢ sie swoiscie i dokladnie oznacza¢ w tresci pokarmowej i obec-
no$¢ wskaznika nie moze wpltywa¢ na wyniki analizy innych skladnikow
tresci.

Tres¢ pokarmowa jest zawiesing czgstek stalych w ptynie, dlatego dla
obu tych faz stosowane sg odpowiednie substancje wskaznikowe, spelnia-
jace w mniejszym lub wiekszym zakresie warunek fizycznego podobien-
stwa do skladnikoéw tresci.

Jest to szczegélnie istotne przy wskaznikach frakeji czagstek statych.
Badania Hoelzela [45] wykazaly, ze szybko$¢ przechodzenia czgstek sta-
tych przez przewdd pokarmowy jest odwrotnie proporcjonalna do ich
ciezaru wlasciwego, przy czym czastki ciezsze sg zatrzymywane dluze]
w koncowych odcinkach przewodu pokarmowego. Na szybkoé¢ przepty-
wu tre$ci ma wplyw takze wielko$¢ czastek. Balch [3] stosujgc dodatek
do dawki 5% siana barwionego barwnikami organicznymi stwierdzit, ze
czastki drobno zmielone wydalane byly w kale szybciej niz sieczka. Po-
dobnie Ellis [26], King i Moore [51] oraz Campling i Freer[11] stwierdzi-
li, ze ciezar wlasciwy czgstek paszy (1—1,4 g/cm3) ma istotny wplyw na
szybkos¢ ich przejécia przez przewdd pokarmowy.

Rozpuszczalne wskazniki fazy plynnej. Nalezg do
nich: glikol polietylenowy, zastosowany po raz pierwszy przez Hydéna
[48] w latach 50-tych oraz kompleksy metali cigzkich z kwasem ety-
lenodwuaminoczterooctowym: Cr-EDTA [8, 21] wprowadzony w latach
60-tych oraz Co-EDTA zaproponowany przez Udena i wsp. [77] w 1978

roku.

Nierozpuszczalne wskazniki frakecji czqs.tek
stalych. Do tej grupy wskaznikow nalezg substancje bedace inte-
gralnymi skladnikami dawki pokarmowej (wskazniki naturalne — A)
oraz zwigzki chemiczne dodawane do dawki pokarmowe] lub’ va'rOwa'
dzone do zwacza podobnie jak wskazniki rozpuszczalne (wskazniki che-

miczne — B).
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Do grupy A nalezy m. in. lignina, stosowana od lat 40-tych [87], do
grupy B — tlenek chromowy Cr,0, oraz metale ziem rzadkich i chrom,
zwigzane kompleksowo z materialem roslinnym wprowadzone w latach
60-tych {18]..

Rozpuszczalne wskazniki fazy plynnej

Glikol poliet y lenowy. (PEG) powstaje przez polimeryzacje
glikolu etylenowego dajgc produkty o réznym ciezarze czgsteczkowym
i zaleznym od tego stanie skupienia (100—600 ciecz, 1000—10000 ciala
stale o rosngcej twardosci). Jako wskaznik najczeSciej stosowana jest
frakcja o ciezarze czasteczkowym 3000—5000, bardzo dobrze rozpuszczal-
na w wodzie, lecz — jak wykazaly badania z uzyciem ‘H-PEG — nie
ulegajgca rozkladowi i absorpcji w przewodzie pokarmowym [74].

PEG oznaczaé mozna turbidymetrycznie [48], przy czym wprowadza-
ne modyfikacje [13, 68, 78] mialy na celu zwigkszenie swoistosci 1 selek-
tywnosci wytrgcania kolejno biatka i PEG z roztworu.

PEG nie wykazuje wlasciwosci toksycznych w zakresie stosowanych
stezen [52] i nie wywiera wplywu na szybkos¢ przeplywu tresci pokar-
mowe] w jelitach [69].

Kompleks chromu z kwasem etylenodwuamino-
czterooctowym (Cr-EDTA). Cr-EDTA powstaje przy ogrzewaniu
roztworu CrCl; z Na,EDTA. Nadmiar uzytych odczynnikow mozna usungc
w reakcji z CaCl, (EDTA) [8] lub z NH,OH (CrCly) [21]. Stabilnosé¢
kompleksu zapewnia alkalizacja po reakcji kompleksowania, do uzyska-
nia pH 6—7. Zastosowanie w tym celu NH,OH prowadzi do uzyskania
preparatu Cr-EDTA ze znaczng zawartoécig NH,Cl. Metoda ta moze by¢
stosowana tylko przy radioaktywnym 5 Cr-EDTA, ktéry podaje sig Zwie-
rzeciu w niewielkich ilosciach. Stosujac wieksze stezenia wskaznika za-
wierajgcego staly izotop Cr wprowadza sig do przewodu pokarmowego
znaczne ilo$ci jonow amonowych [54], co uniemozliwia badanie prze-
miany azotowej. Dlatego wlasciwsza wydaje sig metoda Binnertsa 1 in.
[8], w ktorej stosuje sie alkalizacje przy uzyciu NaOH.

Stabilny chrom z Cr-EDTA oznacza¢ mozna kolorymetrycznie [28]
lub wybiérczo za pomocg spektrofotometrii absorpcji atomowej [86].

Stabilny lub 5:Cr-EDTA nie ulega rozkladowi pod wplywem aktyw-
nosci fermentacyjnej mikroorganizmoéw zwacza, nie pojawia sie we krwi,
w zyle watrobowej ani w zolci [46]. Z przewodu pokarmowego jest
absorbowany w 3—5%, z czego wiekszo$¢ wydalana jest z moczem [46,
81, 85].

- Kompleks kobaltu z kwasem etylenodwuamino-
Czterooctowym (Co-EDTA). Co-EDTA otrzyma¢ mozna z dobrg
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wydajnoScia z nastepujacych substratow: octanu kobaltu [II], kwasu
wersenowego 1 LiOH, stosujac H,0, jako utleniacza [77]. Jako wskaznik
zachowuje sie analogicznie do Cr-EDTA, 2—3% dawki ulega absorpcji
z przewodu pokarmowego u owiec i bydla i jest wydalane z moczem.
Moze by¢ oznaczony wybiérczo za pomoca spektrofotometrii absorpcii
atomowej.

Wskazniki rozpuszczalne sa przydatne do oznaczania objetosci ptynu
w zwaczu oraz szybkosSci przeptywu ptynu i wypadkowych zmian steze-
nia rozpuszczalnych skladnikéw tresci (np. drobnoczasteczkowych pro-
duktow trawienia).

Hydén [49] sformulowal réwnania pozwalajgce na okreslenie szyb-
kosci wplywu tresci pokarmowej i czasu retencji w zwaczu i w dalszych
odcinkach przewodu pokarmowego. Sg one prawdziwe przy zalozeniu
stanu réwnowagi dynamicznej w zwaczu.

Objetos¢ plynu zwaczowego wyznacza sie przez wprowadzenie dawki
wskaznika do zwacza i oznaczenie jego zmniejszajgcego sie stezenia
w okreslonych odstepach czasu. Stezenie wskaznika po uplywie czasu
t od jego podania (c;) zwiagzane jest ze stezeniem poczgtkowym c, naste-
pujgcym rownaniem:

C¢=Cq- ekt

gdzie k — stopien rozcienczenia ptynu zwaczowego. Doswiadczalnie wyz-
naczy¢ mozna c; i k, natomiast c, graficznie, wykres$lajgc zaleznos¢ lg ¢t
od czasu po podaniu wskaznika (jest to funkcja liniowa). Objetos¢ V
oblicza sie dzielgc dawke wskaznika wprowadzong do zwacza przez stg-
zenie poczatkowe c,. Ekstrapolacja oznaczonych stezen wskaznika do
stezenia ¢, (czas 0) na podstawie kata nachylenia krzywej zaniku pro-
wadzi¢ moze do znacznych bledow, jesli w czasie pomigdzy podaniém
wskaznika a pierwszym pobraniem probki (zalecany jest co najmni€j
odstep 1,5 godziny, niezbedny dla wyréwnania stezenia wskaznika w o=
lej objetosci plynu zwawczego) maja miejsce znaczne zmiany OI?JQtOSCI
pltynu (np. spowodowane odpasem i pojeniem). Badania Warnfera 1 .Stac’}"
[84] wykazaly, ze bezposrednio po pobraniu paszy i pojeniu objetosc
plynu zwaczowego znacznie sie zwigksza, co powoduje -ngaltowne
zmniejszenie stezenia wskaznika. Okolo 1—2 godzin po odpas%e roz.po.—
czyna sie 7-godzinny okres, w ktorym zmiany objetosci zwacza 1 :f:mnleJ“
szenie stezenia wskaznika zachodzg bardzo powoli (rys. 1). Dopiero I?O
tym okresie kat nachylenia krzywej zwigksza si¢ 1 w okolo 15 go‘dgm
po odpasie osigga warto$¢ sprzed odpasu. W badaniach AntoniewiCZz
i Pisulewski [2] wykazano, ze efekt ten zalezy od fizyczne] formj’y .paSZi
i zaznacza sie bardziej w przypadku rozdrobnionych pasz'tresmwyc

niz przy paszach objetosciowych skarmianych w formie sieczkl.
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Rys. 1. Wyznaczanie stezenia wskazZnika w Zwaczu bezposrednio

po podaniu wskaznika (w czasie O) na podstawie krzywej zani-

ku wskaznika. Strzatki wskazujg: a — czas podania wskaznika,
b — czas odpasu, ¢ — czas pojenia.

———— do$wiadczalnie wyznaczone stezenie wskaznika w zwa-
czu w okresie 24 godzin po podaniu,

— —.— linia dopasowana do wynikow w hipotetycznym ukla-
dzie, w ktorych wskaznik podano bezposrednio przed
odpasem i pojeniem a stezenie w zwaczu wyznaczano po
odpasie 1 pojeniu,

------ linia obrazujgca S$rednig szybkos$¢ zaniku wskaznika
w zwaczu w okresie 24 godzin po podaniu.

(Warner i Stacy, 84).

W zaleznos$ci od tego jakie parametry ma si¢ wyznacza¢ za pomocq
wskaznika moze on by¢ podany dozwaczowo w dawce jednorazowej lub
w infuzji cigglej. W tym ostatnim przypadku najpierw wprowadza sig
dawke wstepng, w celu uzyskania okreslonego stezenia, po czym nasteg-
puje infuzja roztworu o znanym stezeniu, ze stalg szybkosciag. Warner
1 Stacy [84] podali podstawy matematyczne wyznaczania parametrow
dynamiki fazy plynnej tresci zwacza dla obu technik wprowadzania
wskaznika. Zdefiniowali oraz okreslili sposéb wyliczenia nastepujgcych
wielkosci: doplyw wody do zwacza (F), wyplyw wody ze zwacza do ksiag
(E), objetos¢ pltynu w zwaczu (V), szybko$¢ rozcienczenia czyli wzgledny

doplyw wody netto (D= 0 ), czas polowicznego zaniku wskaznika ze
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zwacza (ty,) oraz Sredni czas retencji wskaznika w zwaczu (O). Wzory
podane przez tych autoréw moga by¢ stosowane pod warunkiem, ze roz-
patruje sie krotkie przedzialy czasu, co pozwala na operowanie wartos-
clami Srednimi wielko$ci ulegajgcych zmianie (np. $rednie stezenie
wskaznika podczas pobierania paszy lub pojenia). D i V wyznacza sie
zawsze z zaniku dawki wskaznika, natomiast metoda infuzji cigglej jest
szczegOblnie przydatna do wyznaczania E i F, nie tylko w zwaczu, lecz
takze w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Podawanie wskaz-
nika w infuzji cigglej, co utrzymuje jego stezenie w tresci przewodu
pokarmowego na wzglednie stalym poziomie, stosuje sie przy oznaczaniu
wchlaniania produktow rozkladu trawiennego w jelicie cienkim. W tym
celu poréwnuje sie stezenie wybranego skladnika (np. poszczegélnych
aminokwasow) ze stezeniem wskaznika w $redniej probce tres$ci pokar-
mowe]j otrzymanej z poczatkowego odcinka dwunastnicy oraz koncowego
odcinka jelita biodrowego [25, 54, 59, 63, 70].

Badania prowadzone na bydle, owcach i kozach zywionych dawkami
o zroznicowanym udziale pasz tresciwych i objetosciowych wykazaly,
ze oznaczenia objetosci plynu zwacza za pomocg PEG i Cr-EDTA dajg
wyniki zgodne (w granicach *5%) z uzyskanymi przy bezposrednim
pomiarze [4, 24, 76, 79]. Zrédlem bledu moze by¢ nier6wnomierne roz-
przestrzenienie wskaznika w zawiesinie czastek paszy [1, 14, 37] lub
absorpcja na czgstkach stalych w tresci pokarmowej [12, 17, 37, 83].

Dotychczasowe obserwacje $wiadczg jednak, ze przy PEG proces ten
zachodzi w niewielkim nasileniu dla pasz objeto$ciowych [2, 17], a wy-
raznie zaznaczy! sie jedynie przy skarmianiu wystodkéw buraczanych
[17]. Nastepstwem duzej adsorpcji wskaznika sg bardzo zawyzone wWy-
niki objetosci i szybko$ci rozcienczenia plynu zwaczowego [19].

PEG dodawany do dawki pokarmowej moze by¢ uzyty do oznaczan%a
szybkosci przeptywu fazy plynnej tresci w dwunastnicy, gdyz pojawla
sie tam rownomiernie, a dobowe odzyskanie wynosi 78—104%. Poprawe
precyzji oznaczen przy stosowaniu zwierzat wyposazonych w przetolfl
proste uzyska¢ mozna przez zwiekszenie czestotliwoSci i przedluzen}e
okreséw pobierania probek (wiecej niz 6 razy/dobe) w czasie 120 godzin
[82]). _ L
Wada PEG jest nieswoista metoda oznaczania, powodujaca uzycic
tego wskaznika w stosunkowo duzym stezeniu takim, ktore moze YVPIY’
waé na wartoéci oznaczen innych skladnikéw tresci. Na przykiad NICPO'I‘
son i Sutton [63] przy badaniu strawnosci na odcinku jelita cienkiego
stwierdzili, ze PEG podawany w infuzji cigglej w ilosci 30 mg/ml stano
wil znaczng cze$¢ suchej masy i wplywal na oznaczenia wartosci ka¥0‘
rycznej tresci pokarmowej. Problemu tego mozna unikngc stoqu%‘j
SH-PEG, ktoéry ze wzgledu na czulo$¢ i selektywnosc metody oznacza
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nia moze by¢ uzyty w znacznie mniejszych ilosciach [62], lecz z wyz-
szym kosztem. Wady tej nie posiada Cr-EDTA, ktory przy tym, ze
wzgledu na mniejszg mase czasteczkowsg, latwiej dyfunduje i rozprze-
strzenia sie¢ w fazie plynnej tresci zwacza [37, 81]. Moze by¢ jednak
bardziej podatny na adsorpcje na czgstkach paszy [83]. Wielko$¢ procesu
adsorpcji zalezy od wielu czynnikow fizyko-chemicznych, a w zwaczu
ponadto od aktywnego dzialania mikroorganizmoéw, dlatego jest bardzo
trudna do oszacowania ilosciowego. Niemniej jednak np. Grovum
i Williams [38] uwazajg, ze adsorpcja 5!Cr-EDTA na czesciach stalych
tresci moze by¢ przyczyng rozbieznosci w oznaczonych wartosciach prze-
ptywu wody w jelicie biodrowym skopéw zywionych dawkami siana
z lucerny. W doswiadczeniu tym jednak autorom nie udalo sie¢ wykazae,
ze proces adsorpcji faktycznie zachodzi. Wedlug Warnera i Stacy [84]
mozna unikngé btedu zwigzanego z adsorpcja wskaznika na czesciach
stalych przy wyznaczaniu objetosci ptynu zwacza, wyliczajgc te ostatnia
z ekstrapolacji do zerowego stezenia wskaznika.

Wyniki Van’t Kloostera i Rogersa [81] wskazuja, ze nawet przy
znacznych odstepstwach od stanu rownowagi dynamiczne] w zwaczu,
jak przy normalnej praktyce zywienia 2 razy dziennie, metoda wskaz-
nikowa prowadzi do prawidlowych wynikéw oznaczen objetosci ptynu
zwaczowego. Wiekszy blgd moze by¢ popelniony przy oznaczaniu sred-
niego przeplywu plynu, zwlaszcza je$li ekstrapoluje sie wyniki ze sto-
sunkowo krétkiego okresu pomiarowego. Wykreslenie krzywych zaniku
dla okresu 2 lub 3 dni od podania wskaznika pozwala na wyeliminowa-
nie fluktuacji stezenia zwigzanych z pobraniem wody lub zwiekszonym
wydzielaniem $liny w czasie po odpasie.

Jak wynika z powyzszego omowienia, wskazniki rozpuszczalne moga
by¢ uzyte do oznaczen bilansu i przeptywu wody w przewodzie pokar-
mowym oraz dynamiki fazy plynnej w ,zbiorniku do fermentacji cig-
glej” jakim jest czepco-zwacz. Cr-EDTA, zaréwno stabilny jak i radio-
aktywny jest latwiejszy do oznaczania chemicznego, co daje temu
wskaznikowi przewage nad PEG. Dalszych badan wymaga proces ad-
sorpeji Cr-EDTA na czastkach paszy. Zalezy on od rodzaju dawki po-
karmowej i zwlaszcza w przypadku stosowania 5!Cr-EDTA w matym
stezeniu prowadzi¢ moze do istotnych bledéow. Na uwage zastuguje Co-
-EDTA, ktéry nadaje sie do zastosowania réwnoczesnie ze zwigzkami
chromu uzytymi jako wskaznik frakcji czastek statych.

Nierozpuszczalne wskazniki frakcji
czgstek staltych

Wskazniki naturalne. Lignina zawarta w skladnikach dawki
pokarmowej spelnia idealnie warunki: drugi i trzeci, ustalone dla wskaz-
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nikow i czesto byla stosowana przy ocenie zaréwno pobrania paszy
jak 1 strawnoéci skladnikow pokarmowych [23, 87] oraz przeplywu
tresci pokarmowej w jelicie cienkim [66, 73]. Erickson i in. [30] porow-
nujgc przydatnos¢ jako wskaznik frakcji ligniny (ADL) i Cr,0O; stwier-
dzili, ze wspolczynniki strawno$ci pozornej dla siana z lucerny i traw
oraz ziarna jeczmienia i owsa u owiec, oznaczone za pomocg tych wskaz-
nikéw byly bardzo zblizone. ADL okazala sie lepsza jako wskaznik
niz Cr,0, przy okre$leniu rozmiaré6w trawienia w zwaczu, ze wzgledu
na szybkosé wplywu ze zwacza, podobng do skiadnikéw paszy. Podobny
wynik uzyskali Drennon i in. [22]. Kropp i in. [53] stwierdzili, ze przy
oznaczaniu przeplywu tresci przez trawieniec i strawnosci suchej masy
w zwaczu wolcow lignina w paszy daje bardziej wiarygodne wyniki niz
Cr,0, dodany do dawki pokarmowej w ilosci 0,5%.

Obecnie lignina stosowana jest niezbyt czesto jako wskaznik, gdyz
w pewnym rozmiarze ulega trawieniu w przewodzie pokarmowym [66],
ma zmienng budowe chemiczng [29], a metody jej oznaczania maja cha-
rakter doswiadczalny (brak zdefiniowanego chemicznie wzorca) [80].

Wskazniki chemiczne

Tréjtlenek chromu Cr,0; jest jednym z najbardziej cbojet-
nych zwigzkéow chemicznych, nierozpuszczalnym i nieaktywnym w wa-
runkach fizyko-chemicznych przewodu pokarmowego. Nie ulega ab-
sorpcji z przewodu pokarmowego. Donaldson i Barreas [20] stwier-
dzili, ze nawet z rozpuszczalnego polgczenia, jakim jest chlorek chromo-
wy CrCl,, chrom troéjwartoéciowy absorbowany byt w ilosci mniejsze]
niz 1% dawki, natomiast chromian ulegat absorpcji w 10—40%. Z tego
wzgledu handlowe preparaty Cr,O;, ktoére zawieraja zwykle dwuchro-
mian powinny byé oczyszczone przed zastosowaniem do oznaczen.

Cr,0, nie wykazuje dzialania toksycznego, nie wplywa ubocznie na
przebieg trawienia. Moze by¢ oznaczany swoiscie metodg kolorymetrycz-
na po utlenieniu do chromianu [44] lub za pomocg spektrof\ot\ometrii
absorpcji atomowej [86]. Cr,O, spelnia wiec dobrze warunki: pierwszy,
drugi i czwarty, okreslone dla idealnego wskaznika. Nie spelnia catko-
wicie warunku trzeciego, ze wzgledu na wlasciwosci fizyczne, a zwlaszcza
duzy ciezar wlasciwy 5,6 g/cm? [36].

Poprawno$¢ wynikow oznaczen przy uzyciu Cr,O, zalezy od stopnia
odzyskania i réwnomierno$ci przechodzenia wskaznika przez przewod
pokarmowy. Istotny wplyw na to ma sposéb podania Cr,O; zwierzeci,
forma {izyczna preparatu oraz czestotliwo$¢ i pora podania. CryOj moze
by¢ dodany do paszy jako proszek, moze zostaé wprowadzony do zwacza
w kapsutkach zelatynowych zawierajacych proszek Cr,O, albo jego za-
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wiesing w tluszczu [50], moze by¢ podany w paszy lub do zwacza po
spreparowaniu z bibulg filtracyjng (Cr,0O; roéwnomiernie rozmieszany
z masg celulozowg przed prasowaniem arkuszy [15]). Ten ostatni sposéb
wydaje sie najstosowniejszy. Cr,0O; podany w formie proszku moze ule-
ga¢ zlepieniu w wieksze czgstki lub przywiera¢ do Scian zwacza i dla-
tego nie miesza sie rownomiernie z tre$cig pokarmowg [15]. Poza tym
wielkos¢ czgstek proszku Cr,O,; jest mniejsza od wielkosci czgstek paszy
co, jak podano wyzej, powoduje jego szybszy wplyw ze zZwacza niz np.
czastek siana [36]. Przy stosowaniu kapsulek zelatynowych zachodzi oba-
wa, ze gdy tre$s¢ zwacza jest gesta (np. przy skarmianiu duzych ilosci
pasz objetosciowych) to rozpuszczenie kapsulki i mieszanie oraz réwno-
mierne rozprowadzenie Cr,0; w zwaczu moze byc¢ utrudnione [50]. Nie-
watpliwe zalety posiada Cr,O, spreparowany z bibulg filtracyjng
(Cr,0;-P). Wskaznik jest uwalniany w zwaczu powoli, w miare trawie-
nia bibuly przez mikroorganizmy (rozklad celulolityczny), co zapewnia
rownomierne wymieszanie i wyplyw Cr,0, z szybkoscig zblizong do
wyplywu innych sktadnikéw statych tresci.

Cr,0;-P powinien by¢ podawany w formie rozdrobnionej, jako was-
kie paski lub $cinki. Corbet i in. [15], przy podawaniu owcom 1 g
Cr,0,-P raz dziennie, w 3 godziny po odpasie stwierdzili, ze rozdrobnie-
nie preparatu wskaznika powoduje jego roéwnomierniejsze pojawienie sie
w kale w ciggu doby. Zaobserwowali 2 maksima wydalania wskaznika —
przypadajgce czasowo mniej wiecej na odpas poranny i wieczorny. Sred-
nie odzyskanie rozdrobnionego Cr,0,-P w kale w kolejnych 3-dniowych
okrezach wynosito 95,6—100,1%, z wahaniami od 82—111%. Do pelnego
odzyskania Cr,0, w kale konieczny jest kilkudniowy okres wstepny po-
dawania wskaznika.

Cr,0;, uwalniany jest z Cr,0,-P powoli, jednak wartosci dobowych
odzyskéw nie wskazuja na zaleganie Cr,0,-P w zwaczu i laczenie sig
dawek z kolejnych dni. Corbett i in. [13] stwierdzili, ze kapsutka papie-
rowa z Cr,0,-P rozplywa sie w zwaczu kompletnie przed uptywem 29
gadzin po podaniu.

Badania McRae i Armstronga [55] mialy na celu ustalenie warunkow
zastosowania wskaznika Cr,0, do oznaczania strawnosci i dobowego
przeptywu treici pokarmowej w okreslonych odcinkach jelita cienkiego
owlec. Cr,0,-P w ilosci 3 g podawano do zwacza przez przetoke, dwa
razy dziennie w porze odpasu. Sredni dobowy odzysk Cr,0, w kale
W okresie 7 dni wynosit ok. 100% zaréwno dla dawek tresciwych jak
1 objetosciowych. Wahania dobowe byly mniejsze przy skarmianiu pasz
Objetosciowych niz przy paszach tresciwych. Odzysk dobowy Cr.203
W tresci dwunastnicy wynosil $rednio z 17 kolekeji 83,7%, natomiast

7 — Postepy Nauk Rolniczych 2/80
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w tresci jelita biodrowego s$rednio z 11 kolekcji 77,3%. Zawartos¢ Cr,O,
w suchej masie tresci pokarmowej, w kolejnych okresach 1,5-godzinnych
pobierania tresci z dwunastnicy i 3-godzinnych z jelita biodrowego
zmieniala sie odpowiednio w zakresie 83—135% oraz 46—128% w sto-
sunku do zawartosci w sSredniej probie dobowej. Zakres zmian byl wiek-
szy przy dawkach zawierajgcych jeczmien, niz przy zywieniu sianem.
Wahania w jelicie biodrowym byly wieksze niz w dwunastnicy, pomimo
2 razy diuzszych okreséw zbierania tresci (wolny wplyw tresci w tym
odcinku jelita cienkiego). Przeplyw Cr,0, wykazywal duze wahania
' kolejnych 1,5- lub 3-godzinnych okresach czasu, wynoszace od 1 do
38% tacznego przeplywu dobowego. Natomiast $redni przeplyw Cr,O,
w okresie doby, wyznaczony z sumowania 16 kolejnych pobran z dwu-
nastnicy lub 8 z jelita biodrowego roznil sie w zakresie +5% od prze-
plywu oznaczonego na podstawie pelnej dobowej kolekcji tresci.

Podobne wahania w przeplywie Cr,0; obserwowali u owiec
Van’t Klooster i in. [82]. Nie mialy one jednak wplywu na wartosci sred-
nie odzysku Cr,0, w dwunastnicy w okresach 3 i 5 dni (99%," przy wa-
haniach dobowych od 86 do 101%).

Pierwiastki ziem rzadkich: cer, dysproz, europ,
lantan, ruten i samar. Metale ziem rzadkich mogg by¢ wyko-
rzystane jako wskazniki [26]. Wykazujg zdolnosci szybkiej i trwale]
adsorpcji na materiale roslinnym [42, 60, 61], nie ulegajag wchlanianiu
z przewodu pokarmowego ssakow [35, 41] ani wigzaniu do Scian przewo-
du pokarmowego in vivo [72]. Metale zwigzane z materialem roslinnym
przechodzg przez przewdd pokarmowy w Scistym powigzaniu z czgstka-
mi paszy i dzieki temu sg doskonalymi wskaznikami frakcji stalej tresci
pokarmowej. Metale ziem rzadkich w postaci soli adsorbowane sg zar6w-
no przez pasze objetosciowe, jak i ziarna zbo6z [42].

W poczatkowym okresie badan nad zastosowaniem tych pierwiastkow
jako wskaznikow (w latach 60-tych) uwazano, ze przechodzenie in vivo
metalu z paszy znakowanej na inne czgstki stale tresci zwacza nie ma
istotnego znaczenia [26]. W okresie ostatnich kilku lat, przy coraz szer-
szym stosowaniu tych pierwiastkéw do opisu zachowania sie¢ poszczegél-
nych frakcji stalych tresci pokarmowej (skladniki dawki pokarmowe]
1 mikroorganizmy) problem przechodzenia znacznika jest czesto rozpa-
trywany [34, 42]. Dysocjacja metali i ich ewentualne wtérne dolgczanie
sie do nieznakowanych czastek paszy lub mikroorganizméw zalezy od
strawnosci czgstek znakowanych i jest wieksze dla pasz treSciwych niz
objetosciowych. Wg Hartnella i Sattera [42] przy inkubacji przez 24 go-
dziny z treScig zwacza in vitro oddzielalo sie $rednio 7,4% ilosci Sm, Ce
lub La zaadsorbowanych na ziarnie, a tylko 0,8% iloSci zwigzanych
z czgstkami siapa. In vivo, od 4,4 do 10% ilo$ci zwigzanych metali prze-
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chodzitlo z siana znakowanego do nieznakowanego, w miare zwiekszania
czasu inkubacji od 4 do 24 godzin. Podatnos¢ materialu roslinnego ze
zwigzanymi metalami nha trawienie w przewodzie pokarmowym zalezy
takze od warunkow Srodowiska przy procesie wigzania metali i nadmier-
ne obnizenie pH (ponizej 1) zwieksza strawnos$¢ paszy i dysocjacje me-
talu {60].

Proces adsorpcji zachodzi przy bardzo malych stezeniach metali ziem
rzadkich (10-11 — 10-"M), przy ktéorych wykazujg one wlasciwosci kolo-
idalne [67]. Stezenia te sg mniejsze od dolnej granicy wykrywalnosci
metodami chemicznymi, co nastrecza znaczne trudnosci analityczne.
Mozna stosowa¢ izotopy radioaktywne, ktére oznacza sie iloSciowo za
pomocg liczniko6w promieniowania, lecz majg one niekiedy dlugi okres
pottrwania i podczas pracy ze zwierzetami stwarzajg problemy zwigzane
z zagrozeniem promieniowania przy zbieraniu i przy przechowywaniu
odchodéw. Do oznaczania izotopow trwalych nadaje sie analiza aktywa-
cyjna [26] oraz fluorescencja rentgenowska [31]. W przypadku stosowa-
nia analizy aktywizacyjnej dobiera¢ nalezy pierwiastki o wzglednie du-
zym przekroju jgdrowym, aby przy oznaczaniu uzyska¢ z odpowiednig
wydajno$cig produkty o duzej aktywnosci [26].

Fakt, ze metale ziem rzadkich stosuje sie w bardzo malym stezeniu
jest korzystny z punktu widzenia fizjologii przezuwacza, gdyz substancje
te sg toksyczne dla mikroorganizméw i czeSciowo hamujg ich wzrost juz
przy stezeniach rzedu 5 ug/ml [52].

Tan i in. [71] zaproponowali uzycie jako wskaznik kompleksu rutenu
(1%Ru) z fenantrolina (Ru-F). Zwigzek ten nie jest wchlaniany z prze-
wodu pokarmowego (odzyskanie w kale w 97,4%), wigze sig z frakcja
upostaciowang w zakresie 70—97% i nie odzialywuje na mikroorganizmy
przy stezeniu 1,5X10-5 M. Powyzej 2,2X10-5 M powoduje zmniejszenie
strawnosci suchej masy in vitro, co ogranicza jego gorne stezenie przy
podawaniu owcom do okolo 12 mg Ru na 1 kg pobranej suchej masy [5].
1%Ru ma krotszy okres péltrawienia (40 dni) niz 144Ce (285 dni), co
zmniejsza ryzyko napromieniowania personelu przy przechowywaniu
materialu do oznaczen. Charakter promienicwania gamma wydzielanego
przez 193Ru pozwala na jego jednoczesne oznaczanie Zz 51Cr, co ma Szcze-
g6lne znaczenie przy réwnoczesnym stosowaniu tych dwoch wskaznikow.

Wskazniki frakcji stalej tresci pokarmowej zastosowa¢ mozna pPrzy
badaniu zaréwno kinetyki, czyli czasu retencji, szybkosci fprzerplng,
czasu pelnej odnowy [38, 39, 40, 43] jak i zmian ilosciowych sktadni-
kow tej frakeji [5, 6, 55, 56]. Wskazniki sa niezbedne zwlaszcza przy
Pracy ze zwierzetami wyposazonymi w przetoki proste, kiedy to niewiel-
kie kolejne probki tresci pokarmowej pobrane wediug okreslonego sche-
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matu lgczy si¢ w srednig probe tresci plynacej przez wybrany odcinek
przewodu pokarmowego w danym przedziale czasu t. Dobowy przepltyw
dowolnego skladnika pokarmowego A wyliczy¢ mozna wg wzoru [55]:

Catkowity dobowy
przeplyw skladnika A=
(g/24 godz.)

Dobowa dawka wskaznika
(g/24 godz.)

Ilos¢ wskaznika w tresci
pobranej w czasie t (g)

przeplyw skladnika
A w czasie t (g) X

Wzor ten prowadzi¢ moze do prawidlowych wynikéw jedynie w przy-
padkach, gdy: pobrana w czasie t Srednia proba tresci jest reprezenta-
tywna dla tresci ptyngcej w tym czasie oraz w okresie doby przez dany
odcinek przewodu pokarmowego, stezenie wskaznika w tresci jest
wzglednie stale, szybkos¢ jego przeptywu jest zgodna z przeplywem ba-
danego skladnika i odzyskanie wskaznika wynosi 100%. Warunki te sg
praktycznie trudne do spelnienia przy Cr,0O, i publikowano sprzeczne
opinie na ten temat. Obserwowano np. duze wahania przeptywu Cr,0,
w jelicie cienkim w okresie doby [55, 82] i niskg korelacje pomiedzy
zawartoscig Cr,O; i suchej masy w treSci dwunastnicy [82]. Jednak
Corse i Sutton [16] oraz McRae i in. [58] stwierdzili, ze przeplyw sktad-
nikow wyliczony przy uzyciu Cr,0; jest zgodny z oznaczonym w pelnej
kolekeji, podczas gdy Faichney [32] podal, ze wyniki uzyskiwane przy
zastosowaniu tego wskaznika sg =zanizone a blgd zwieksza sie przy
zmniejszeniu szybko$ci przeplywu tresci. Zadowalajgce wyniki uzyskaé
mozna przy zastosowaniu pierwiastkow ziem rzadkich [5, 33, 54, 57] lub
ligniny {53]. |

Zarowno Cr,0,;-P jak i metale ziem rzadkich stosowa¢ mozna do ko-
rygowania dobowego przeplywu tresci przy prowadzeniu kolekcji
u zwierzat wyposazonych w przetoki mostkowe. Wahania przeplywu
tresci nastepujg jako reakcja na stress zwigzany z prowadzeniem ko-
lekcji [64], a takze na zmiany w cisnieniu tres$ci na $cianki jelita [65]
Oznaczenie odzysku wskaznika w danym odcinku przewodu pokarmo-
wego pozwala na wprowadzenie odpowiednich poprawek [10, 58, 75].

Roéznice w zachowaniu sie Cr,O; i pierwiastkow ziem rzadkich przy
wyznaczaniu czasu ich retencji w zwaczu obrazujg wyraznie wyniki ba-
dan Giesecke i in. [36]. Autorzy ci wyznaczali czas retencji 3 wskazni-
kow w czepcu i ksiegach: Cr,0,, PEG i 44Ce umiejscowionego na czgst-
kach siana o dlugosci 5 mm. Wskazniki wprowadzono w poblizu ujscia
z czepca do ksigg. Catkowitg tres¢ wyplywajacg z ksigg pobierano przez
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Rys. 2. Wyznaczenie czasu wyplywu dawki wskaznikéw z ksiag
do trawienca w warunkach wolnego przeplywu tre§ci pokarmo-

wej 382 ml/godzine [36]:

PEG

specjalnie skonstruowang przetoke. Stwierdzono, ze przy szybkosci wy-
plywu tresci 382 ml/godzine czas polowicznego wydalenia PEG wynosit
36 minut, Cr,0, 48 minut a !#4Ce — 149 minut (rys. 2). Wyniki wska-
zuja wyraznie, ze wielko$¢ czgstek ma istotny wplyw na czas ich re-
tencji w zwaczu. Cr,O; nie obrazowal zachowania sie wiekszych czastek
paszy a szybko$¢ jego wyplywu byla zblizona raczej do fazy cieklej.
Cr,0,-P ma mniej wad niz ten sam zwigzek zastosowany jako proszek,
jednak obie te formy ustepujg metalom ziem rzadkich zaadsorbowanym
na czastkach paszy pod wzgledem podobienstwa fizycznego z trescia po-
karmowsg [54]. Jak wspomniano powyzej, podobienstwo fizyczne jest
warunkiem koniecznym dla minimalizacji bledu przy przenoszeniu wy-
nikéw oznaczen parametrow kinetyki uzyskanych dla wskaznikow na
bedgce przedmiotem oceny frakcje tresci pokarmowej.

Modelowe zastosowanie wskaznikow
Do pelnego opisania kinetyki tresci pokarmowej najwlasciwsze wy-

daje sie zastosowanie 2 wskaznikéw jednoczesnie — dla fazy piynnej
i statej. Takie podejscie do§wiadczalne pozwala na kompleksowe badania
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i okreSlenie czynnikow wplywajacych na przeplyw treSci pomiedzy pc-
szczegdlnymi odcinkami przewodu pokarmowego.

Wielokomorowy zolgdek przezuwacza jest zbiornikiem, w ktorym ma
miejsce najwieksze frakcjonowanie tresci pokarmowej 1 roéznicuje sig
szybko$é wyptywu frakcji plynnej i stalych czastek [36]. W nastepstwie
tego szybkos¢ przeplywu w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego
i wydalenia w kale wskaznika fazy plynnej (PEG lub Cr-EDTA) jest
znacznie wieksza niz metali ziem rzadkich [7, 40, 56, 57], lecz wielkosci
te sg ze sobg skorelowane [5].

Poznanie tych prawidlowosci bylo szczegolnie istotne dla sformuto-
wania modeli matematycznych obrazujgcych zachowanie sie wskaznikow
i tresci pokarmowej przy przechodzeniu przez przewod pokarmowy. Na
uwage zastuguje dwuprzedzialowy model Brandta i Thackera [9], rozwi-
niety przez Grovuma i Williamsa [38, 39]. Podano w nim podstawy ma-
tematyczne okreslania czasu retencji i przeplywu skladnikow w wielo-
komorowym zolgdku oraz w dalszych czeSciach przewodu pokarmcwego
w oparciu o szybkoé¢ wydalania wskaznikow w kale. Praktyczne zasto-
sowanie tego modelu do okre§lenia stopnia wypeinienla zwacza, czasu
retencji oraz czasu wymiany treSci w zwaczu u krow w réznych sta-
diach laktacji przedstawili Hartnell i Satter [43]. Model oparty jest na
rownaniu [40]:

y: Ae-kl(t—TT) _ ‘4e—k2(t-—TT)

gdzie y i A — stezenie wskaznika w kale, k; — stala szybkosci kinetyki
wskaznika w czepco-zwaczu, k, — stala szybkosci kinetyki tresci w jeli-
cie $lepym i okreznicy, t — czas od podania wskaznika, TT — czas
przejécia wskaznika przez przewod pokarmowy. Zastosowanie tego row-
nania do wyliczenia k; i k, wymaga uzycia maszyny liczacej.

Inne zastosowanie wynikéw uzyskanych przy uzyciu wskaznikow to
konstrukcja ukladéw symulujgcych dzialanie zwacza (np. system Rusitec,
[18]). Uklady takie ulatwiajg badanie proceséw trawienia pasz oraz roz-
woju mikroflory i mikrofauny zwacza w warunkach jak najbardziej
zblizonych do istniejgcych in vivo.

Uwagi koncowe

Zamierzeniem powyzszego przegladu byto zaprezentowanie wskazni-
kow, jakie stosowane sg obecnie w badaniach na przezuwaczach oraz
wskazanie ich podstawowych zastosowan w odniesieniu do procesow
zachodzgcych w przewodzie pokarmowym.



Wskazniki stosowane przy badaniu 103

Najczestsze zastosowanie wskaznikow to uzycie przy:

a) okresleniu dobowej podazy do jelita cienkiego skiadnikoéw pokar-
mowych oraz ich strawnoSci w poszczegélnych odcinkach przewodu po-
karmowego u zwierzat wyposazonych w przetoki zwacza, trawienca oraz
proste lub mostkowe przetoki w jelitach,

b) badaniu wplywu czynnikow zewnetrznych i wewnetrznych na
przebleg trawienia i kinetyke skladnikéw tresci pokarmowej w poszcze-
co6lnych odcinkach przewodu pokarmowego.

Pamieta¢ trzeba, ze nasza wiedza o wskaznikach i ich zastosawaniu
ulega ciggtemu postepowi: wprowadza sie nowe substancje o wlasci-
wosciach bardziej zblizonych do zdefiniowanych dla ,jidealnego wskaz-
nika”, a réwnoczesnie odkrywa sie wady wskaznikéw stosowanych do-
tychczas.

W chwili obecnej jako najskuteczniejsze wskazniki poleci¢ mozna
Cr-EDTA dla frakcji plynnej oraz metale ziem rzadkich dla frakecji cza-
stek stalych tresci pokarmowej.

Podkresli¢ nalezy raz jeszcze istotno$¢ i znaczenie wlasciwego doboru
wskaznika, ktory rzutowaé¢ moze na poprawnos$¢ uzyskanych wynikow
doswiadczalnych.
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