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Sazetak

Diplomskog rada studentice Marieta Jares, naslova

PROMJENE SADRZAJA TOKOLA TIJEKOM SKLADISTENJA SILAZE REHIDRIRANOG

ZRNA KUKURUZA

Zrno kukuruza je izvor a-, y- i 6-tokoferola te y-tokotrienola, no, skladiStenje i obrada zrna
moze smanijiti njihov sadrzaj. Kada se zrno kukuruza zbog vremenskih neprilika ili nedostataka
mehanizacije ne moze ubrati u optimalno vrijeme, ono postaje manje vlazno te mu se mora
rehidrirati radi uspjesnog siliranja. Siliranje rehidriranog zrna stvara kiseli medij koji utjece na
sadrzaj bioaktivnih spojeva kao $to su tokoli. Cilj ovog rada bio je utvrditi promjene u sadrzaju
tokola tijekom Sesto-mjesecnog skladistenja silaze rehidriranog zrna kukuruza. Zrno sedam
hibrida kukuruza (Bc 344, Bc 418b, Bc 424, Bc 525, Bc 572, Kekec i Pajdas) ubrano je nakon
fizioloske zrelosti te rehidrirano do 32% vlage i silirano uz dodatak komercijalnog inokulanta u
vakuum vrecicama na sobnoj temperaturi. Vreéice su uzorkovane 0., 21., 38., 63., 100. i 185.
dan. Tokoli su u svim uzorcima ekstrahirani heksanom nakon saponifikacije i kvantificirani
HPLC metodom. Na temelju sadrZaja tokola u svakoj vremenskoj tocki skladiStenja praéena je
dinamika razgradnje tokola u kiselim uvjetima. Hibrid, vrijeme i nacin skladistenja su znacajno
utjecali na sadrzaj tokola (P<0,001) pri ¢emu je tijekom skladistenja pao sadrzaj tokola i u
suhom i u siliranom rehidriranom zrnu, a silaze su imale niZi sadrzaj od suhog zrna istog
hibrida. Hibrid Kekec je imao najvecu brzinu razgradnje tokola dok je hibrid najmanje brzine
razgradnje bio Bc 525. Najvedi pad sadrzaja ukupnih tokola utvrden je u razdoblju do 21. dana
skladistenja, blazi pad do 38. dana, a od 38. do 185. dana je doslo do stagnacije sadrzaja u
siliranom rehidriranom zrnu, dok je kod suhog zrna utvrden znacajan pad sadrzZaja u razdoblju
od 100. do 185 dana.

Klju€ne rijedi: silaza zrna kukuruza, tokoli, suho zrno, rehidrirano zrno, kinetika



Summary

Of the master’s thesis — student Marieta Jares, entitled

CHANGES IN CONTENT OF TOCOLS DURING STORAGE OF ENSILED REHYDRATED MAIZE
GRAIN

Maize grain is the source of a-, y- and &6-tocopherols and y-tocotrienols, but storing and
processing can reduce their content. When grains cannot be harvested at the optimal period
due to adverse weather conditions or lack of mechanization, it does not contain sufficient
moisture and needs to rehydrate for successful ensilaging. Ensilaging of rehydrated grain
creates an acidic medium that influences the content of bioactive compounds such as tocols.
The aim of this research was to determine changes in the content of tocols during six-month
storage of rehydrated corn silage. Grain of seven maize hybrids (Bc 344, Bc 418b, Bc 424, Bc
525, Bc 572, Kekec and Pajdas) was harvested after physiological maturity, rehydrated to 32%
of moisture and ensiled with the addition of commercial inoculant in a vacuum bags at room
temperature. The bags were sampled on days 0, 21, 38, 63, 100 and 185 of the experiment.
Tocols were extracted with hexane after saponification in all samples and quantified by HPLC
method. Based on the content of tocols at each storage time point, the dynamics of tocols
degradation in acidic conditions was monitored. Hybrid, time, and type of storage had a
significant effect on the contents of tocols (P<0.001), resulting in reduced tocol content during
the storage period, in both dry and ensiled rehydrated grain, and lower content in silages than
in dry grain of the same hybrid. Hybrid Kekec had the highest rate of degradation of the tocols,
while the hybrid with lowest rate of degradation rate was Bc 525. The largest reduction in
content of total tocols was in the period until 21st day of storage, milder reduction occurred
until 38th day, and from 38th to 185th day, tocols content stagnated in ensiled rehydrated
grain, while in dry grain, a significant reduction occurred in the period of 100th to 185th day.

Keywords:  maize grain silage, tocols, dry grain, rehydrated grain, kinetics



1. Uvod

Tokole cini skupina od osam spojeva topivih u mastima s aktivnos$éu vitamina E.
Podijeljeni su u dvije glavne grupe: tokoferole i tokotrienole unutar kojih se nalaze a-, B-, y- i
6-oblici. Osim u aktivnosti vitamina E, razlikuju se prema kemijskog gradi, izvoru te ulozi u
organizmu.

Vitamin E je jedan od najvaznijih vitamina u hranidbi Zivotinja i prehrani ljudi, jer je
neophodan za integritet i optimalnu funkciju reproduktivnog, misiénog, krvozilnog, Zivéanog i
imunoloskog sustava. Ima niz razli¢itih funkcija, a jedna od najvaznijih je uloga medustani¢nog
i unutarstani¢nog antioksidansa pri ¢emu ima status glavnog antioksidansa topljivog u
mastima u tijelu. Antioksidacijska svojstva tokola omogucuju odrZavanje strukturnog
integriteta stanica, osiguravaju stabilnost eritrocita i odrzavanje cjelovitosti kapilara, a funkcija
protiv nastanka oksidacijskog stresa u stanicama pomaze u sprecavanju pojave artritisa, raka,
kardiovaskularnih bolesti, katarakta, dijabetesa i infekcija. Vitamin E djeluje sinergisticki s
drugim sustavima obrane stanica i na njegovu funkciju utjece nutritivni status drugih hranjivih
tvari, kao Sto je selen. Osim antioksidacijske uloge, vitamin E ima i druge bitne uloge u
animalnom i humanom organizmu. Pojedine grupe tokola imaju zasebne funkcije, a utvrdene
su i specificne funkcije pojedinih tokola.

Zivotinje i ljudi ne mogu sintetizirati vitamin E, stoga ga moraju unositi hranom.
Potrebe za vitaminom E su to vece $to je Zivotinja mlada i produktivnija. Medu peradi najvise
vitamina E (50-150 mg/kg) trebaju brzorastuci purani, brojlerski pili¢i, prasad i teliéi te
rasplodni podmladak (DSM, 2016). Vitamin E mogu sintetizirati samo fotosintetski organizmi
- biljke, alge i neke cijanobakterije, no tokoferoli se proizvode u biljkama u fotosintetskim i
nefotosintetskim dijelovima. Svih osam oblika tokola se pojavljuje u skoro svim krmivima kao
zastitnik njihovih lipida i to ih je vise Sto je visa koncentracija lipida u krmivu. Tokoferoli se
nalaze u ulju zrna, lis¢u i drugim zelenim dijelovima visih biljaka. a-tokoferol je uglavnom
prisutan u kloroplastima biljnih stanica, dok se B, y i 6-homolozi obi¢no nalaze izvan ovih
organela. Tokotrienoli se ne nalaze u zelenim dijelovima biljaka, nego omotacu i klici sjemenki
i odredenih biljnih vrsta. Zitarice u prosjeku sadrze 15 mg/kg vitamina E i to ga je vise $to je
viSe ulja i zrnju. Znatno veée razine vitamina E sadrzi svjeza voluminozna krma bogata lisS¢em
(200 mg/kg), zatim dehidrirana lucerna koja sadrzi 150 mg/kg dok silaza kukuruza i sijena
sadrze samo 10 mg/kg (Gruber Tabelle, 2017). Najvisu razinu vitamina E medu krmivima
sadrzZe ulja, pa tako ulje suncokreta sadrzi 625 mg/kg, uljane repice 219 a sojino 170 mg/kg
(Sauvant, i sur., 2004). Intenziviranjem animalne proizvodnje te prelaskom s pasnjackog na
Stalski nacin drzanja Zivotinja, poceli su se javljati znakovi deficita vitamina E, a s tim i
proizvodnja sintetskog vitamina E. Medutim, za razliku od ostalih sintetskih vitamina, sintetski
vitamin E nije u potpunosti identi¢an strukturi prirodnog, Sto uzrokuje manje iskoristenje
sintetskog oblika jednake mase.



Kukuruz je danas trec¢a kultura po zastupljenosti u svijetu. U Republici Hrvatskoj je
prema zasijanim povrSinama i ukupnoj proizvodnji najvaznija ratarska kultura. Unato¢ tome
Sto kukuruz nije krmivo s najveéim sadrzajem tokola (17-47 pg/g ST; Grbesa, 2016), visoki udio
kukuruza u obroku ukazuje na znacajnost poznavanja kemijskog sastava pojedinih hibrida, a
time sadrzaja i vrste tokola. Velike su genetske razlike u sadrZaju i profilu tokola izmedu
kultivara kukuruza. U zrnu kukuruza su prisutni a-, y- i 6- tokoferoli te y-tokotrienol, a u vecini
hibrida dominantan je y-tokoferol.

U mnogim dijelovima svijeta kukuruz je najcesée koristena Zitarica za siliranje: nacin
konzerviranja hrane za Zivotinje s visokim udjelom vlage uz pomo¢ bakterija mlije¢ne kiseline
koje fermentiraju lako dostupne ugljikohidrate do organskih kiselina. Obrade zrna poput
mljevenja i siliranja narusavanju konzistenciju perikarpa, te povecavaju dostupnost hranjivih
tvari pa tako silaza visoko vlaznog zrna kukuruza ima veéu probavljivost buraznog i ukupnog
Skroba u odnosu na suho zrno, koja se dodatno povecéava sa stajanjem. Promjene sadrzaja
tokola u suhom zrnu kukuruza iznimno su slabo istraZivane, a u silazi visoko vlainog zrna
kukuruza do sada nisu istraZivane. Stoga je cilj ovog istraZzivanja bila utvrditi promjene sadrzaja
tokola siliranog rehidriranog zrna kukuruza razli¢itih hibrida kukuruza, te usporedba s
promjenama sadrzaja tokola suhog zrna istih hibrida.

1.1. Hipotezeiciljrada

Hipoteze ovog istraZivanja su:

e Hibridi kukuruza ée imati varijabilan sadrzaj a-, y- i 6- tokoferola te y-tokotrienola.

e Tijekom skladistenja, sadrzaja tokola ¢e vise opadati kod siliranog rehidriranog zrna
nego kod suhog zrna.

e Hibridi kukuruza ée se razlikovati u kinetici razgradnje tokola.

Na temelju postavljenih hipoteza, cilj ovog istrazivanja je utvrditi promjene u sadrzaju
a-, y- i 6- tokoferola te y-tokotrienola tijekom Sesto-mjesecnog skladistenja suhog zrna i silaze
rehidriranog zrna sedam hibrida kukuruza.



2. Pregled literature

2.1. Tokoli (vitamin E)

Vitamin E je pojam koji se koristi za skupinu od osam tokola topljivih u mastima koji se
prirodno pojavljuju, pokazuju antioksidacijsku aktivnost i nutritivno su vazni. Tokole ¢ine dvije
glavne grupe: tokoferoli i tokotrienoli. Spojevi unutar obje grupe imaju razliciti aktivnost
vitamina E kod Zivotinja i ljudi, a sintetizirani su u viSim biljkama i cijanobakterijama (EFSA,
2006).

Tokoferoli i tokotrienoli se razlikuju prema prisutnosti tri dvostruke veze na lancu s 15
ugljikovih atoma, a ime tokotrienol zapravo oznacava tokoferol s pravim izoprenskim boc¢nim
lancem (Aggarwal i sur., 2010). | tokoferoli i tokotrienoli mogu biti u a- (alfa, 5,7,8-trimetil), B-
(beta, 5,8-dimetil), y-(gama, 7,8-dimetil) i 6- (delta, 8-metil) obliku, ovisno o broju i poloZaju
metilne skupine na kromanolnom prstenu (slika 1) i imaju mnogo izomera koji se razlikuju po
broju i polozaju metilne skupine na pobocnom lancu (Brigelius-Flohe i sur., 2002). Osim
navedenih razlika u kemijskoj strukturi, tokoli se razlikuju po aktivnosti pa tako najvisu
biolosku antioksidacijsku aktivnost ima d-a-tokoferol (RRR-tocopherol) (Langman, 2003). To
potvrduju Atkinson i sur. (2008) te navode da je spomenuti oblik oko Sest puta aktivniji od y-
tokoferola te da y-tokoferol pokazuje najmanje 32 puta veéu antioksidacijsku aktivnost od 6-
tokoferola.

Tokoli se takoder razlikuju prema aktivnosti vitamina E. Prema Wu (2018), d-a-
tokoferol ima najvisu aktivnost vitamina E (1,49 1J/mg), dok ostali tokoferoli imaju znacdajno
nizu: d-B-tokoferol 0,12, d-y-tokoferol 0,05 i d-6-tokoferol 0,006 1J/mg. Tokotrienoli imaju nizu
aktivnost od tokoferolnih analoga; tako d-a-tokotrienol ima aktivnost od 0,32 1J/mg), d-B-
tokotrienol 0,05 1J/mg dok, d-y-i d-6-tokotrienol ne pokazuju vitamin E aktivnost.
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Slika 1. Kemijska struktura tokoferola i tokotrienola
Izvor: Aggarwal i sur. (2010)



2.2. Invivo funkcije tokola (vitamina E) kod Zivotinja

Zivotinje i ljudi ne mogu sami sintetizirati vitamin E pa ga moraju unositi hranom. S
obzirom na to da je vitamin E neophodan za integritet i optimalnu funkciju reproduktivnog,
misiénog, krvozilnog, Zivtanog i imunoloskog sustava, (Bendich, 1987; McDowell i sur., 1996,
McDowell, 2000) on predstavlja jedan od najvaznijih vitamina u hranidbi Zivotinja i prehrani
ljudi.

Vitamin E ima niz razlic¢itih funkcija, a jedna od najvaznijih je uloga medustani¢nog i
unutarstani¢nog antioksidansa (Mc Dowell, 2000), pri ¢emu je vitamin E glavni antioksidans
topljiv u tjelesnim mastima (Galanakis, 2017). Budu¢i da se nalazi u staniénim membranama,
ondje Stiti polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) membranskih fosfolipida od peroksidacijske
degradacije i nastanka slobodnih radikala (Brigelius-Flohe i Traber, 1999; Kuchan i sur., 2016).
Na taj nacin oksidacija vitamina E Stiti staniénu membranu od osteéenja. U odsustvu dovoljne
koli¢ine tokoferola, lipidni hidroperoksidi mogu uzrokovati oSteéenje stani¢nog tkiva te
narusiti strukturalni integritet stanica i uzrokovati metabolicke poremecaje (McDowell, 2000).
Sljedeci autori takoder ukazuju na antioksidacijsku vaznost vitamina E pa tako Guzman i sur.
(1989) utvrduje da antioksidacijska svojstva osiguravaju stabilnost eritrocita i odrzavanje
cjelovitosti kapilara, a Galanakis (2017) navodi da antioksidacijska funkcija vitamina E protiv
oksidacijskog stresa u stanicama pomaZe u sprefavanju pojave artritisa, raka,
kardiovaskularnih bolesti, katarakta, dijabetesa i infekcija.

Uz veé navedene osnovne uloge, McDowell (2000) navodi dodatne funkcije vitamina E,
ukljucujuci reakcije fosforilacije, ulogu u sintezi vitamina C, ulogu u metabolizmu sumpornih
aminokiselina. Takoder, utvrdena je uloga vitamina E u reakcijama oksidacijske redukcije, u
reguliranju biosinteze DNK unutar stanica te metabolizmu vitamina B12. Daljnja uloga
vitamina E je inhibiranje agregacije trombocita kod svinja (McDowell, 2000), a mozZe imati
ulogu inhibiranja peroksidacije arahidonske kiseline, Sto je potrebno za stvaranje
prostaglandina ukljuéenih u agregaciju trombocita (Machlin, 1991). Novija istraZivanja ukazuju
da povecéani unos vitamina E moze smanijiti rizik od Alzheimerove bolesti u starijim
populacijama (Li i sur., 2011).

Vitamin E djeluje sinergijski drugim sustavima obrane stanica i na njegovu funkciju
utjeCe nutritivni status drugih hranjivih tvari, kao sto je selen. S porastom aktivnosti stanica
(npr. misi¢ne stanice) raste priljev lipida za energetsku opskrbu te je vedi rizik od ostecenja
tkiva ako je razina vitamina E ogranicena. Uz navedene sinergijske funkcije vitamina E i selena,
utvrdeno je sinergijsko djelovanje u osiguravaju obrane organizma od toksi¢nosti teskih
metala (McDowell, 2000). Zatim, Guzman i sur., (1989) navode sinergijsko djelovanje u
odrzavanju kvalitete sperme. Osim odnosa vitamina E i Se, vitamin E, vitamin Ci B-karoten kao
antioksidacijski vitamini zajedno imaju vainu ulogu u mehanizmu obrane tkiva protiv
ostecenja slobodnim radikalima. In vitro i in vivo pokusi ukazuju da antioksidacijski vitamini



poboljSavaju razliCite aspekte stani¢nog i humoralnog imuniteta. PoboljSavaju imunitet
odrzavanjem funkcionalnog i strukturnog integriteta vaznih imunoloskih stanica.
Kompromitirani imuni sustav utje¢e na zdravlje Zivotinja i rezultira smanjenjem ucinkovitosti
proizvodnje Zivotinja kroz povecanu osjetljivost na bolesti, Sto dovodi do povecane pojave
bolesti i smrtnosti Zivotinja. Vitamin E i Se imaju znadajnu ulogu u zastiti leukocita i makrofaga
tijekom fagocitoze, mehanizma kojim Zivotinje imunoloski uniStavaju invazivne bakterije
(Badwey i Karnovsky; 1980, McDowell, 2000). Vitamin E je uklju¢en u stimulaciju sinteze
serumskih protutijela, osobito IgG antitijela (Tengerdy, 1980). Zastitni utjecaj vitamina E na
zdravlje Zivotinja moze biti ukljuéen u njegovu ulogu u smanjenju imunosupresivnih
glukokortikoida (Golub i Gershwin; 1985; McDowell, 2000).

Poseban naglasak u hranidbi preZivaca stavljen je na vitamin E zbog toga Sto smanjuje
oksidacijski stres i poboljSava zdravlje mlije¢nih krava (Miller i sur., 1993). Visoka razina
vitamina E (1000 mg/d) u obroku tijekom razdoblja suhostaja ima pozitivan ucinak na zdravlje
vimena kod mlije¢nih krava u ranoj laktaciji, Sto dokazuje smanjena ucestalost pojave
(sub)klinickog mastitisa nakon teljenja (Smith i sur., 1984; Weiss i sur., 1990). Pridonosi
funkcijama leukocita kod goveda (Politis et al., 2004) te ima antioksidacijsko djelovanje u
stanicama jetre (Bouwstra i sur., 2008). Mahan (2008) navodi da dovoljna razina vitamina E u
obroku poboljsava reproduktivne ucinke, povecava razinu a-tokoferola u kolostrumu, mlijeku
i mesu te smanjuje smrtnost u prasadi, ali i povecava kvalitetu smjese smanjuju¢i moguénost
njene oksidacije, smanjuje gubitak poZeljne boje mesa i produljuje trajnost svinjskih
preradevina. Vitamin E smanjuje porast tjelesne temperature kod pilica u stresnim uvjetima
izazvanim vrlo visokom temperaturom zraka i tim putem smanjuje smrtnost (Kan i sur., 1993;
Qureshi i sur., 2000). Visoka razina vitamina E u obroku poboljSava sve proizvodne parametre
u tovu pilica (Weber i sur., 1999, Bird i sur., 1999, Siegel i sur., 2000).

IstraZivanje ucinka tokoferola i tokotrienola u otklanjanju slobodnih radikala pokazuje
da su tokotrienoli superiorniji zbog njihove bolje raspodjele u masnim slojevima stani¢ne
membrane. Razlog tome je &injenica da nezasi¢eni bocni lanac tokotrienola omogucuje
ucinkovitije prodiranje u tkiva koja imaju zasi¢ene masne slojeve kao $to su mozak i jetra
(Suzuki i sur., 1993). Zatim, Sen i sur. (2006) navode da tokotrienoli posjeduju moéna
neuroprotektivna i antikarcinogena svojstva te svojstva sniZzavanja kolesterola, koja u toj mjeri
tokoferoli ne pokazuju. Ucinke tokotrienola u sprecavanju razvoja raka dojke navode Shun i
sur. (2004), debelog crijeva Agarwal i sur. (2004), jetre Sakai i sur. (2006), plu¢a Kashiwagi i
sur. (2008), koze Chang i sur. (2009), prostate Constantinou (2009) kod ljudi te mlijecne
Zlijezde kod miSeva Mclintyre i sur. (2000). Rezultati ukazuju da y- i 6-tokotrienol pokazuju vecu
antikancerogenu aktivnost od a- i B-tokotrienola (Wada i sur., 2005). Takoder, Aggarwal i sur.
(2010) uz isticanje bitne uloge tokotrienola, navode da razli¢iti izomerni oblici variraju u
sposobnosti snizavanja razine kolesterola te navode 6-tokotrienol kao najuspjesniji, zatim
slijede y-, a-, B-tokotrienol. Serbinova i sur. (1994) navode sljedece ¢imbenike kao razloge za
bolju ucinkovitost tokotrienola: strukturne razlike, tokotrienoli mogu biti ravnomjernije
raspodijeljeni u lipidni dvosloj, kromanolni prsten tokotrienola moze ucinkovitije komunicirati
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s lipidnim dvoslojem, tokotrienoli mogu imati vecu reciklaznu ucinkovitost, a stani¢ni unos
tokotrienola je 70 puta vedi od unosa tokoferola.

Mnoga istrazivanja ukazuju na razli¢ito djelovanje pojedinih tokola pa tako Atkinson i
sur. (2008) ukazuju na jedno od rijetkih istraZzivanja u kojima su istraZivani svi tokoferoli, a Ciji
rezultati dokazuju da je a-tokoferol, ali ne i B-, y- i &-tokoferol, poveéao polarizaciju
fluorescencije pirena u intestinalnim cetkastim membranama i stoga su zakljucili da samo a-
tokoferol smanjuje fluidnost membrane. Isti autori ukazuju na dva istrazivanja, rezultati prvog
govore da je a-tokoferol oko 1,4 puta bolji ¢istac radikala nego y-tokoferol, koji je oko 2,5 puta
bolje od 6-tokoferola, dok su u drugom istrazivanju utvrdeni omjeri u¢inkovitosti a-tokoferola
naprema y-tokoferolu 1,7 i y-tokoferola naprema 6-tokoferolu jednaki 2,5. Medutim, Suarna
i sur. (1993) navode da je antioksidacijska aktivnost a-tokotrienola sliéna onoj a-tokoferola.
Uz ranije navedena svojstva i uCinke a-tokola, Zingg i Azzi (2004) navode da a-tokoferol
inhibira proliferaciju stanica, agregaciju trombocita i primatelje monocita. Navedeni ucinci
nisu povezani s antioksidacijskom aktivnoSc¢u vitamina E i odrazavaju specificne interakcije a-
tokoferola s enzimima, strukturnim proteinima, lipidima i faktorima transkripcije. S druge
strane, Wagner i sur. (2004) utvrduju da y-tokoferol ima bolji antikancerogeni ucinak u
prevenciji pojave odredenih vrsta raka i infarkta miokarda kod ljudi od a-tokoferola. Nadalje,
y-tokotrienol ima funkciju u sprje¢avanju razvoja povisenog krvnog tlaka te smanjenja lipidnih
peroksida u plazmi i krvnim Zilama (Aggarwal i sur., 2010).

2.2.1. Deficijencija i viSak tokola (vitamina E) kod Zivotinja

Vitamin E pokazuje najvecu svestranost medu vitaminima u rasponu znakova deficita
kod Zivotinja. Znakovi nedostataka razlikuju se medu vrstama, ali i unutar iste vrste Zivotinja.
Simptomi deficijencije se manifestiraju na neuromuskularnim, krvoZzilnim i reproduktivnim
sustavima (Langman i sur, 2003). Potrebna koli¢ina vitamina E u obroku moze varirati ovisno
o faktorima kao Sto su razine PUFA, selena, antioksidansa i sumpornih aminokiselina u obroku.
Misi¢na distrofija je poremedaj koji se pojavljuje kod gotovo svih vrsta domadih Zivotinja, a
uzrokovan je nedostatkom vitamina E u organizmu (McDowell, 2000). Dolazi do
degenerativnog razaranja stanica poprecno-prugastih misi¢a sto uzrokuje bljedilo pojedinih
vlakana te misiéi imaju bijele pruge po snopovima (Smith, 1970; McDowell, 2000). Istrazivanja
su pokazala pozitivan odnos izmedu sadrzaja selena u tlu i zemljopisne pojave misiéne
distrofije u svijetu (McDowell, 2000).

Nedostatak vitamina E i selena kod teladi i janjadi dovodi do nastanka bolesti bijelih
miSi¢a (eng. white muscle disease). Bolest bijelih misi¢a javlja se u dva klinicka oblika; prvi je
tip misi¢ne distrofije kod kojih su mladi prezivac¢i mrtvorodeni ili uginu unutar nekoliko dana
nakon rodenja poslije iznenadnog fizickog napora. Drugi oblik (odgodeni) razvija se kod janjadi
najéesc¢e u dobi od 3 do 6 tjedana, ali se moZe pojaviti 4 mjeseca nakon rodenja. Znakovi



bolesti kod teladi se obicno ocituju u dobi od 1 do 4 mjeseca. Bolest karakterizira slabost,
ukocenost i gréenje misiéa, Zivotinje tesko stoje i unakrsno hodaju, tesko siSu jer je zahvadena
muskulatura jezika (McDowell, 2000). Manji broj autora navodi poremecdaje nastale uslijed
nedostatka vitamina E kod starijih dobnih kategorija preZivata. Medutim, zabiljeZzena je
degenerativna miopatija kod odraslih goveda (Hutchinson i sur., 1982), dok su kod junica
mogudi abortusi; mrtvorodena telad i zaostajanje posteljice (Hutchinson et al., 1982).
Zabiljezena su miopatska stanja goveda hranjenih sa Zitaricama tretiranih s propionskom
kiselinom, koja unistava vitamin E. Kod visokoproizvodnih mlije¢nih koza, nedostatak se
ocitovao u slaboj involuciji maternice, uz pratnju zaostajanja posteljice i metritis (McDowell,
2000). Potrebne su adekvatne koli¢ine vitamina E u obroku kako bi se sprijecili oksidacijski
okusi mlijeka. Ucinkovitost prijenosa u mlijeko je manja od 2% (NRC, 1989).

Kod svinja je nedostatak vitamina E povezan s nedostatkom selena, bududi da razina
obje tvari u obroku mora biti niska da bi dovela do znakova nedostatka. Na srcu se mogu
pojaviti hemoragic¢ne lezije koje dovode do bolesti dudolikog srca. Nedostatak vitamina E i
selena kod svinja je C¢esto povezan s iznenadnom smréu. U vecini slu¢ajeva nisu zapaZzeni
klinicki znakovi bolesti prije uginu¢a (McDowell, 2000). Klini¢ki znakovi ukljuéuju periferna
crvenila (osobito usiju), abdominalno disanje i slabi puls, neposredno prije smrti. Najéesce
patoloske lezije uklju¢uju nekrozu jetre, degenerativnu miopatiju sr¢anih i skeletnih misiéa,
edem, hemoglobinuriju, gusenje, krvarenje u razli¢itim tkivima i Zu¢kasto obojenje masnog
tkiva (Piper i sur., 1975; McDowell, 2000). Nedostatak ovih tvari pospjesSuje pojavu mastitisa
u laktirajué¢ih krmaca, Zelucanog ulkusa, neplodnosti i neurednog izgleda koZze (McDowell,
2000).

Nedostatak vitamina E u peradi moZe dovesti do tri najéeSée manifestacije
deficijencije; esudativne dijateze, encefalomalacije i misi¢ne distrofije (Scott i sur., 1982).
Esudativnu dijatezu karakterizira propusnost kapilara koja dovodi do nastanka edema kod
pilica te na posljedicno stvaranje plavo-zelenog obojenja koze. Pili¢ci su manje aktivni te
smanjuju konzumaciju hrane, a dulji nedostatak dovodi do uginu¢a (McDowell, 2000).
Encefalopatija zahvaca piliée od 2 do 6 tjedana starosti, a rezultat je hemoragija i edema
unutar malog mozga nastalog zbog propusnosti krvnih Zila. Encefalomalacija dovodi do
Ziv€anih simptoma koji se ocituju u nekoordiniranom kretanju, trzanjem ispruzenih nogu te
savijanjem i zabacivanjem glave (NRC, 1994). Kada je nedostatak vitamina E pracen deficitom
sumpornih aminokiselina u obroku, piliée zahvada jaka misi¢na distrofija, osobito misi¢a prsa i
to najcesce u Cetvrtom tjednu starosti (Scott i sur., 1982; McDowell, 2000). Dugotrajan
nedostatak vitamina E moZe dovesti do trajne sterilnosti (NRC, 1994), a embrionalna smrtnost
je visoka tijekom prva Cetiri dana inkubacije i tijekom kasnijih faza kao rezultat cirkulacijskog
zatajenja. Pijetlovi postaju neplodni jer spermiji postaju neaktivni (Barroeta i sur., 2012).

Zivotinje podnose relativno visoke koncentracije vitamina E u hrani. Medutim,
oksidirani tokoferoli postaju slobodne vrste radikala te mogu biti toksi¢ne za Zivotinje (Wu,
2018). Prema istom autoru, simptomi hipervitaminoze su oStecenja jetre, neumjereno
nakupljanje bijele masti u tijelu, atrofija testisa, spori razvoj sekundarnih spolnih oznaka,
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usporeni rast i letalnost embrija. U ljudi moZe dovesti do osStecenja srca. Stoga koli¢ina
vitamina E ne smije prijeCi najviSe dopustene razine za pojedine vrste Zivotinja. Gornja
dopustena koli¢ina vitamine E u hrani svinja je izmedu 1000 i 2000 mg/kg hrane, dok je za
mlijecne krave dopusteno do 75 mg/kg tjelesne mase ili preracunato za kravu tesku 650 kg do
4850 mg/d (INRA, 2018).

2.2.2. Potrebe za vitaminom E

Odredivanje minimalne potrebne koli¢ine vitamina E pocetni je korak u utvrdivanju
njegovih ukupnih potreba. Naime, mnostvo ¢imbenika mijenja potrebe Zivotinje za vitaminom
E. Opcenito, brzorastude i rasplodne Zivotinje trebaju vise vitamina E od tovnih. Potrebe tovne
peradi, preZivaca i svinja se krecu u rasponu od 50 do 150 mg/kg ST hrane (Grbesa, 2016).
Nadalje, Sto je visi sadrzaj lipida u tijelu ili hrani to su viSe potrebe za vitamin E da bi sprijecile
oksidacije. Smatra se da u hrani treba biti 2-3 mg vitamina E po gramu nezasi¢enih masnih
kiselina. Ako se Zeli da meso i jaja imaju svjezZe izgled, boju i so¢nost u hrani bi trebalo biti
barem 200 mg/kg vitamina E. Kravama se daju izrazito visoke koli¢ine od 500 do 1000 mg/dan
vitamina E radi smanjenja ucestalosti mastitisa i broja somatskih stanica u mlijeku. Medutim,
potrebna razina vitamina E u hrani Zivotinja jako ovisi o broju i intenzitetu djelovanja
interferirajucih ¢imbenika kao $to su Se, Zn Cu i Mn koji kao sastojci antioksidacijskih enzima
Stede potrosnju vitamina E ali i soli Ca, Mg i Fe koje trose vitamin E. Isto tako puno visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina u hrani te raketljiva mast povisuje potrebnu koncentraciju
vitamina E za nekoliko puta iznad minimalnih potreba (Grbesa, 2017).

2.3. lzvori tokola (vitamina E)

2.3.1. Prirodni izvori vitamina E

Svih osam oblika vitamina E (a-, B-, y- i 6-tokoferoli i tokotrienoli) se pojavljuju u raznoj
hrani, ali u razli¢itim koli¢inama (Hui, 1991; Macrae i sur., 1993). Vitamin E sintetiziraju samo
fotosintetski organizmi — biljke, alge i neke cijanobakterije (Combs i sur., 2017) pri ¢emu se
tokoferoli proizvode u biljkama u fotosintetskim i nefotosintetskim dijelovima (Torbert i sur,
2002). U fotosintetskim tkivima tokoferoli su pohranjeni u kloroplastima i ukljuceni su u
uklanjanje slobodnih radikala (Torbert i sur., 2002) i zastitu fotosintetskog aparata od lipidne
peroksidacije. U nefotosintetskim tkivima tokoferoli su neophodni za zastitu viSestruko-



nezasi¢enih masnih kiselina i poboljSanje stabilnosti pohranjenih lipida Stite¢i ih od
autooksidacije (Goffman i sur, 2001).

Tokoferoli su prisutni u ulju zrna, lis¢u i drugim zelenim dijelovima visih biljaka. y-
tokoferol je ¢esto dominantan oblik vitamina E u zrnu i u ulju zrna (Torbert i sur., 2002), a
zelene biljke Cesto sadrie viSe vitamina E od Zutih (Combs i sur., 2017). a-tokoferol je
uglavnom prisutan u kloroplastima biljnih stanica, dok se B-, y- i 5-homolozi obi¢no nalaze
izvan ovih organela (Hess, 1993). Nasuprot tome, tokotrienoli se ne nalaze se u zelenim
dijelovima biljaka, nego omotacu i klici sjemenki i Zitarica odredenih vrsta (Combs, 1992). Sav
a-tokoferol u krmi je u obliku izomera, d-a-tokoferola. To je oblik vitamina E kojeg animalni
organizam moze najbolje iskoristiti (Hui, 1991; Macrae i sur. 1993), njegova bioloSka aktivnost
je najveca.

Vitamin E je prisutan u vecini jestivih ulja kao sto je pSeni¢no, rizino (0,035%), je¢meno
(0,012%), zobeno (0,03%), kokosovo (0,019%) i palmino (0,044%,; Aggarwal i sur., 2010).
Najbogatiji prirodni izvori d-a-tokoferola su biljna ulja, kao na primjer; ulje psenicnih klica, zrna
suncokreta i ulje $afranike, dok su izvori d-y-tokoferola ulja kukuruza i soje. Tako je pSeni¢no
ulje najbogatiji prirodni izvor a-tokoferola — sadrzi 0,9-1,3 mg/g a a-tokoferol Cini oko 60%
ukupnih tokoferola ulja pSenice. Pojedini dijelovi zrna, osobito endosperm i klice, mogu
sadrzavati tokotrienole u esterificiranom obliku, za razliku od tokoferola koji postoje samo kao
slobodni alkoholi (Combs i sur, 2017). Ako su biljna ulja zahvaéena oksidacijom, ne samo da je
u njima razina vitamina E niska, ve¢ uniStavaju vitamin drugih komponenata obroka i iscrpljuju
vitaminske zalihe iz Zivotinjskih tkiva (Liu i Huang, 1996). Vecina nusproizvoda uljarica koji se
koriste u hranidbi Zivotinja gotovo su bez ulja zbog ekstrakcije ulja otapalima (McDowell,
2000).

Zitarice su vazni izvori tokola, medutim, puno veée koncentracije nalaze se u
voluminoznom krmivu poput kvalitetnog sijena, osobito lucerne. Koncentracija tokoferola u
suhoj tvari svjeze trave je 5 do 10 puta veca nego kod nekih Zitarica i nusproizvoda Zitarica
(Hardy i Frape, 1983). To potvrduju Barroeta i sur. (2012) koji navode da Zitarice sadrze izmedu
10i 40 pg/g ST tokola, preciznije je¢am 35 — 40, zob 20 — 25, a kvalitetna mlada trava 200 pg/g
ST. Odrasli prezivadi koji su na pasi ili se hrane s najmanje 50% zelene krme u obroku trebaju
67% manje vitamina E od krava koje se hrane konzerviranom krmom (Grbesa, 2017).
Medutim, Harvey i Bieber-Wlaschny (1988) upozoravaju da je u tim krmivima velika
varijabilnost u sadrzaju vitamina E, a stabilnost njihovih tokoferola je mala i dolazi do znacajnih
gubitaka prilikom konzerviranja krme (Dove i Ewan, 1991; McDowell i sur., 1996).

Zivotinjska tkiva gotovo isklju¢ivo sadrie a-tokoferol, osim jaja gdje prevladava y-
tokoferol (Macrae i sur, 1993; Hui, 1991). Medutim, ona obi¢no sadrze niske koli¢ine a-
tokoferola, a najvise razine su u masnim tkivima. Te se razine razlikuju prema unosu vitamina,
tj. hranidbom se mozZe utjecati na razinu a-tokoferola u tkivima. Bududi da se vitamin E nalazi
u mastima i uljima, pri njihovom smanjenom unosu ocekuje se i smanjenje unosa vitamina E.
Dominantni dio ukupnih tokoferola u obroku (70% ukupnih tokoferola) u obrocima za
hranidbu Zivotinja u SAD-u cini y-tokoferol. Kao i u masnim tkivima, sadrzaj vitamina E u
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mlijeku je vrlo promjenjiv. MoZe postojati peterostruka sezonska razlika u sadrzaju a-
tokoferola u kravljem mlijeku. S druge strane, sadrzaj vitamina E u kolostrumu je vrlo znacajan
jer se mladuncad veéine domadih vrsta Zivotinja rada s vrlo malom razinom u tkivima
(McDowell, 2000). Kolostrum mlijecnih krava sadrzi u prosjeku 1,9 ug/mL a-tokoferola i kroz
30 dana se taj sadrZaj smanjuje do 0,3 pg/mL mlijeka (Hidiroglou, 1989). Unatoc visokim
razinama y-tokoferola u obroku, Stone i sur. (2003) su utvrdili omjer sadrzaja a-tokoferola
naprema y-tokoferola od 5 naprema 1 u humanom mlijeku.

2.3.2. Sintetski vitamin E

Zivotinje ne mogu sintetizirati vitamin E te ga moraju unositi putem obroka.
Intenziviranjem stocarske proizvodnje te prelaskom s pasnjackog na Stalski nacin drzanja
Zivotinja, poceli su se javljati znakovi deficita vitamina E, a s tim i proizvodnja sintetskog
vitamina E (NRC, 1973; Mahan, 2008). Sintetski a-tokoferol se prodaje kao vitamin E,
medutim, za razliku od ostalih sintetskih vitamina, sintetski a-tokoferol nije u potpunosti
identicne strukture prirodnog a-tokoferola. Prirodni a-tokoferol se sastoji od jedne molekule
(d-a-tokoferol), dok je sintetski vitamin E racemicna (rac) smjesa 8 izomera (all-rac-a-
tokoferol) od kojih je samo jedan od izomera identi¢an RRR-a-tokoferolu. Starija terminologija
za prirodni a-tokoferol je "d-a-tokoferol" dok se sintetski vitamin E naziva "dl-a-tokoferol"
(The United States Pharmacopeia (USP), 1999).

Razlike u strukturi izmedu sintetskog i prirodnog vitamina E uzrok su i razli¢itom
iskoriStenju ova dva oblika. USP (1999) je objavila vrijednost internacionalne jedinice (lJ) za
dva izvora vitamina E u pokusaju izjednacavanja prirodnih i sintetskih izvora. Koristeci
istrazivanja resorpcije kod fetusa Stakora, ustanovljeno je da prirodan izvor vitamina E
posjeduje oko 36% vecu biolosku aktivnost nego jednaka masa sintetskog (Mahan, 2008).
Medutim, usporedbom jednakih koli¢ina 1J prirodnog i sinteti¢kog vitamina E u obroku,
izmjerena je veda koli¢ina vitamina E u kolostrumu krava, mlijeku te u tkivu prasadi pri rodenju
i odbicu uz koriStenje prirodnog izvora vitamina E (Lauridsen i sur., 2002; Mahan i sur., 2008).
U tri studije usporedbe prirodnog i sintetskog vitamina E, prirodni izvor vitamina E je imao bolji
prijenos u serum, jetru i kolostrum te je izmjerena veca koncentracija tokoferola u mlijeku kod
koristenja prirodnog izvora. Iz toga su izraéunati sljedeci ekvivalenti; 1,61 u serumu i omjer
1,89 u jetri, a u krmacinom kolostrumu i mlijeku prosjecan ekvivalent od 1,58. To znaci da su
vrijednosti ekvivalenta bile znatno iznad sluzbeno priznatog (1,36) omjera pretvorbe, Sto
potvrduju i novija istraZzivanja na svinjama gdje je utvrden ekvivalent od 1,75 do 2,25 u korist
aktivnosti vitamina E iz prirodnih izvora (Mahan, 2008). Nedavna istrazivanja jasno pokazuju
da dvostruko manje doze prirodnog vitamina E bolje sprecavaju oksidaciju nezasi¢enih masti
(ulja) kukuruza, soje i osobito lana, nego sintetski vitamin E. Isto tako prirodni vitamin E bolje
smanjuje ostecenja misi¢a u trkacih konja i viSe ga se nakuplja u jetri od sintetskog vitamina E
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(Grbesa, 2016). Takoder, veca je ucinkovitost iskoristenja kod manjeg unosa sintetskog a-
tokoferola (Mahan, 2008).

2.4. Tokoli (vitamin E) i zrno kukuruza

2.4.1. Zrno kukuruza

Kukuruz je danas, nakon rize i pSenice, tre¢a kultura po zastupljenosti u svijetu. U
Republici Hrvatskoj je prema zasijanim povrSinama i ukupnoj proizvodnji najvaznija ratarska
kultura. U proslosti je zrno kukuruza bilo glavna hrana ljudi, no danas se malo upotrebljava za
izravnu prehranu ljudi, uglavhom kao kukuruzni kruh ili kuhana brasnasta masa. lako se jo$
upotrebljava za prehranu ljudi u Juznoj Americi i Africi, u Europi i Republici Hrvatskoj glavna
mu je namjena prehrana domacih Zivotinja (Kljak, 2012). Kukuruz ima povoljan kemijski sastav
i zato je njegov udio u obroku Zivotinja velik. Poznavanje njegovih kemijskih i fizikalnih
svojstava, a s time i sadrzaj i profil vitamina E u zrnu pojedinih hibrida kukuruza, omogucuje
njegovo visoko iskoristenje za maksimalnu proizvodnost Zivotinja.

Zrno kukuruza gradeno je od perikarpa, klice i endosperma, koji se dijeli na brasnavi
(meki) i caklavi (tvrdi) endosperm (Watson, 2003). Endosperm je najzastupljeniji dio kukuruza
i Cini 83%, klica 11%, omotac 5% i drska 1% suhe mase zrelog zrna. U kukuruzu se nalaze dva
tipa endosperma - caklavi i brasnasti. Tip endosperma najvise je povezan s genotipom
kukuruza, a zatim u manjoj mjeri i okoliSnim ¢imbenicima i gnojidbom dusikom. Caklavi
endosperm sadrzi vie ulja. Kukuruz sadrzava vise ulja (3, 6%) nego p3enica, je¢am i tritikale.
U zrnu kukuruza najvise je masti smjeSteno u klici (82,6%), pa endospermu (15,4%) i najmanje
u omotacu (2%; Grbesa, 2016).

2.4.2. Tokoli zrna kukuruza

Kukuruz medu Zitaricama sadrzava najvise (17-47 pg/g ST) vitamina E koji je najveéim
dijelom smjesten u klici gdje Stiti ulje od oksidacijskog kvarenja. Sadrzaj vitamina E je usko
povezan sa sadrzajem ulja u zrnu kukuruza (Grbesa, 2016). Ulje kukuruza je stabilno zbog
visokog sadrzaja prirodnih, u mastima topljivih antioksidansa koji obuhvadaju tokole (vitamin
E) i druge spojeve (Grbesa, 2016).

U zrnu kukuruza su prisutni a-, y- i 6-tokoferoli te y-tokotrienol, a u vecini hibrida
dominantan je y-tokoferol (Torbert, 2002). Ulje kukuruza sadrZi visoko potentne forme
vitamina E koji su bitni za zdravlje Zivotinja i ljudi, Sto se ocituje u 10-12 puta visem sadrzaju y-
nego a-tokoferola. Ostali tokoli prisutni su u nizoj koncentraciji. a-tokoferol se prvi bori protiv
oksidacije i donedavno je smatran najja¢im antioksidansom medu tokolima. Medutim,
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dokazano je da je y-tokoferol najpotentniji odstranjivac slobodnih radikala medu izomerima
vitamina E. Dodatno, y-tokoferol snazno djeluje protuupalno i inhibira karcinogenezu. Stoga,
nije pozZeljno samo povecéanje razine a-tokoferola u zrnu kukuruza, nego i razine y-tokoferola
(Torbert, 2002).

Velike su genetske razlike u sadrzaju i profilu tokola izmedu kultivara kukuruza
(Torbert, 2002). Weber (1987) u istraZzivanju na cetiri hibrida kukuruza navodi vrijednosti
sadrzaja ukupnih tokola od 36,90 do 62,30 pg/g ST, pri ¢emu je zastupljenost a-tokoferola bila
6,50 — 39,30%, a-tokotrienola 3,40 — 15,00%, y-tokoferola 35,90 — 59,9% te 9,80 — 32,80%.
Prema hrvatskim istraZivanjima, Bc hibridi sadrZavaju visokih 43,32 ug/g ST tokola, dok
europske tablice navode 19,7 ug/g ST, a prema americkim, prosjecni sadrzaj je 13,2 ug/g ST
(Grbesa, 2016), dok Barroeta i sur. (2012) navode vrijednosti u rasponu od 10 do 40 ug/g ST.

2.4.3. Gubici tokola zrna kukuruza

Obradom hrane za Zivotinje, pa tako i kukuruza, mogu nastati znacajni gubici vitamina
E. Gubici mogu nastati kao posljedica djelovanja peroksidacijskih lipida tijekom razvoja
oksidacijske degradacije masti i drugih uvjeta koji pogoduju oksidaciji kao $to je: susenje uz
prisutnost svjetlosti i zraka, dodavanje organskih kiselina, zra¢enje i konzerviranje (Combs,
2017). Oksidacijski potencijal se poveéava mljevenjem, mijeSanjem s mineralima, dodavanjem
masti i peletiranjem (Dove i Ewan, 1991), $to je uobicajeno prilikom pripreme gotovih smjesa
i obroka Zivotinja. Primjerice, Zeljezne soli mogu potpuno unistiti vitamin E (Dove i Ewan 1991).

Tokoferoli su obi¢no manje stabilni pri visokim temperaturama od tokotrienola.
Dodavanje 1% propionske kiseline (kao antifungalno sredstvo) vlainom zrnu kukuruza moze
unistiti do 90% ukupnog vitamina E (Combs, 2017). U testiranju stabilnosti vitamina E,
McDowel (2000) navodi da je sadrzaj vitamina E kukuruza smanjen s 30 - 50 ug/g ST na oko 5
ug/g ST kao rezultat umjetnog susenja na 100 °C tijekom 24 sata pri kontinuiranom protjecanju
zraka. Sliéno tome, Adams (1973) je izvijestio da umjetno susenje kukuruza 40 minuta na 74
°C stvara prosjecni gubitak a-tokoferola od 19% i gubitak ostalih tokoferola od 12% dok je
susenjem 54 minuta pri 93 °C, prosjecni gubitak a-tokoferola iznosio 41%. Visoko vlazni
kukuruz tretiran kiselinama (propionska ili octeno-propionska smjesa), sadrzavao je otprilike
1 ug/g ST a-tokoferola, dok je umjetno suseni kukuruz sadrzavao priblizno 5,7 ug/g ST (Young
i sur., 1978). Ocigledno, gubici nisu posljedica same vlage nego i u¢inka propionske kiseline
(McMurray i sur., 1980). Razgradnja a-tokoferola se javlja tijekom produljenog skladistenja,
sve dok zrno u konacnici ne dosegne razinu a-tokoferola nizu od 1 pug/g ST (McDowell, 2000).
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2.5. Siliranje i silaza visoko vlaznog zrna kukuruza

Siliranje je nacin konzerviranja hrane za Zivotinje s visokim udjelom vlage uz pomo¢
bakterija mlije¢ne kiseline koje fermentiraju lako dostupne ugljikohidrate, monomere i dimere
heksoza te pentoze do organskih kiselina, prvenstveno mlijecne kiseline. Proizvodnja
organskih kiselina uzrokuje sniZzavanje pH vrijednosti te dovodi do inhibiranja nepozeljnih
mikroorganizama, a s tim i konzerviranja Zitarica (Weinberg, 2003). Siliranje obuhvaca
usitnjavanje sirovine za siliranje koja se zatim sprema u silose ili druge oblike
zrakonepropusnog skladiSnog prostora. Sastoji od Cetiri faze: aerobne, faze fermentacije,
stabilne faze i faze izuzimanja silaZe. Tijekom aerobne faze pH vrijednost se kreée oko 6, a faza
traje dok se ne potrosi kisik iz silazne mase (McDonald i sur., 1991). U fermentacijskoj fazi
dolazi do pada i stabilizacije pH vrijednosti koja se u silazi visoko vlaznog zrna kukuruza krece
izmedu 4,0 i 4,5 (Hoffman i sur., 2011; Diaz i sur., 2013; Kung i sur., 2014). Tijekom stabilne
faze promjenjivost sadrzaja i kvalitete silazne mase je minimalna ako su ocuvani anaerobni
uvjeti (Weinberg i Muck, 1996). Tijekom faze izuzimanja dolazi do prodora zraka u silaznu
masu Cime se stvaraju uvjeti za aktivnost aerobnih mikroorganizama koji mogu uzrokovati
kvarenje silaza koje su sklone kvarenju, a u njih se ubraja silaza visoko vlaznog zrna kukuruza.
Kvarenju doprinosi visi sadrzaj dostupnih ugljikohidrata, koristenje dodataka koji uzrokuju
usmjerenu fermentaciju, te visi udio suhe tvari silaze (Muck, 1996).

Kukuruz je najceSée koriStena Zitarica za siliranje u mnogim dijelovima svijeta. Razlog
tome je visoki udio suhe tvari, visoka razina lako razgradivih ugljikohidrata potrebnih za
stvaranje mlijecne kiseline te nizak puferni kapacitet koji oznacava sposobnost odupiranju
promjeni pH (Meeske i sur., 2000). Kvaliteta silaze i njena nutritivna vrijednost ovisi o sirovini
za siliranje, ali i o procesu siliranja te upotrijebljenim dodacima. (McDonald i sur., 1991).

Visoko vlazno zrno kukuruza se s 30 — 35% vlage tijekom branja silira ili na neki drugi
nacin konzervira (dodavanjem ugljikova dioksida, kiselina). Vlazno zrno je probavljivije te
njegova suha tvar ima najmanje 5% viSe energije za prezivace i svinje od suhe tvari osusenog
zrna kukuruza (Grbesa, 2016).

Nepovoljni agroklimatski uvjeti i nedostatak mehanizacije suzavaju vremenski interval
u kojemu se moze uvesti mehanizacija u polje te se smanjuje moguénost berbe kukuruza u
optimalnom roku. Berba zrna kukuruza nakon optimalnog roka uzrokuje gubitak vlage te zrno
nije prikladno za siliranje. Postupkom rehidracije se podiZe sadrzaj vode u zrnu do optimalne
koncentracije za siliranje. Junges i sur. (2017) su zrno polutvrdunaca (eng. flint corn) za siliranje
rehidrirali do 32% vlage te su pokazali da je proteolizi (otapanju bjelanevina tijekom
fermentacije) najviSe doprinijela aktivnost bakterija (60%), zatim enzimi zrna kukuruza (30%),
dok su gljivice i krajnji produkti fermentacije (glavne kiseline — mlije¢na, octena; i etanol) imali
tek manji doprinos (svaki oko 5%). Pozitivne ucinke rehidracije zrna navode Wang i sur. (2012.)
te rezultati njihovog istrazivanja upucuju da hranidba s probiotski fermentiranim, visoko
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vlaznim zrnom kukuruza moze modulirati crijevnu mikrofloru, te da inokulacija s Lactobacilus
acidophilus moze utjecati na performanse rasta svinja.

2.5.1. Silaza visoko vlaznog zrna kukuruza u hranidbi Zivotinja

Siliranje visoko vlaznog zrna kukuruza je nacin konzerviranja i Cuvanja zrna do sljedece
berbe te se na taj nacin cijele godine koristi u hranidbi goveda, svinja te u manjoj mjeri peradi
(Sve&njak i sur., 2007; Diaz i sur., 2013). Zitarice pa tako i kukuruz imaju vaznu ulogu u
intenzivnoj hranidbi goveda te se kukuruz u toj skupini smatra najboljim izvorom energije za
mikrobe buraga i krave (Hoffman i sur., 2011). Glavna energetska komponenta Zitarica je
Skrob, koji s obzirom na probavljivost dijelimo na brzo probavljivi, sporo probavljivi i
neprobavljivi Skrob (Singh i sur., 2010). Niska razgradnja Skroba u buragu, glavhom mjestu
razgradnje Skroba kod prezZivaca, moze dovesti do nepotpune probavljivosti Skroba u cijelom
probavnom traktu Zivotinje, Sto uzrokuje proizvodne gubitke. S druge strane, previsoka
razgradnja Skroba u slucaju kada Zivotinja ne uspijeva neutralizirati velike koli¢ine
proizvedenih organskih kiselina moze dovesti do smanjenja unosa hrane, te do patoloskih
stanja (Huhtanen i Sveinbjérnsson, 2006).

Za iskoristavanje hranjivih tvari zrna Zitarica u hranidbi Zivotinja, neophodno je
otvaranje perikarpa. Prilikom hranidbe goveda cijelim zrnom dolazi do narusavanja perikarpa
zvakanjem i prezivanjem. Medutim, do 30% zrna se pojavljuje u fecesu te prouzrocuje
proizvodne gubitke (@rskov, 1986). Obrada zrna poput mljevenja i siliranja narusavanju
konzistenciju perikarpa, te poveéavaju dostupnost hranjivih tvari (Cheng, 1996). Silaza visoko
vlainog zrna kukuruza ima veéu probavljivost buraznog i ukupnog Skroba u odnosu na suho
zrno, Sto su utvrdili Philippeau i Michalet-Doreau (1998), Firkins (2001) te Ferraretto i sur.
(2013). Nadalje, Newbold i sur. (2006) su u in situ provedenom istrazivanju zabiljeZili porast
burazne razgradivosti Skroba silaze za 53,20% u drugom mjesecu nakon siliranja, a u desetom
mjesecu nakon siliranja za 69,0%, dok su i Stock i sur. (1991) utvrdili porast probavljivosti
Skroba od 20,40% u in vitro istrazivanju probavljivosti silaza visoko vlaznog zrna starih 120
dana i 365 dana. Osim navedenih ¢imbenika dostupnosti i razgradivosti Skroba silaze visoko
vlaZnog zrna kukuruza, znaéajan utjecaj ima fizioloSki status Zivotinja, velicine Eestica silaze
(Ferraretto i sur., 2013), sadrzaj suhe tvari silaze (Ngonyamo-Majee i sur., 2009) te tip
endosperma kukuruza (Philippeau i sur., 2000; Correa i sur., 2002; Ngonyamo-Majee i sur.,
2008; Lopesisur., 2009; Aliisur., 2014). To potvrduju Ekinci i sur. (1997) u istrazivanju burazne
probavljivosti suhe tvari, Skroba i vlakana kod mlije¢nih krava, pri ¢emu je buraina
probavljivost svih parametara poveéana smanjenjem veli¢ine Cestica zrna silaZe visoko vlaznog
zrna kukuruza s 4,33 na 1,66 mm.

Pravilno silirana, zdrava i kvalitetna silaza visoko vlaZznog zrna kukuruza privliaénog je
mirisa i dobre jeSnosti, Sto omogucuje njezinu upotrebu u hranidbi Zivotinja. Ovisno o
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proizvodniji i dobi Zivotinje, goveda u dnevnhom obroku mogu dobiti od 2 do 6 kg visoko vlaznog
zrna kukuruza, odnosno njegov udio u obroku moze biti u rasponu od 15 do 50%. Udio siliranog
visokovlaznog zrna kukuruza u obroku svinja moze biti i 70%, uz dodatak dopunske

visokoproteinske krmne smjese (Jones i sur., 1970.).
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3. Materijali i metode istrazivanja

Istrazivani hibridi kukuruza dobiveni su od sjemenarske tvrtke Bc Institut za
oplemenjivanje i proizvodnju bilja d.d., Zagreb. Kemijske analize provedene su u laboratoriju
Zavoda za hranidbu Zivotinja Agronomskog fakulteta u Zagrebu.

3.1. Hibridi kukuruza

U istraZivanju je koriSteno zrno 7 hibrida kukuruza Zute boje (slika 2 — 8). Svi hibridi
uzgajani su na istom pokusnom polju pri ¢emu je svaki hibrid zasijan na parcelama istih
dimenzija, pod istim uvjetima intenzivne agrotehnike, u Rugvici (Zagrebacka Zupanija) tijekom
vegetacijske sezone 2017. godine. Tlo u Rugvici je mineralno-mocvarno umjereno oglejno i

livadsko semiglejno.
Prema Bc Institut (2018), karakteristike ispitivanih hibrida kukuruza su:

1. Bc 344 — pripada FAO grupi 300, skupini kvalitetnih zubana. Karakterizira ga odli¢na
kombinacija svih gospodarskih svojstava; visok i stabilan urod. Niske je i ¢vrste
stabljike, velikog, nisko nasadenog klipa, krupnog, crvenkastog zrna.

Slika 2. Hibrid Bc 344 Slika 3. Hibrid Bc 418b Slika 4. Hibrid Bc 424
Izvor: Bc Institut (2018) Izvor: Bc Institut (2018) Izvor: Bc Institut (2018)
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2. Bc 418b — pripada FAO grupi 460, skupini kvalitetnih zubana. Karakterizira ga
poboljSana kvaliteta zrna. lzuzetno je Cvrste stabljike, dugog zelenog lista. Odli¢nog
je uroda i u gustom sklopu te je tolerantan na susu.

3. Bc 424 — pripada FAO grupi 460, skupini kvalitetnih zubana. Hibrid izuzetnog
potencijala rodnosti, nesto viSe stabljike, ¢vrstog, uspravnoga lista, srednje velikog
klipa. Krupnog je zrna, narancasto-zute boje u tipu zubana. Odli¢ne je tolerantnosti
na susu i poveéanje sklopa.

4. Bc 525 — pripada FAO grupi 510, skupini zubana. Karakterizira ga visoka klijavost i
energija klijanja sjemena. Niske je i ujednacene stabljike, velikog klipa sa 16-18
redova, krupnog zrna. Namijenjen je proizvodnji zrna na razli¢itim razinama

agrotehnike uz laganu berbu i kombajniranje.

Slika 5. Hibrid Bc 525  Slika 6. Hibrid Bc 572  Slika 7. Hibrid Kekec  Slika 8. Hibrid Pajdas
Izvor: Bc Institut (2018) Izvor: Bc Institut (2018) Izvor: Bc Institut (2018) Izvor: Bc Institut (2018)

5. Bc 572 —pripada FAO grupi 520, skupini kvalitetnih zubana. Karakterizira ga odli¢na
kvaliteta zrna, brzo otpustanje vode iz zrna, niza i ¢vrsta stabljika te dug zelen list.
Velikog je klipa, privlacnog izgleda. Odliénog je uroda u grupi te je tolerantan na
susu.

6. Kekec — pripada FAO grupi 330, skupini polutvrdunaca. Karakterizira ga visok urod
uz odli¢nu kvalitetu zrna. Nesto je vise stabljike, odliéne ¢vrstoce i tamnozelenih
listova. Nisko nasadenog je klipa srednje veli¢ine. Odlicnog je ranog porasta te je
pogodan za rane rokove sjetve. Podnosi gusée sklopove i intenzivnu agrotehniku.
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7. Pajdas — pripada FAO grupi 490, skupini kvalitetnih zubana. Karakterizira ga visok
urod i kvaliteta zrna te odli¢an rani porast, Niske je i ¢vrste stabljike, dugog zelenog
lista i velikog klipa s crvenim, krupnim zrnima.

3.2. Siliranje, skladistenje i uzorkovanje

Kukuruz je ubran nakon fizioloSke zrelosti s pet unaprijed odredenih mjesta svake
parcele (5 repeticija svakog hibrida), a pri ¢emu se nisu brali klipovi iz dva rubna reda svake
parcele. Prilikom branja klipovi su okrunjeni na kombajnu, a nakon mijeSanja zrna svake
repeticije uzet je uzorak koji predstavlja pocetno stanje suhog zrna.

Svaka repeticija svakog hibrida podijeljena je zatim na dva jednaka dijela (oko 10 kg za
svaki dio). Jedan dio je odvojen u papirnatu vrecu i zatvoren te spremljen u skladi$nu prostoriju
Bc Instituta u Rugvici pri cemu se oponasalo skladiStenje suhog zrna na farmi. Uzorak od 1 kg
iz svake vredice uzorkovan je 21., 63., 95. i 185. dana skladistenja i dostavljen u laboratorij.
Promjene temperature u skladistenom prostoru tijekom promatranog razdoblja od 6 mjeseci
prikazane su u grafikonu 1.
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Grafikon 1. Promjene temperature u skladiStenom prostoru suhog zrna kukuruza
tijekom promatranog razdoblja

Drugi dio zrna svake repeticije svakog hibrida je rehidriran do 32% dodatkom potrebne
mase destilirane vode u plasti¢ne vrece zapremnine 50 L. Plasti¢éne vreée su zatvorene i
nekoliko puta dnevno okretane kako bi se zrno rehidriralo tijekom 2 dana na sobnoj
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temperaturi (slika 9). Zrno iz svake vrece je zatim samljeveno na mlinu ¢ekic¢aru (Ino BreZice
d.o.0.) sa sitom veli¢ine pora od 5 mm (slika 9. Na meljavu je prskanjem aplicirana otopina
inokulanta BIO-SIL® (Dr. Pieper, Njemacka) koncentracije pripremljene prema uputama
proizvodaca (slika 10). BIO-SIL inokulant sadrzi s liofilizirane kulture Lactobacillus plantarum
8862 i 8866.

Slika 9. Rehidriranje i mljevenje zrna istrazivanih hibrida kukuruza
Vlastiti izvor
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Slika 10. Pakiranje inokulanta BIO-SIL® (Dr. Pieper, Njemacka)

Vlastiti izvor

Nakon mijeSanja meljave i aplicirane otopine inokulanta, oko 1 kg mase vakuumiran je
u vakuum vrecice (Status, 280 x 360 mm, 25 set, Status d.o.0.) i siliran na temperaturi 20-25
°C. Svaki dio zrnasiliran je u 5 vredica pri ¢emu je svaka vredica predstavljala odredeno vrijeme
siliranja i skladistenja (21., 38., 63., 95. i 185. dan; slika 11). Nakon otvaranja vrecica, sadrzaj

je suSen na 40 °C kako bi se mogao pripremiti laboratorijski uzorak.

Slika 11. Apliciranje inokulanta i siliranje rehidriranog zrna istrazivanih hibrida kukuruza
Vlastiti izvor
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3.3. Kemijske analize

Neposredno prije analize, suho i silirano zrno svake repeticije sedam istrazivanih
hibrida kukuruza samljeveno je na mlinu Cyclotec (Tecator, Svedska) sa sitom veli¢ine pora 1
mm. U svim uzorcima odreden je sadrzaj vlage susenjem uzorka na 103 °C tijekom 4 sata.

3.3.1. Ekstrakcija tokola

Odredivanje sadrzaja tokola u uzorcima provedeno je prema postupku ekstrakcije i
kvantitativnog odredivanja opisanom u radu Kurilich i Juvik (1999). Uzorku silaze zrna
kukuruza (600 mg) izvaganom u staklenu epruvetu za centrifugiranje dodano je 6 mL etanola
koji sadrzi 0,1% antioksidansa BHT (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol). Smjesa je homogenizirana
(T10, Ika, Njemacka; 30 s pri najjacoj brzini okretaja), a zatim inkubirana 5 min. na 85 °C u
vodenoj kupelji (Waterbath, 5L, Cole Parmer, SAD). Uzorak je dobro izmijeSan vorteksiranjem
nakon dodatka 120 pL 80%-tne otopine kalijeve luzine i vracen u vodenu kupelj jos 10 min. s
jednim vorteksiranjem nakon 5. min. inkubiranja tijekom postupka. Nakon vadenja iz kupelji
uzorci su odmah ohladeni na ledu uz dodatak 3 mL hladne ultraciste vode. Ohladenoj smjesi
dodano je 3 mL heksana, a nakon vorteksiranja 30 s i centrifugiranja 5 min. na 2 200 g (Centric
322A, Tehtnica, Slovenija) odvojen je gornji heksanski sloj. Postupak ekstrakcije s heksanom
ponovljen je joS 4 puta, a sakupljene i spojene heksanske frakcije isprane su s 3 mL ultraciste
vode, vorteksirane i ponovno centrifugirane. Heksanski ekstrakt je zatim uparen na
rotacionom uparivacu (Laborata 400 efficient, Heidolph, Njemacka). Suhi ostatak otopljen u
300 pL otopine acetonitril:metanol:metilen klorid (45:20:35, v/v/v).

3.3.2. Kvantitativno odredivanje pojedinih tokola

Tokoli su odvojeni i kvantitativho odredeni tekuc¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatogryphy, HPLC. Sustav kolona bio je
sastavljen od serijski spojenih Vydac 201TP54 (5 um; 4,6 x 150 mm; Grace Davison Discovery
Sciences, SAD) i Zorbax RX-C18 (5 um; 4,6 x 150 mm; Agilent Technologies, SAD) C18 kolona
obrnutih faza. Kolone su bile zasti¢ene Supelguard Discovery (5 um; 4 x 20 mm; Supelco, SAD)
C18 zastitnom kolonom.

HPLC sustav SpectraSystem (Thermo Separation Products, Inc., SAD; slika 13) sastojao
se od kvaterne gradijent pumpe (P4000), sustava za otplinjavanje (SCM 1000), automatskog
sustava za injektiranje uzorka (AS3000), grijac¢a kolone te UV/Vis (UV2000) i fluorescencijskog

22



(FL3000) detektora. Podaci su sakupljeni i obradeni ChromQuest 5.0 softwareom (Thermo
Fisher  Scientificc SAD). Pokretna faza sastojala se od smjese otapala
acetonitril:metanol:metilen klorid (75:20:5, v/v/v) i sadrZavala je 0,05% trietil-amina (TEA) i
0,1% BHT. Protok mobilne faze bio je namjesten na 1,8 mL/min pri sobnoj temperaturi.

Slika 12. HPLC sustav SpectraSystem (Thermo Separation Products, Inc., SAD)
Vlastiti izvor

Volumen injektiranja otopina uzoraka bio je 30 pL, a tokoli su detektirani
fluorescencijskim detektorom s 290 nm kao valnom duljinom pobudivanja i 330 nm kao
valnom duljinom emisije. Primjer kromatograma jednog od uzoraka prikazan je slikom 14.
Svaki je uzorak ekstrahiran u duplikatu, a kao rezultat sadrzaja tokola uzeta je srednja
vrijednost.

1000 1000

750 750

mv

500 500

i \ﬂL /\4} L 1 0

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Minutes

Slika 13. Kromatogram tokola suhog zrna kukuruza hibrida Bc 344
Izvor: K. Kljak
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Za identifikaciju i kvantitativno odredivanje tokola pripremljene su ishodne otopine a-
tokoferola, y-tokoferola, 6-tokoferola i y-tokotrienola (Sigma Aldrich, Njemacka). Otopine
standarda pripremljene su u apsolutnom etanolu, a stvarne koncentracije ishodnih otopina
odredene su spektrofotometrijski koristenjem spektralnih apsorpcijskih koeficijenata spojeva.
Za identifikaciju ispitivanih spojeva pripremljene su radne otopine pojedinacnih tokola
uzimanjem alikvota ishodne otopine, uparivanjem otapala te otapanjem ostatka u 1 mL
otopine acetonitril:metanol:metilen klorid (45:20:35, v/v/v). Pojedinacni tokoli propusteni su
kroz HPLC te je zabiljeZzeno retencijsko vrijeme na temelju kojega je identificiran odreden
tokol.

Razli¢itim alikvotima ishodnih otopina pripremljeno je pet otopina razlicitih
koncentracija pojedinacnih standarda za pet tocaka baZdarnog pravca. Spojeni alikvoti
pojedinacnih tokola upareni su na rotacionom uparivacu i otopljeni u 1 mL otopine
acetonitril:metanol:metilen klorid (45:20:35, v/v/v).

3.4. Kinetika razgradnje tokola

Razgradnja tokola suhog i siliranog rehidriranog zrna kukuruza istraZivanih hibrida
kukuruza pracena je kinetikom 1. reda (Hidalgo i sur., 2009) prema jednadzbi:

cr = Cg, X e FXt

pri ¢emu su cr koncentracija tokola u trenutku t (0., 21., 38., 63., 95. i 85. dan), cro pocetna
koncentracija tokola u uzroku, a k brzina razgradnje (1/dan).

Za obradu podataka nelinearne krivulje koristena je NLIN procedura statistickog alata
SAS (Statistical Analysis System 9.4, 2015.). Pri tome je koriStena Marquardtova metoda
(procedura iterativne prilagodbe krivulji) za najmanju sumu kvadrata ostatka povezanu s
regresijskim modelom. Statistickom procedurom NLIN odredeni su parametri nelinearne
krivulje razgradnje tokola kukuruza koja prati kinetiku prvog reda — pocetna koncentracija
odredenog tokola u uzroku te brzina razgradnje odredenog tokola.

3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je pomodu statistickog paketa SAS 9.4
(Statistical Analysis System, 2015.). Pokus je bio postavljen prema nasumi¢nom blok
rasporedu s pet repeticija. Rezultati istrazivanja su obradeni kao ponovljena mjerenja s fiksnim
utjecajem hibrida, nacina skladistenja i vremena siliranja i njihovih interakcija koriStenjem
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MIXED procedure sa SP(POW) kao strukture kovarijance za vremenske intervale. Srednje
vrijednosti i standardne greske su odredene koriStenjem LSMEANS naredbe dok su razlike
srednjih vrijednosti odredene koristenjem PDIFF naredbe. Statisti¢ka signifikantnost bila je

postignuta ako je P<0,05.
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4. Rezultati

U istrazivanju su praéene promjene sadrzaja tokola u silazi rehidriranog zrna kukuruza
te u suhom zrnu istih hibrida. Za potrebe istraZivanja koristeno je sedam hibrida proizvodaca
Bc Institut s prosje¢nim sadrzajem sirovih masti 48,63 ug/g ST, koji se kretao u rasponu od
44,95 pg/g ST do 57,80 pg/g ST te prosjecnom veli¢inom Cestice meljave za siliranje od 913,79
um koja se kretala u rasponu od 819,72 do 967,81 um.

4.1. Sadrzajtokola u suhom i rehidriranom zrnu hibrida kukuruza

Od tokolnih spojeva u zrnu kukuruza su detektirani a-tokoferol, y-tokoferol, &-
tokoferol i y-tokotrienol, a njihov sadrzaj kvantitativno je odreden HPLC metodom. Analizom
varijance utvrden je znacajan utjecaj (P < 0,001) hibrida (H), nacina skladistenja (S; silirano,
suho zrno) i vremena skladistenja (V) na sadrzaj svih tokolnih spojeva u zrnu kukuruza.
Kombiniranom varijancom utvrden je znacajan utjecaj (P < 0,001) interakcije H xV, H x S, S x
ViHxVxS (tablica 1).

Tablica 1. Rezultati kombinirane analize varijance za sadrzaje pojedinacnih i ukupnih tokola
istrazivanih sedam hibrida kukuruza

n-1 a-tokoferol y-tokoferol &-tokoferol y-tokotrienol Ukupnitokoli

Hibrid (H) 6 ok k *ok ok * ok ok * ok ok I
Vrijeme (V) 4 LEE ok ok *okk ok ok ok sk
Skladiste (S) 1 * %k * %k * %k * %k * ok ok
HxV 24 okx ok ok * * kK * ok %
HxS 6 * %k * %k % * %k %k * % % * % %
SxV 4 * %k * %k * %k % * % % * % %
H xVxS 24 %k %k % % %k % %k %k %k %k %k % %k %k k

***p <0,001; *P < 0,05

26



4.1.1. Promjene sadrzaja a-tokoferola

Drugi po zastupljenosti tokolni spoj zrna kukuruza je a-tokoferol. U suhom zrnu
istrazivanih hibrida nulti dan istraZivanja njegova prosje¢na koncentracija je iznosila 12,67
ug/g ST s vrijednostima u rasponu od 7,21 ug/g ST (Kekec) do 18,27 ug/g ST (Pajdas; tablica 2),
Sto je unutar raspona vrijednosti koje su dobivene u istrazivanju Weber (1987) — 6,50 do 39,30
ug/g ST. Pocetni dan nakon postupka rehidriranja i siliranja utvrdena je prosjecna vrijednost
sadrzaja a-tokoferola 9,70 ug/g ST (4,60, Kekec — 12,66 pg/g ST, Pajdas), Sto ukazuje na pad
vrijednosti od 23,44% uzrokovanim tim postupcima. Promjena sadrzaja tokola istrazivanih
hibrida suhog i siliranog rehidriranog zrna tijekom Sestomjese¢nog razdoblja skladistenja
prikazana je u tablici 2.

Dosadasnja istrazivanja nisu obuhvacdala praéenje promjena sadrzaja tokola u zrnu
kukuruza, ali se u dostupnoj literaturi moZe pronaci radove vezane uz ostale Zitarice. Tako su
Rice i sur. (1985) proveli istraZivanje na rehidriranom je¢mu (18, 25 i 35% vlage) skladistenom
u anaerobnim i aerobnim uvjetima. Autori su 24. dana zabiljezili pad sadrzaja a-tokoferola od
12,75% u aerobnim uvjetima u odnosu na sadrzaj pocetnog dana, dok je u anaerobnim
uvjetima taj sadrzaj nizi za 3,26% u odnosu na aerobne uvjete isti dan pokusa. Prilikom
anaerobnog skladiStenja zrna 24 dana uz dodatak propionske kiseline doslo je do pada
sadrZaja a-tokoferola za 35,29% u odnosu na sadriaj u suhom zrnu inicijalnog dana
istrazivanja, Sto je za 25, 84% nizi sadrzaj u odnosu na sadrzaj prilikom istog perioda aerobnog
skladistenja rehidriranog zrna. Rice i sur. (1985) su zakljucili da dodatak vlage ima minimalan
utjecaj na sadrzaj a-tokoferola kao i anaerobni uvjeti, dok dodatak organske kiseline
(propionske) u velikoj mjeri uzrokuje degradaciju a-tokoferola.

Temperatura skladistenja u navedenom istrazivanju Rice i sur. (1985) je iznosila 12 —
15 °C, Sto su priblizne vrijednosti vrijednostima skladistenja suhog zrna u ovom istrazZivanju
(grafikon 1) u istom razdoblju skladistenja. U ovom istraZzivanju je u pribliZnom vremenu
skladistenja suhog zrna (21. dan) utvrden prosjecan pad sadrzaja a-tokoferola od 11,16% u
odnosu na sadrzaj pocetnog dana Sto je priblizan pad kao i kod Rice i sur. (1985). Istog dana
izmjeren je pad od 53,65% u rehidriranom siliranom zrnu (izloZenom djelovanju mlije¢ne
kiseline) u odnosu na suho zrno pocetnog dana istrazivanja, $to je znatno veéi pad u odnosu
na vrijednosti u istrazivanju Rice i sur. (1985). Medutim, treba napomenuti da je rehidrirano
zrno silirano na 25 °C Sto je doprinijelo vecoj razgradnji ovog tokola.

Vrijednosti sadrzaja a-tokoferola su nastavile znacajno opadati do 38. dana u zrnu oba
tipa skladistenja, a nakon toga je doslo do stagnacije vrijednosti sadrZaja u silaZi rehidriranog
zrna do kraja promatranog razdoblje. Medutim, u suhom zrnu je sadrZaj a-tokoferola nastavio
opadati i nakon 38. dana te je vedéi pad zabiljeZzen od 100. do 185. dana istrazivanja — od 4,45
do 18,72% ovisno o hibridu. U tom razdoblju zabiljeZzen je porast temperature u skladiSnom
prostoru (grafikon 1) Sto je mogu¢ razlog ovog veceg pada sadrzaja a-tokoferola. Tijekom
Sestomjesecnog skladistenja, sadrzaj a-tokoferola je smanjen za 26,41% u suhom zrnu u
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odnosu na sadrzaj pocetnog dana istrazivanja, dok je u rehidriranom siliranom zrnu pad
prosjec¢no vedi za jos 2,97% u odnosu na suho zrno.

Tablica 2. Sadrzaj a-tokoferola (ug/g) u suhoj tvari sedam hibrida kukuruza suhog i siliranog
visoko vlaznog zrna tijekom Sestomjesecnog razdoblja

Vrijeme (dani)

Hibrid  SkladiStenje

21 38 63 100 185
Suho 13,44 13,34 10,16 10,02 8,90
Bc 344 -
Silirano 9,25 6,41 5,26 5,20 5,19 5,86
Suho 14,14 12,97 13,99 14,50 11,78
Bc 418b o
Silirano 12,66 8,62 7,82 5,19 7,83 8,32
BC 424 Suho 13,37 12,69 12,23 12,82 10,93
c
Silirano 11,32 9,32 7,33 8,26 8,36 8,68
BC 525 Suho 11,35 11,18 9,77 10,72 9,42
c
Silirano 9,29 7,93 6,61 8,53 7,37 7,54
Suho 10,91 9,63 9,14 8,33 7,96
Bc 572 .
Silirano 8,50 5,58 6,05 6,11 6,03 6,29
Suho 7,21 7,30 4,33 4,66 4,29
Kekec N
Silirano 4,60 2,62 2,19 2,37 2,25 2,13
Paidat Suho 18,27 16,48 14,09 17,55 11,99
ajdas
: Silirano 12,27 9,98 9,59 8,49 8,63 9,53
Svi Suho 12,67 11,94 10,53 11,23 9,32
hibridi Silirano 9,70 7,21 6,41 6,31 6,52 6,91

4.1.2. Promjena sadrzaja y-tokoferola

U zrnu kukuruza ocekivano je bio najzastupljeniji y-tokoferol te je njegov prosje¢an
sadrzaj u suhom zrnu istrazivanih hibrida kukuruza nulti dan iznosio 50,39 pg/g ST (tablica 3),
s vrijednostima od 35,10 pg/g ST (Bc 572) do 65,46 pg/g ST (Kekec). Navedeni raspon je za
vecinu hibrida slican onome u istraZivanju Weber (1987) — 35,99 do 59,90 pg/g ST u
istrazivanju na 4 hibrida kukuruza, dok su hibridi Bc 344 i Kekec sadrzavali vise od 60 pg/g ST
y-tokoferola. Sadrzaj y-tokoferola siliranog rehidriranog zrna inicijalnog dana se kretao od
29,70 ug/g ST (Bc 572) do 53,36 ug/g ST (Bc 344), pri ¢emu je postupkom rehidriranja i siliranja
prouzrocen prosjecan pad sadrzaja od 18,50%.

28



Prilikom sljede¢eg mjerenja sadrZaja y-tokoferola (21. dan), doslo je do prosjecne
degradacije sadrzaja y-tokoferola od 9,40% u suhom zrnu u odnosu na sadrzaj u suhom zrnu
pocetnog dana skladiStenja, dok Rice i sur. (1985) navode vecu degradaciju sadrzaja y-
tokoferola (11,67%) u rehidriranom je¢mu pribliznog vremena skladistenja (24. dan). Tijekom
anaerobnog skladistenja jecma uz dodatak propionske kiseline, Rice i sur. (1984) navode pad
vrijednosti y-tokoferola od 20%, Sto je znatno manji pad u odnosu na pad u silazi rehidriranog
zrna kukuruza ovog istrazivanja (32,92%) skladistenog 21 dan u odnosu na sadrzaj u suhom
zrnu nulti dan skladistenja.

Tablica 3. Sadrzaj y-tokoferola (ug/g) u suhoj tvari sedam hibrida kukuruza suhog i siliranog
visoko vlaznog zrna tijekom Sestomjesecnog razdoblja

Vrijeme (dan)

Hibrid Skladistenje
0 21 38 63 100 185

Be 344 Suho 61,73 52,36 60,12 52,85 48,59
Silirano 53,36 33,17 35,61 36,95 39,42 40,78
B 418b Suho 47,70 44,28 49,65 50,66 40,37
Silirano 43,94 35,26 32,90 32,43 33,19 33,75
Be 424 Suho 55,95 49,13 52,31 52,39 46,86
Silirano 48,54 43,57 38,60 40,35 41,83 39,06
B 525 Suho 38,76 33,27 36,98 38,52 32,60
Silirano 34,09 27,39 28,43 28,41 25,67 27,64
Be 572 Suho 35,10 33,50 34,32 34,28 30,40
Silirano 29,70 25,38 21,81 22,56 22,59 23,10
Kekec Suho 65,46 60,40 50,86 50,46 44,21
Silirano 43,11 38,97 33,80 25,67 30,13 35,07
oo Suho 47,99 46,39 39,79 40,05 33,07
Pajdas Silirano 34,72 32,86 29,39 26,31 26,45 26,43
svi hibridi Suho 50,39 45,62 46,29 45,60 39,44
Silirano 41,06 33,80 31,51 30,38 31,33 32,26

Znacajan pad vrijednosti sadrzaja y-tokoferola u silaZi rehidriranog zrna kukuruza
nastavio se do 38. dana skladistenja kada su hibridi u prosjeku sadrzavali 31,51 pg/g ST (u
odnosu na 50,39 pug/g ST u suhom zrnu na pocetku skladistenja). Kao i kod a-tokoferola, nakon
38. dana pa sve do kraja Sestomjeseénog razdoblja nije bilo vec¢ih promjena u sadrzaju ovog
tokola. S druge strane, kod suhog zrna sadrzaj a-tokoferola je nastavio lagano opadati te su
185. dana hibridi u prosjeku sadrzavali 39,44 pg/g ST pri cemu je najvedi pad sadrzaja ovog
tokola zabiljezen izmedu 100. i 185 dana u skladu s povisenjem temperature u skladiSnom
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prostoru. Ukupan pad sadrZaja y-tokoferola suhog zrna tijekom Sestomjesecnog istrazivanja
prosje¢no je iznosio 21,37% Sto je priblizna vrijednost pada utvrdenoj vrijednosti pada za
silirano rehidrirano zrno (21,42%). Medutim, pribrajanjem pada vrijednosti sadrzaja y-
tokoferola nultog dana istraZzivanja uzrokovanim rehidriranjem i po¢etnom fazom siliranja
(18,52%), ukupan pad sadrzaja ovog tokola siliranog rehidriranog zrna u odnosu na suho zrna
inicijalnog dana iznosi 35,98%.

4.1.3. Promjena sadrzaja 6-tokoferola

6-tokoferol je najmanje zastupljen tokol prisutan u zrnu kukuruza. Njegov sadrzaj u
suhom zrnu svih istrazenih hibrida je vise od deset puta manji od sadrzaja y-tokoferola te je
prosjec¢no pocetnog dana istraZivanja iznosio 2,15 ug/g ST s vrijednostima od 1,60 pg/g ST (Bc
424) do 2,37 ug/g ST (Bc 344). U preglednom radu Torbet i sur (2002) navedene su prosjecne
vrijednosti sadrzaja tokola u zrnu kukuruza dugih autora — ovisno o linijama te vrijednosti
mogu biti od 1,60 do 4,28 pg/g ST. Vrijednosti u ovom istraZivanju su blize donjoj vrijednosti
koju su naveli Torbet i sur. (2002). Nakon siliranja, prosje¢na vrijednost 6-tokoferola isti dan
je iznosila 1,68 pg/g ST s vrijednostima od 1,35 pg/g ST (Kekec) do 2,03 ug/g ST (Bc 424) sto
predstavlja pad od 21,98% zbog gubitaka tijekom priprema silaza i uzorka za analizu. Sve
vrijednosti tijekom skladiStenja suhog zrna i silaze rehidriranog zrna tijekom promatranog
razdoblja skladiStenja prikazane su u tablici 4.

Kao i kod ostalih tokola, najveci pad sadrzaja 6-tokoferola u silazama rehidriranog zrna
je zabiljeZen 21. dana skladistenja kada su silaZe sadrzavale u prosjeku 1,59 ug/g ST u odnosu
na 2,15 pg/g ST u suhom zrnu na pocetku promatranog razdoblja. Medutim, zbog niskog
sadrZaja ovog tokola, znacajniji pad vrijednosti zabiljezen je tek nakon 100. dana istraZivanja
bez obzira bilo to suho zrno (pad u prosjeku 23,72%) ili silaza rehidriranog zrna (pad u prosjeku
22,62%). Nadalje, takoder zbog niskog sadrzaja, varijabilnost vrijednosti sadrzaja 6-tokoferola
tijekom promatranog razdoblja su znatno izrazenije nego kod ostalih tokola kao posljedica
utjecaja siliranja u svakoj od vakuumiranih vredéica silaza. Tijekom Sestomjesecnog skladiStenja
suhog zrna doslo je do pada sadrzaja 6-tokoferola od 27,57%, dok je pad u silazi rehidriranog
zrna iznosio 16,72%, sto je znatno maniji pad.
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Tablica 4. SadrZaj 6-tokoferol (ug/g) u suhoj tvari sedam hibrida kukuruza suhog i siliranog
visoko vlaznog zrna tijekom Sestomjesecnog razdoblja

Vrijeme (dan)

Hibrid Skladistenje

0 21 38 63 100 185
Suho 2,37 2,13 2,01 1,77 1,66

Bc 344 N
Silirano 1,73 1,38 1,48 1,57 1,65 1,28
Suho 2,37 2,17 2,26 1,89 1,73

Bc 418b N
Silirano 1,92 1,72 1,91 1,88 1,22 1,51
Suho 2,29 2,14 2,25 1,85 1,78

Bc 424 N
Silirano 2,03 2,02 2,02 1,97 1,53 1,66
Suho 2,15 1,84 1,82 1,76 1,74

Bc 525 N
Silirano 1,76 1,61 1,85 1,95 1,55 1,63
Suho 1,60 1,49 1,33 1,21 1,22

Bc 572 B
Silirano 1,36 1,28 1,25 1,31 0,88 1,08
Suho 2,27 2,08 1,57 1,51 1,41

Kekec N
Silirano 1,35 1,54 1,54 1,59 1,22 1,39
Lo Suho 1,98 1,73 1,75 1,49 1,35

Pajdas N
Silirano 1,59 1,56 1,21 1,82 1,09 1,22
o Suho 2,15 1,94 1,86 1,64 1,56

Svi hibridi

Silirano 1,68 1,59 1,61 1,73 1,30 1,40

4.1.4. Promjena sadrzaja y-tokotrienola

y-tokotrienol je jedini kvantificirani tokotrienol u ovom istrazivanju. Njegov prosjecan
sadrZaj u suhom zrnu istrazivanih hibrida pocetni dan skladistenja je iznosio 6,41 pg/g ST s
rasponom vrijednosti od 4,81 pg/g ST (Bc 424) do 8,24 ug/g ST (Pajdas), a Torbert i sur. (2002)
u preglednom radu navode znatno vecu prosjecnu vrijednost 9,35 ug/g ST iz istrazivanja na 15
linija kukuruza. Nakon siliranja prosje¢na vrijednost ovog tokola se kretala u rasponu od 4,29
ug/g ST (Bc 424) do 5,97 pg/g ST (Bc 344), s padom prosjecne vrijednosti na 5,25 ug/g ST sto
¢ini pad sadrzaja za 18,05% zbog postupaka tijekom siliranja i pripreme uzorka. Promjene
sadrzaja y-tokotrienola svih istrazivanih hibrida kukuruza u suhom i siliranom rehidriranom
zrnu tijekom Sestomjeseénog razdoblja prikazane su u tablici 5.

Kao i kod tokoferola, najveci pad sadriaja y-tokotrienola u silazi rehidriranog zrna
zabiljeZen je 21. dana skladistenja kada su silaZe istraZzivanih hibrida u prosjeku sadrzavale 3,70
ug/g ST ovog tokola (pad prosje¢no 42,25% u odnosu na sadrzaj u suhom zrnu na pocetku
istrazivanja). Takoder, pad sadrzaja u silazama rehidriranog zrna zabiljezen je do 38. dana
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nakon ¢ega nema znacajnih promjena do kraja promatranog razdoblja. Kod suhog zrna, a
slicno tokoferolima, sadrzaj y-tokotrienola opadao je polako tijekom cijelog Sestomjesecnog
razdoblja, a najveéi pad je zabiljezen od na kraju u posljednjem razdoblju tj. od 100. do 185.
dana istrazivanja (prosjecno od 5,66 do 3,72 ug/g ST).

U odnosu na ovo istraZivanje, Rice i sur. (1985) nisu zabiljeZili znacajne promjene u
sadrzaju y-tokotrienola u rehidriranom je¢mu prilikom anaerobnog skladistenja nakon
pribliznog vremena skladistenja (24. dana), ali su zabiljezili gubitak od 25,13% u odnosu na
sadrzaj pocetnog uzorka u uzorcima s dodatkom propionske kiseline.

Nakon Sestomjese¢nog razdoblja skladiStenja, prosjeéna vrijednost sadrzaja y-
tokotrienola suhog zrna je smanjena za 41,59%, te 40,55% u silaZi rehidriranog zrna u odnosu
na sadrzaj u suhom zrnu na pocetku istraZivanja. Ovi rezultati ukazuju na blago visu
degradaciju y-tokotrienola duzim skladiStenjem suhog zrna u odnosu na silazu rehidriranog
zrna.

Tablica 5. SadrzZaj y-tokotrienola (ug/g) u suhoj tvari sedam hibrida kukuruza suhog i siliranog
visoko vlaznog zrna tijekom Sestomjesecnog razdoblja

Vrijeme (dan)

Hibrid Skladistenje

0 21 38 63 100 185
Suho 7,64 7,07 6,55 6,36 4,76

Bc 344 o
Silirano 5,97 3,74 3,17 2,26 3,77 3,96
Suho 6,12 6,03 6,30 6,91 3,83

Bc 418b N
Silirano 5,61 3,62 3,14 3,53 4,12 3,80
Suho 4,81 4,47 4,35 4,36 2,84

Bc 424 N
Silirano 4,29 3,36 2,44 2,96 3,51 2,96
Suho 5,35 5,74 5,37 5,57 3,74

Bc 525 N
Silirano 5,11 4,01 3,90 4,43 4,30 4,41
Suho 5,62 4,56 4,71 3,98 3,12

Bc 572 N
Silirano 4,52 3,31 2,77 3,60 3,29 3,12
Suho 7,09 7,01 5,68 5,77 3,80

Kekec N
Silirano 5,32 3,51 3,37 3,56 4,78 4,48
o Suho 8,24 7,41 6,36 6,70 3,95

Pajdas N
Silirano 5,96 4,36 4,84 4,34 4,36 3,94
o Suho 6,41 6,04 5,62 5,66 3,72

Svi hibridi -
Silirano 5,25 3,70 3,38 3,53 4,02 3,81
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4.1.5. Promjena sadrzaja ukupnih tokola

U grafikonu 2. prikazane su promjene prosjecnog sadrzaja ukupnih tokola suhog i
siliranog rehidriranog zrna kukuruza tijekom promatranog razdoblja skladiStenja. Prosjecan
sadrzaj ukupnih tokola istrazenih hibrida nulti dan je iznosio 71,61 pg/g ST, dok Weber (1987)
u istrazivanju na Cetiri hibrida navodi znatno nize vrijednosti koje se kreéu u rasponu od 36,9
do 62,30 pg/g ST. Zatim, Grbesa (2016) u istraZzivanju na hibridima Bc Instituta takoder navodi
nizu prosjecnu vrijednost od 43,32 ug/g ST. Nakon postupka rehidriranja i siliranja te pripreme
uzoraka koji su uzrokovali degradaciju tokola, sadrzaj je iznosio 57,69 ug/g ST pri cemu je
zabiljeZzen pad u prosjeku od 19,44% za sve istrazivane hibride.

Kod oba nacina skladistenja, najveci pad sadrzaja ukupnih tokola utvrden je u razdoblju
do 21. dana skladistenja (8,84% u suhom zrnu te 35,35% u silazi rehidriranog zrna), te blazi
pad do 38. dana u silaZi rehidriranog zrna (7,37%). Od 38. do 185. dana nije bilo znacajnijih
promjena sadrZaja ukupnih tokola u silaZi rehidriranog zrna, dok je kod suhog zrna utvrden
znacajan pada sadrzaja u razdoblju od 100. do 185. (30,80%) dana skladistenja. Ocekivano,
promjene sadrzaja ukupnih tokola tijekom promatranog razdoblja skladistenja pratile su
promjene sadrzaja pojedinacnih tokola bez obzira u suhom zrnu ili silazi rehidriranog zrna.

Hidalgo i sur. (2008) tijekom 242 dana skladistenja zrna pSenice navode pad sadrzaja
ukupnih tokola od 9,40% pri skladiStenju na temperaturi od 5 °C, a pri skladistenju na 20 °C taj
pad se povecao te je iznosio 25,00%, a s daljnjim porastom temperature rasla je brzina
degradacije. Buduéi da se u ovom istrazivanju u razdoblju od 38. dana do 185. dana
temperatura skladistenja povecala za 10 °C (grafikon 1), utjecaj temperature skladistenja na
pad sadrzaja tokola utvrden u radu Hidalgo i sur. (2008) potvrduje kako je najveci pad od 100.
do 185. dana u suhom zrnu ovog istrazivanja posljedica upravo porasta temperature u
skladiSnom prostoru.

Sadrzaj ukupnih tokola na kraju pokusnog razdoblja u suhom zrnu je iznosio 54,04 pg/g
ST Sto je 38,33% manje u odnosu na pocetni sadrzaj. U silazi visoko vlaznog zrna sadrzaj tokola
je iznosio 44,38 ug/g ST sto je znatno manji — 23,07%-tni pad sadrZaja, no nakon pribrojavanja
pocetnog gubitka tokola uzrokovanog poéetnom fazom siliranja, ukupan pad sadrzaja tokola
iznosi 42,5%, Sto je za 4,18% vedi pad sadrzaja tokola u odnosu na sadrzaj u suhom zrnu.
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Grafikon 2. Prosje¢ne vrijednosti sadrzaja ukupnih tokola u suhom i siliranom zrnu sedam
istrazivanih hibrida kukuruza

4.2. Kinetika razgradnje tokola suhog i rehidriranog zrna hibrida
kukuruza

Razgradnja pojedinacnih i ukupnih tokola suhog i siliranog rehidriranog zrna kukuruza
istrazivanih hibrida kukuruza pracena je kinetikom 1. reda (tablica 6 — 10). Kinetika razgradnje
tokola u zrnu varirala je u skladu s utjecajem hibrida na sadrzaj pojedinaénih i ukupnih tokola.

Kinetic¢ki parametri razgradnje a-tokoferola tijekom skladisStenja suhog zrna i silaze
rehidriranog zrna istrazivanih hibrida prikazani su u tablici 6. Potencijalno razgradiva frakcija
a-tokoferola suhog zrna (prosjec¢no 12,40 pg/g) je bila slicna pocetnoj vrijednosti sadrzaja a-
tokoferola suhog zrna (prosjec¢no 12,67 ug/g dok je potencijalno razgradiva frakcija a-
tokoferola silaze rehidriranog zrna (prosje¢no 7,92 pug/g) bila niza od na pocetne vrijednosti
sadrzaja a-tokoferola siliranog rehidriranog zrna (prosje¢no 9,70 pg/g).

Najvisa brzina razgradnje a-tokoferola suhog zrna utvrdena je kod hibrida Kekec
(0,00368 1/dan; tablica 6), a kod istog hibrida je odredena i najvisa brzina razgradnje u
rehidriranom zrnu (0,00442 1/dan). Prema tome, bez obzira radilo se o suhom zrnu ili silazi
rehidriranog zrna, ovaj hibrid je imao najmanje stabilan sadrZaj a-tokoferola tijekom
Sestomjesecnog razdoblja skladiStenja. NajniZza brzina razgradnje a-tokoferola u siliranom
rehidriranom zrnu utvrdena je kod hibrida Bc 525 (0,00071 1/dan) Sto upuduje da je ovaj hibrid
bio pod najmanjim utjecajem uvjeta tijekom siliranja s obzirom na nisku brzinu razgradnje i u
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suhom zrnu. S druge strane, utjecaj siliranja na a-tokoferol je bio najvedi kod hibrida Bc 418b
s obzirom na to da u suhom zrnu ima najnizu vrijednost brzine razgradnje ovog tokola (0,00064
u odnosu na 0,00205 1/dan).

lako u dostupnoj literaturi nema podataka za kinetiku razgradnje tokola zrna kukuruza,
mogu se pronaci podaci za druge Zitarice. Tako su Hidalgo i sur. (2009) istrazivali utjecaj
temperature na kineticke parametre razgradnje a-tokoferola i ukupnih tokola u brasnu
pSenice. Ovisno o vrsti pSenice te pripremi brasna, autori su prikazali vrijednosti brzine
razgradnje o-tokoferola od 0,00099 do 0,00214 1/dan pri 20 °C 3$to je slicno rasponu
vrijednosti za zrno kukuruza u ovom istrazivanju. Nadalje, hibridi u radu Hidalgo i sur. (2008)
su se znacajno razlikovali u brzini razgradnje a-tokoferola (0,000945 i 0,00195 1/dan) Sto je u
skladu s rasponom vrijednosti istraZivanih hibrida.

Tablica 6. Kinetika razgradnje a-tokoferola istrazivanih hibrida u razli¢itim nacinima
skladistenja

Suho zrno Silirano zrno

Hibrid CRo k CRo k

Bc 344 13,30 0,00255 7,50 0,00257
Bc 418b 14,11 0,00064 9,57 0,00205
Bc 424 13,24 0,00064 9,49 0,00101
Bc 525 11,22 0,00094 8,26 0,00071
Bc 572 10,34 0,00168 6,82 0,00090
Kekec 7,08 0,00368 3,49 0,00442
Pajdas 17,73 0,00175 10,56 0,00122
Svi hibridi 12,40 0,00152 7,92 0,00147

CRO, pocetna koncentracija (ug/g); k, brzina (1/dan)

Kineti¢ki parametri razgradnje y-tokoferola tijekom skladiStenja suhog zrna i silaze
rehidriranog zrna istraZivanih hibrida prikazani su u tablici 7. Potencijalno razgradiva frakcija
y-tokoferola suhog zrna (prosje¢no 49,16 ug/g) je bila slicna pocetnoj vrijednosti sadrzaja y-
tokoferola suhog zrna (prosje¢no 50,39 ug/g). Potencijalna razgradiva frakcija y-tokoferola
silaZe rehidriranog zrna (prosje¢no 35,54 ug/g) je bila niza od pocetne vrijednosti sadrzaja y-
tokoferola siliranog rehidriranog zrna (prosjec¢no 41,06 ug/g).

Najvisa brzina razgradnje najzastupljenijeg tokola u suhom zrnu utvrdena je kod
hibrida Kekec (0,00217 1/dan; tablica 7), te je ovaj hibrid najnestabilniji s obzirom na
degradaciju i a- i y-tokoferola u suhom zrnu. Samo kod hibrida Kekec i Pajdas su vrijednosti
degradacije y-tokoferola bile niZe u siliranom rehidriranom zrnu, ali unato¢ tome, Pajdas
(0,00161 1/dan) je imao najvisu vrijednost brzine razgradnje ovog tokola izmedu istraZzivanih
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hibrida. Najniza brzina razgradnje y-tokoferola u suhom zrnu odredena je kod hibrida Bc 525
(0,00049 1/dan), te je on bio stabilan i u siliranom zrnu unato¢ gotovo dvostruko visoj
vrijednosti (0,00087 1/dan). Najstabilniji hibrid prema brzini razgradnje y-tokoferola u silazZi
rehidriranog zrna je bio Bc 344 (0,00037 1/dan). S obzirom na raspon vrijednosti, y-tokoferol
istrazivanih hibrida je stabilniji od a-tokoferola.

Tablica 7. Kinetika razgradnje y -tokoferola istrazivanih hibrida u razli¢itim nacinima
skladiStenja

Suho zrno Silirano zrno

Hibrid Cro k Cro k

Bc 344 59,29 0,00101 40,47 0,00037
Bc 418b 48,46 0,00056 37,76 0,00105
Bc 424 53,78 0,00065 44,42 0,00085
Bc 525 37,33 0,00049 30,30 0,00087
Bc 572 35,08 0,00063 25,97 0,00108
Kekec 63,08 0,00217 37,35 0,00123
Pajdas 47,67 0,00201 32,58 0,00161
Svi hibridi 49,16 0,00109 35,54 0,000973

Cro, poCetna koncentracija (ng/g); k, brzina (1/dan)

Kineti¢ki parametri razgradnje 6-tokoferola tijekom skladistenja suhog zrna i silaze
rehidriranog zrna istrazivanih hibrida prikazani su u tablici 8. | potencijalno razgradiva frakcija
6-tokoferola suhog zrna (prosje¢no 2,07 ug/g) i silaze rehidriranog zrna (prosje¢no 1,67 ug/g)
su bile sliéne vrijednostima sadrzaja 6-tokoferola odredenim pocdetnog dana istrazivanja
(prosjecno redom 2,15 1,68 pg/g).

Kao i kod dosadasnjih tokoferola, hibrid Kekec je bio najnestabilniji s obzirom na brzinu
razgradnje &-tokoferola u suhom zrnu (0,00299 1/dan), te je kao kod y-tokoferola u silazi
rehidriranog zrna imao nize vrijednosti brzine razgradnje &-tokoferola (0,00050 1/dan).
Najstabilniji od istrazivanih hibrida, bez obzira radilo se o suhom zrnu ili silazi rehidriranog
zrna, bio je hibrid Bc 525 za kojeg su odredene brzine razgradnje 6-tokoferola redom 0,00095
i 0,00045 1/dan.

Korelacijskom analizom ispitana je povezanost brzine razgradnje tokola i sadrzaja masti
s obzirom na to da je uloga tokola zastita masti u zrnu kukuruza. Od prisutnih tokola znacajna
korelacija utvrdena je jedino za 6-tokoferola(P < 0,01); za silazu rehidriranog zrna koeficijent
korelacije brzine razgradnje ovog tokola i sadrzaja masti iznosio je 0,92 te 0,66 za suho zrno.
Dobivene korelacije ukazuju da je brzina razgradnje 6-tokoferola visa s porastom sadrzaja
sirovih masti u zrnu hibrida kukuruza bez obzira na nacin skladiStenja jer se vise 6-tokoferola
trosi za sprecavanje oksidacije nezasi¢enih masti (ulja) kukuruza.
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Tablica 8. Kinetika razgradnje &-tokoferola istrazenih hibrida istrazivanih hibrida u razlicitim
nacinima skladistenja

Suho zrno Silirano zrno

Hibrid CRo k CRo k

Bc 344 2,28 0,00199 1,58 0,00081
Bc 418b 2,34 0,00166 1,89 0,00174
Bc 424 2,28 0,00139 2,06 0,00149
Bc 525 1,99 0,00094 1,78 0,00045
Bc 572 1,53 0,00160 1,33 0,00169
Kekec 2,16 0,00299 1,49 0,00050
Pajdas 1,91 0,00202 1,57 0,00157
Svi hibridi 2,07 0,00177 1,67 0,00115

Cro, poCetna koncentracija (ug/g); k, brzina (1/dan)

Kineti¢ki parametri razgradnje y-tokotrienola tijekom skladistenja suhog zrna i silaze
rehidriranog zrna istrazivanih hibrida prikazani su u tablici 9. Potencijalna razgradiva frakcija
y-tokotrienola suhog zrna (prosjecno 6,25 pg/g) je bila priblizna pocetnoj vrijednosti sadrzaja
y-tokotrienola suhog zrna (prosje¢no 6,41 pg/g). S druge strane, matematickim modelom
odredena potencijalna razgradiva frakcija y-tokotrienola silaze rehidriranog zrna (prosje¢no
4,21 ug/g) je bila gotovo dvostruko visa od pocetne vrijednost sadrzaja y-tokotrienola siliranog
rehidriranog zrna (prosjec¢no 2,25 ug/g).

Od sedam istrazivanih hibrida, najvisa brzina razgradnje y-tokotrienola u suhom zrnu
utvrdena je kod hibrida Pajdas (0,00338 1/dan), a Kekec, hibrid s najvisim brzinama razgradnje
tokoferola, ima jednu od najvisih brzina razgradnje ovog tokotrienola (0,00317 1/dan). Kao i
kod y- i 6-tokoferola, hibrid Bc 525 je najstabilniji i kod degradacije y-tokotrienola bez obzira
radilo se o suhom zrnu (0,00170 1/dan) ili silaZi rehidriranog zrna (0,00019 1/dan).

Kineti¢ki parametri razgradnje y-tokotrienola tijekom skladistenja suhog zrna i silaze
rehidriranog zrna istrazivanih hibrida prikazani su u tablici 10. Potencijalno razgradiva frakcija
ukupnih tokola suhog zrna (prosje¢no 70,13 pg/g) je bila slicna pocetnoj vrijednosti sadrzaja
ukupnih tokola suhog zrna (prosje¢no 71,61 ug/g). Medutim, potencijalno razgradiva frakcija
ukupnih tokola silaze rehidriranog zrna (prosjec¢no 49,33 pug/g) je bila nesto niza od pocetne
vrijednosti sadrzaja ukupnih tokola siliranog rehidriranog zrna (prosjec¢no 57,69 ug/g).

37



Tablica 9. Kinetika razgradnje y-tokotrienola istrazivanih hibrida u razlic¢itim nacinima
skladistenja

Suho zrno Silirano zrno

Hibrid CRo k CRo k

Bc 344 7,61 0,00233 4,37 0,00175
Bc 418b 6,59 0,00172 4,26 0,00107
Bc 424 4,90 0,00233 3,51 0,00114
Bc 525 5,81 0,00170 4,42 0,00019
Bc 572 5,35 0,00289 3,73 0,00128
Kekec 7,27 0,00317 4,06 -0,0004
Pajdas 8,19 0,00338 5,21 0,00183
Svi hibridi 6,52 0,0025 4,21 0,00093

Cro, poCetna koncentracija (pg/g); k, brzina (1/dan)

Najvisa brzina razgradnje ukupnih tokola kukuruza u ovom istrazivanju iznosila je
0,00240 1/dan, a utvrdena je u suhom zrnu hibrida Kekeca, u skladu s najvisim vrijednostima
kod svih pojedinacnih tokola. Najveca brzina razgradnje siliranog rehidriranog zrna iznosila je
0,00155 1/dan kod hibrida Pajdas. S druge strane, Bc 525 je bio najstabilniji hibrid s brzinama
razgradnje ukupnih tokola 0,00071 1/dan u suhom zrnu i 0,00027 1/dan u silaZi rehidriranog
zrna. Uz Bc 525, kao jedan od najstabilnijih hibrida u degradaciji ukupnih tokola u suhom zrnu
isti¢e se i Bc 418b (0,00071 1/dan) ali kod navedenog hibrida u siliranom rehidriranom zrnu
dolazi do porasta brzine razgradnje.

Istrazivani hibridi kukuruza su usporedivi s istrazivanjem Hidalgo i sur. (2009) u brzini
razgradnje ukupnih tokola. Brasno razli¢itih kultivara psSenice u istraZivanju navedenih autora
je imalo sli¢an raspon vrijednosti (0,00097 — 0,00386 1/dan) pri temperaturi 20 °C bez obzira
je li ta usporedba sa suhim ili siliranim rehidriranim zrnom ovog istrazivanja.
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Tablica 10. Kinetika razgradnje ukupnih tokola istrazivanih hibrida u razli¢itim nacinima
skladistenja

Suho zrno Silirano zrno

Hibrid Cro k Cro k

Bc 344 82,37 0,00137 53,77 0,00072
Bc 418b 71,51 0,00071 53,41 0,00122
Bc 424 74,19 0,00081 59,47 0,00091
Bc 525 56,35 0,00071 44,74 0,00027
Bc 572 52,22 0,00104 37,86 0,00109
Kekec 79,55 0,00240 46,23 0,00119
Pajdas 75,49 0,00208 49,92 0,00155
Svi hibridi 70,13 0,0013 49,33 0,00105

Cro, poCetna koncentracija (pg/g); k, brzina (1/dan)

Rezultati kinetike razgradnje pojedinacnih i ukupnih tokolnih spojeva u ovom
istrazivanju, ukazuju da hibrid Kekec ima najviSu brzinu razgradnje tokola u suhom i siliranom
rehidriranom zrnu, zatim hibrid Pajdas, dok je hibrid najniZe brzine razgradnje tokola Bc 525
kod oba nacina skladistenja zrna kukuruza. Potencijalna razgradljiva frakcija je bila sli¢na
pocetnoj vrijednosti sadrzaja pojedinacnih i ukupnih tokola u suhom zrnu, dok su se u silazi
rehidriranog zrna te vrijednosti razlikovale.
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5. Zakljucak

Na temelju rezultata istrazivanja, doneseni su sljededi zakljucci:

e Hibrid, nacin i vrijeme skladistenja imali su znacdajan utjecaj (P < 0,001) na
sadrzaj svih tokolnih spojeva u zrnu kukuruza, a kombiniranom varijancom
utvrden je znacajan utjecaj (P < 0,05) interakcije hibridxnacin skladistenja,
nacin skladistenjaxvrijeme skladistenja te hibridxvrijeme skladistenja.

e Siliranje je uzrokovalo pad svih tokolnih spojeva vec¢ pocetnog dana prilikom
pripreme mase za siliranje i pripreme uzoraka, pri ¢emu je utvrden najveci pad
a-tokoferola (23,40%), zatim 6-tokoferola (21,98), dok je najmanji pad y-
tokoferola i y-tokotrienola (18,5 i 18,05%).

e Najveci pad sadrZaja ukupnih tokola utvrden je u razdoblju do 21. dana
skladistenja (8,84% u suhom zrnu i 35,35% u silaZi rehidriranog zrna). Kod silaze
rehidriranog zrna, blazi pad tokola je jo$ do 38. dana (7,37%) nakon ¢ega do
185. dana nema znacajnijih promjena sadrzaja tokola. Kod suhog zrna sadrzaj
tokola postupno opada tijekom cijelog promatranog razdoblja a najvedi pad je
od 100. do 185. dana (30,80%).

e Hibrid Kekec je imao najvecu brzinu razgradnje tokola u suhom i siliranom
rehidriranom zrnu, dok je hibrid najmanje brzine razgradnje tokola Bc 525 kod
oba nacina skladistenja zrna kukuruza.
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