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Sazetak

Diplomskog rada studenta Martin Tadi¢, naslova

UTJECAJ MLIJECNE KISELINE I INOKULANTA NA KINETIKU
PROBAVLJIVOSTI SKROBA VISOKO-VLAZNOG ZRNA KUKURUZA

Silaza visoko-vlaznog zrna kukuruza postaje sve vazniji oblik konzerviranja kukuruza pri
¢emu dodatak aditiva smanjuje rizik od nezeljene fermentacije i kvarenja silaze. Nije poznato
ima li dodatak aditiva utjecaja na kinetiku probavljivosti Skroba, te je cilj ovog istrazivanja
bio ispitati kako dodatak inokulanta i mlije¢ne kiseline tijekom siliranja visoko-vlaznog zrna
utjeCe na brzinu probavljivosti $kroba u modelu koji oponaSa uvijete u zelucu i tankom
crijevu svinje. Hibrid Bc 462 siliran je u vakuum vre¢icama tijekom 182 dana spontano
(kontrola) te s dodatkom inokulata Sil-All (Dr. Peiper, Njemacka) i mlije¢ne kiseline (0,9%).
Doseg razgradnje Skroba u in vitro modelu pratio se nakon 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 i
360 min, a kako bi se izracunala kinetika probavljivosti §kroba silaze visoko-vlaznog zrna
kukuruza u svim uzorcima odreden je sadrzaj Skroba i Se¢era. Dodatak inokulanta i mlije¢ne
kiseline u silazu nije imalo utjecaj na sadrzaj §kroba i Secera u silazi. Probavljivost suhe tvari
u uzorcima kretala se od 88,55% do 91,06% te se nije razlikovala izmedu tretmana. Nakon
prva dva sata inkubacije razgradilo se prosje¢no 90,65% Skroba, a dodatak inokulanta ili
mlije¢ne kiseline nije utjecao na koeficijente probavljivosti od pocetka do drugog sata
inkubacije. Tretman je znacajno djelovao na koeficijente probavljivosti nakon tri i Cetiri sata
inkubacije pri ¢emu je dodatak inokulanta rezultirao najviSim vrijednostima. Ujedno, silaZe
silirane s inokulantom imale su najvisi udio potencijalno probavljive frakcije. Unato¢
utvrdenim razlikama, tretman nije utjecao na brzinu razgradnje Skroba pri ¢emu su dodatak
inokulanta 1 mlijecne kiseline rezultirali niZim vrijednostima u odnosu na kontrolni uzorak
(1,02 vs. 1,29 1/h).

Kljucéne rije¢i: visoko-vlazno zrno kukuruza, inokulant, mlije¢na kiselina, kinetika
probavljivosti Skroba



Summary

Of the master’s thesis—student Martin Tadi¢, entitled

EFFECT OF LACTIC ACID AND INOCULANT ON STARCH DIGESTIBILITY
KINETICS OF HIGH-MOISTURE MAIZE

High-moisture grain silage is becoming increasingly important form of maize storage whereas
additive addition is reducing the risk of undesirable fermentation and spoiling. It is not known
whether additive addition affects digestibility kinetics of high-moisture corn, and this study
aimed to explore the effect of inoculant and lactic acid during ensiling on starch digestibility
rate in a model mimicking stomach and small intestine of the pig. Hybrid Bc 462 was ensiled
in vacuum bags for 182 days spontaneously (control) and supplemented with Sil-All inoculant
(Dr. Peiper, Germany) and lactic acid (0.9%). The extent of starch degradation in the in vitro
model was determined after 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 and 360 min. Starch and sugar
contents were determined in all samples to calculate the starch digestibility kinetics. The
addition of inoculant and lactic acid in high-moisture maize did not affect starch content and
sugar in the silage. Dry matter digestibility of the samples ranged from 88.55% to 91.06% and
did not differ between treatments. After the first two hours of incubation, on average 90.65%
of starch was digested, and inoculant or lactic acid addition did not affect digestibility
coefficients from the beginning to the second hour of incubation. The treatment had a
significant effect on digestibility coefficients after three and four hours of incubation, and
silages with inoculant addition had the highest values. At the same time, silage ensiled with
inoculant had the highest proportion of potentially digestible fraction. Despite determined
differences, treatment did not affect starch digestibility rate, and addition of inoculant and
lactic acid resulted in numerically lower values compared to the control sample (1.02 vs. 1.29
I/h).

Keywords: high-moisture maize grain, inoculant, lactic acid, starch digestibility kinetics
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1. Uvod

Kukuruz je jedna od najrasprostranjenijih ratarskih kultura u Svijetu i uzgaja se na vise od
185 milijuna hektara (FAO, 2016). Koristi se kao hrana za ljude i zivotinje te kao izvor
energije u proizvodnji etanola i bioplina. Skrob iz Zitarica je glavni izvor energije za visoko
proizvodne domace zivotinje. Kukuruz sadrzi najvise skroba medu zitaricama (60-65%), a on
je 1 najvazniji izvor energije za perad, svinje, visoko mlije¢ne krave te junad u tovu. Odrasle
monogastricne zivotinje najvisSe energije dobivaju iz glukoze oslobodene razgradnjom Skroba
U crijevima, a preziva¢i iz hlapivih masnih kiselina stvorenih fermentacijom S$kroba u
predzelucima.

Zbog sve brzeg razvoja i novih saznanja u hranidbi zivotinja, Kinetika, odnosno brzina
probavljivosti Skroba dobiva sve viSe na znacenju. Brzina razgradnje Skroba nekog krmiva
ima veliki utjecaj na pravilan rast i razvoj zivotinje, njezino zdravlje, koje se u konacnici
oCituje u financijskim rezultatima animalne proizvodnje. Kinetika probavljivosti §kroba moze
biti pod utjecajem fizikalnih i kemijskih svojstava krmiva, ali i same Zivotinje, te nacina
pripreme hrane odnosno krmiva (Wilfart i sur., 2008).

Postoje dvije metode istrazivanja Kinetike probavljivosti $kroba — in vivo i in vitro. In vivo
metoda provodi se na Zivotinjama u realnim uvjetima, skupa je, zahtjevna i ogranicen je broj
istrazivanja, a sam postupak je dugotrajan. In vitro metoda provodi se u laboratorijskim
uvjetima oponasajuci proces probave u Zivotinji koristenjem komercijalno dostupnih enzima.
Metoda se temelji na probavi skroba u in vitro uvjetima koji oponasaju zeludac i tanko crijevo
te se mjeri otpustanje glukoze u razli¢itim vremenima inkubacije. Ova metoda znatno je
pristupacnija i jednostavnija za provedbu, S mnogo vec¢im brojem dobivenih rezultata u
kra¢em vremenskom periodu koji u to¢nosti mnogo ne zaostaju za onima dobivenim in vivo
metodom. Najc¢esce koristena klasifikacija Skroba temelji se na kinetici in vitro probavljivosti
prema Englyst i sur.(1992).

Zbog velike vaznosti kukuruza u hranidbi domacih zivotinja vrlo vazno nam je njegovo
skladiStenje 1 ¢uvanje kroz Citavu godinu. Kukuruz se moze cCuvati kao suho zrno ili klip,
silirano zrno i silirana prekrupa kukuruza.

Visoko-vlazna silaza prekrupe kukuruza prakti¢an je i ekonomski prihvatljiv nacin ¢uvanja
kukuruza kroz godinu. Koristenjem dodataka za siliranje i inokulanta za silazu ubrzava se
proces same fermentacije, veca je kontrola nad tim procesom pa je samim time manja
mogucnost pogreske u fermentaciji odnosno kvarenja silaze u silosu. Silaza kojoj su dodani
dodaci 1 inokulanti moZe se dulje vrijeme Cuvati, a stabilnija je prilikom otvaranja silosa i
njenog koriStenja u hranidbi zivotinja. Poznato je da siliranje poveéava probavljivost Skroba
zrna kukuruza no nedovoljno je podataka kako utjeCe na kinetiku probavljivosti Skroba,
posebice koriStenjem razlicitih dodataka tijekom siliranja.



1.1. Hipoteze i cilj rada

Hipoteza provedenog istrazivanje je da ¢e dodatak inokulanta i mlije¢ne kiseline u masu za
siliranje imati utjecaj na Kinetiku in vitro ilealne probavljivosti Skroba visoko-vlaznog zrna
kukuruza u modelu koji oponasa probavni sustav Zeluca i tankog crijeva.

Koriste¢i model svinje, cilj ovog istrazivanja je odrediti utjecaj dodataka za siliranje na
Kinetiku in vitro ilealne probavljivosti §kroba silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza. Dodaci
silazi koji ¢e se ispitivati su mlije¢na kiselina (0,9%-tna otopina) i komercijalni inokulant Bio-
Sil (Dr. Pieper, Njemacka) u usporedbi sa spontanim siliranjem.



2. Pregled literature

2.1. Kukuruz

2.1.1. Porijeklo kukuruza

Kukuruz je ratarska kultura porijeklom iz Sredisnje Amerike, s podruc¢ja danasnjeg Meksika
koji je pradomovina ove biljke. Na podru¢ju Sredi$nje Amerike zivjeli su drevni narodi
Asteci, Maje 1 Inke koji su zasluzni za njegovo kultiviranje 1 Sirenje prvo u podruc¢je Juzne
Amerike, a kasnije i u Sjevernu Ameriku. Najzasluzniji za Sirenje kukuruza van ameri¢kog
kontinenta bio je istraziva¢ Christopher Columbo koji je otkricem Amerike 1492. godine
omoguéio da se ova biljka prvo donese u Spanjolsku iz koje se dalje prosirila po &itavoj
Europi i svijetu. Kukuruz je na Balkan dosao u drugoj polovici 16. st. te je iz Dalmacije u
sjeverne krajeve Hrvatske dopremljen 1572. godine gdje se i danas uspje$no uzgaja.

Danas se kukuruz uzgaja u cijelome svijetu, a njegova raznolika moguénost upotrebe i
sposobnost uzgoja na losijim tlima i u ekstremnijim klimatskim uvjetima ¢ini ga tre¢om
svjetskom kulturom odmah poslije pSenice i rize (Jurisi¢, 2008). Kukuruz, zajedno s pSenicom
i rizom, glavno je oruzje u borbi protiv gladi u nerazvijenim zemljama diljem svijeta.

2.1.2. Sistematika kukuruza

Selekcija i oplemenjivanje kukuruza doveli su do stvaranja visoko rodnih hibrida koji su
izrazito otporni na ekstremne vremenske uvjete, a u novije vrijeme i na pojedine Stetnike. Sve
0VO povecava vaznost i znacaj kukuruza za ¢ovjecanstvo. 1920-ih godina u SAD-u su pocela
istrazivanja 1 koriStenja hibridnih kukuruza, a ve¢ 1930-ih seljaci su ga prihvatili i poceli
koristiti. 1947. godine, Palaversi¢ je utemeljio program selekcije linijskih hibrida kukuruza u
Republici Hrvatskoj. Tijekom svojega rada stvorio je 60-ak linija hibrida kukuruza. Svojim
hibridima je uspio potisnuti americke, a najpoznatiji je Bc 590 (Palaversi¢, 1963).

Kukuruz (Zea mays L.) je biljka koja zbog svoje velike rasprostranjenosti i raznolikosti ima
jako velik broj kultiviranih sorta, koje se znacajno razlikuju pa je sama klasifikacija bila
sloZen 1 dugotrajan posao. Prvi koji je detaljnije izvrSio istrazivanja velikog broja kultiviranih
sorti (skoro 800) kukuruza i na osnovu toga predloZio njihovu klasifikaciju bio je americki
znanstvenik Sturtewant. Kasnije je klasifikaciju dopunio Kule$ov, a Zukovski ove grupe
smatra posebnim podvrstama (Jurisi¢, 2008).



Klasifikacija kukuruza:
1. zuban(ZeamaysindentataSturt.)
. tvrdunac(Zeamays L. indurataSturt.)
. Seéerac(Zeamays L. saccharataSturt.)
. koki¢ar(Zeamays L. evertaSturt.)
. mekunac(Zeamays L. amylaceaSturt.)
. voStanac(Zeamays L. ceratinaKulesk)
. pljevicar(Zeamays L. tunicataSturt.)
. poluzuban(Zeamays L. semindentataKulesk)
. Skrobni Seéerac(Zeamays L. amylosaccharataSturt.)
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U Hrvatskoj se najvise uzgajaju podvrste zuban, tvrdunac i poluzuban. Zuban i poluzuban se
zbog veceg prinosa zrna uglavnom koriste u hranidbi domacih Zzivotinja i industrijskoj
proizvodnji. Tvrdunac daje manji prinos, ali je zrno kvalitetnije s ve¢im udjelom proteina pa
se ve¢inom koristi u prehrani ljudi.

Zuban: zrna ove grupe kukuruza u zrelom stanju karakteriziraju se udubljenjem u kruni zrna
pa svojim izgledom podsjecaju na konjski zub. Ovo udubljenje nastaje uslijed gubitka vode iz
brasnastog i caklavog endosperma tijekom sazrijevanja. Boja zrna najce$ce je zuta ili bijela,
ali moze biti i crvenkasta. Masa 1000 zrna krece se izmedu 2701450 g.

Tvrdunac: zrna ove grupe kukuruza su tvrda, okruglo-ovalnog oblika i sjajna. Endosperm
tvrdunaca je caklav i brasnast, ali za razliku od zubana, caklavi endosperm zauzima ve¢i dio
zrna 1 nalazi se po periferiji zrna. BraSnasti endosperm nalazi se u sredini zrna. Boja zrna
tvrdunca je razli¢ita 1 moze biti zuta, bijela, ljubicasta, narancasta ili crvena. Masa 1000 zrna
jeizmedu 1151300 g.

Poluzuban se od zubana razlikuje manje izrazenim udubljenjem na vrhu zrna i veéim
sadrzajem caklavog endosperma (Jurisi¢, 2008).

Hibridi kukuruza mogu imati razli¢ito dugu vegetaciju pa ih se svrstava u vegetacijske grupe
FAO 100, FAO 200, FAO 300, FAO 400, FAO 500, FAO 600, FAO 700, FAO 800, FAO 900
1 FAO 1000. Vegetacijska grupa 100 ima najkracu vegetaciju koja traje od 70 do 90 dana.
Svaka daljnja grupa ima dulju vegetaciju za 5 do 10 dana. U suvremenoj proizvodnji
kukuruza izmjena sortimenata hibrida jako je brza tako da su pojedini hibridi u Siroj
proizvodnji od 5 do 6 godina. Svi domac¢i instituti u kojima se stvaraju hibridi svake godine
izdaju nove kataloge u kojima se nalazi opis njihovih hibrida.



2.1.3. Uvijeti proizvodnje kukuruza

Za uspjesnu proizvodnju kukuruza potrebni su povoljni agroekoloski uvjeti, pravilna
agrotehnika i kvalitetan sortiment. Od uvjeta koji se moraju osigurati biljci kukuruza tijekom
njezinog rasta najznacajniji su zahtjevi prema tlu, vodi, temperaturi i svjetlosti. Na sam prinos
kukuruza zna¢ajno utjeCe agrotehnika (plodored, obrada i priprema tla za sjetvu, gnojidba te
zastita od bolesti, Stetnika 1 korova), nedostatak oborina i visoke temperature, izbor hibrida i
kvaliteta sjemena kao 1 prisutnost Stetnika i polijeganje.

2.1.4. Proizvodnja zrna kukuruza

Svjetska proizvodnja kukuruza iznosi 1 021 616 583 tona. Najveci proizvodac u svijetu je
SAD s proizvedenih 361 milijuna tona kukuruza, a slijede ih Kina (215 milijuna tona) i Brazil
(80 milijuna tona).Proizvodnja kukuruza u Hrvatskoj je 2014. godine iznosila 2 046 966 tona,
te se vidi polagani porast proizvodnje kukuruza nakon 2012. godine. U Hrvatskoj je kukuruz
najvaznija ratarska kultura, za proizvodnju zrna i silaze cijele biljke, a slijedi ga Se¢erna repa
(FAO, 2016).

2.1.5. Namjena kukuruza

Kukuruz je jedna od najiskoristivijih ratarskih kultura. Gotovo svaki dio biljke kukuruza ima
neku namjenu od samog zrna, cijele stabljike s klipom ili bez njega, klipa sa zrnom, oklaska
pa sve do ostataka stabljike. U ratarskoj proizvodnji kukuruz ima vaznu ulogu u plodoredu te
kultivaciji zemlje koja nije dugo obradivana. Preko 500 razli¢itih industrijskih preradevina
proizvodi se od kukuruza. Kukuruz se koristi kao hrana za ljude 1 Zivotinje, u proizvodnji
bioetanola i bioplina te toplinske energije, u proizvodnji viskija, proizvodnji ulja i vlakana, u
farmaceutskoj 1 kozmeti¢koj industriji, u proizvodnji Skroba i Secera, u proizvodnji ljepila,
plastike i papira. Gotovo da i nema prehrambenih proizvoda koji ne sadrze kukuruz u nekom
obliku.

2.1.6. Grada zrna kukuruza

Zrno kukuruza izgradeno je od Cetiri osnovna dijela endosperma, klice, omotaca i drSke zrna
(slika 1.). Svaki dio zrna bogat je hranjivim tvarima koje su bitne za ljude 1 zivotinje koje ga
konzumiraju. Endosperm je bogat skrobom i proteinima, klica je bogata uljem i mineralima, a
omota¢ vlaknima.



Endosperm se sastoji od dugih stanica u kojima su zapakirane granule Skroba omotane
proteinskom matricom. Zrno kukuruza sastoji se od razli¢itih udjela caklavog i brasnastog
endosperma te njihov omjer odreduje fizikalna i kemijska svojstva hibrida. Brasnasti
endosperm se nalazi u unutrasnjosti zrna i obavija klicu. Caklavi endosperm smjesten je ispod
kosuljice i sli¢an je rozini, a sastoji se od skroba, proteina i ulja. Klica se nalazi iznad drska 1
skladiste je hranjiva i hormona za embrio, bogata je uljem. Vanjski tanki omotac ili kosuljica
sjemena kukuruza $titi unutras$njost zrna od mehanickih i bioloskih o$teé¢enja (Grbesa, 2008).

OMOTACL \

ENDOSPERM

KLICA

V;

/ DRZAK ZRNA

Slika 1. Grada zrna kukuruza
(prilagodena slika:http://freshoffthecob.com/)

Caklavi endosperm sadrzi viSe proteina zeina, amiloze (23,20%), Secera, karotenoida, te
sitnije granule Skroba od brasnastog endosperma. Medutim, caklavi endosperm sadrzi nesto
manje Skroba od brasnastog endosperma. Koli¢ina caklavog endosperma u korelaciji je sa
sadrzajem ukupnih proteina, odnosno zeina i obrnuto razmjerna koncentraciji glutelina.
Toc¢nije, udjel zeina povezan je sa caklavoS¢u zrna. Prema nekim autorima, zubane
karakterizira sadrzaj zeina do 7,6% u Skrobu, a tvrdunce sadrzaj vec¢i od 8,8% u Skrobu.
Brasnasti endosperm je mekan 1 rahao, a nalazi se u unutraSnjosti zrna 1 obavija klicu. Krupne
I okrugle granule brasnastog endosperma obavijene su tankom proteinskom ovojnicom i
okruzene zra¢nim dZepovima. Sastoje se od viSe od 90% Skroba te malo proteina i ulja.
Brasnasti endosperm skloniji je lomu, njegova je hektolitarska tezina manja, sadrzi manje
proteina i ulja ali viSe Skroba od roznatog endosperma (Grbesa, 2016).


https://freshoffthecob.com/

2.1.7. Skrob u zru kukuruza

Kukuruz je zbog visokog udjela skroba (60-70%) glavni izvor energije za ve¢inu domacih
zivotinja, zbog Cega se ubraja u energetska krmiva. Koristi se u hranidbi prezivaca (tovnih i
mlijec¢nih goveda, ovaca i1 koza) gdje u obliku koncentrata nadopunjuje voluminozni dio
obroka. Kod monogastri¢nih zivotinja svinja i peradi glavni je izvor energije koju Zivotinje
koriste za proizvodnju jaja i mesa. NajceS¢e se koristi u krmnim smjesama zajedno s
proteinskim krmivima.

Skrob se sastoji od dvaju polimera vrlo razli¢itog stupnja razgranatosti. U pravilu, normalan
kukuruz sadrzi 25% Skroba u formi amiloze a 75%u formi amilopektina pa porast jedne
smanjuje udjel druge forme Skroba. Sadrzaj amiloze i amilopektina (65-71%) dosta varira (19-
35%), ovisno o hibridu, uvjetima rasta i stadiju zrelosti zrna. Ravna i zbijena molekula
amiloze povezana s lipidima i drugim Skrobovima ograni¢ava probavljivost pa je ona
odgovorna za koli¢inu sporoprobavljivog i neprobavljivog (rezistentnog) Skroba. Nasuprot
tome, amilopektin je razgranata molekula Skroba, vece povrSine, pa se potpunije 1 lakSe
probavlja enzimima Zivotinja i mikrobima probavila. Nadalje, Skroba u formi amilopektina
viSe je u manjim granulama i niZeg stupnja kristalizacije ili A-tipa kristalizacije, Sto
amilopektin dodatno ¢ini viSe i brze probavljivim u crijevima i razgradivim u buragu.
Nasuprot tome, amiloza sadrzi vise krupnijih i B-tipa ili C-tipa kristalizacije pa je s time
povezana manja probavljivost (Grbesa, 2016).

2.2. Probavljivost Skroba

Glavni izvor energije u hrani intenzivno hranjenih svinja je §krob iz zrna kukuruza, a kako bi
iskoristivost Skroba, a samim time i ekonomi¢nost proizvodnje bila $to veca klju¢na je
njegova probavljivost. Probavljivost pokazuje koliki udio od pojedene koli¢ine Skroba se u
probavnom traktu apsorbira u organizam Zivotinje. Wilfart i sur. (2007) probavljivost
definiraju kao skupinu kriterija koji kvantificiraju udio unosa nutrijenata koji su probavljeni u
probavnom sustavu Zzivotinje. Drugim rijeima, probavljivost je stupanj iskoriStenja hrane
tijekom prolaska kroz probavni sustav. Moze se izraziti koeficijentom (0-1) ili postotkom (O-
100%) od ukupno konzumirane hrane.

Pod utjecajem hrane i sline, jednjacki i kardijalni dio zeluca svinje ima na pocetku hranidbe
blago luznati do neutralni pH te se nastavlja razgradnja ugljikohidrata zapoceta u ustima, a
istodobno se pod utjecajem mikroorganizama odvija i slaba mikrobioloska aktivnost
ugljikohidrata do nizih masnih kiselina. Niska pH vrijednost u fundusnom i pilorusnom dijelu
zeluca primarno je vazna za aktivnost enzima i razgradnju bjelancevina (Domacinovi¢, 2015).
Skrob je najve¢im dijelom hidroliziran od strane enzima u nekoliko koraka. a-amilaza sline
djeluje efikasno na Skrob, ali se vrlo brzo razgradi pod utjecajem kisele sredine Zeluca te stoga
ima vrlo malu ulogu u probavi $kroba. U hidrolizi §kroba najviSe sudjeluje amilaza gusterace,
koja se otpusta u tanko crijevo. a-amilaza katalizira hidrolizu a-1-4 glikozidne veze u amilozi
i amilopektinu, a konaéni produkti probave amiloze su maltoza, maltotrioza i maltotertaoza.
a-amilaza nema moguénost razgradnje a-1-6 glikozidne veze u amilopektinu te se kao
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posljedica probave amilopektina pojavljuju veéinom dekstrini ili razgranati oligosaharidi
(Singh i sur., 2010).

Probavljivost skroba kukuruza u cijelom probavnom traktu peradi, svinja i goveda je 97%, Sto
je gotovo potpuna probavljivost i nema vecih razlika izmedu hibrida kukuruza (Grbesa,
2016). Lin i sur. (1987) su u svojem istrazivanju utvrdili da se je najveéi dio Skroba
istrazivanih krmiva hidrolizirao u tankom crijevu svinja do glukoze dok su neznatne koli¢ine
dospjele u debelo crijevo i fermentirale do kratkolan¢anih masnih kiselina te su tamo i
apsorbirane. Ilealna probavljivost $kroba pSeni¢nih posija i je¢ma bila je ne$to manja u
odnosu na kukuruz, pSenicu, Se¢ernu trsku, zob 1 griz.

2.3. Kinetika probavljivosti Skroba

Kemijska kinetika je grana kemije koja se bavi proucavanjem brzina kemijskih reakcija i
mehanizama kojima se one odvijaju u odredenom vremenu. Istrazivanja o kinetici
probavljivosti Skroba postaju sve znacajnija u hranidbi svinja zbog moguceg utjecaja na
probavljivost drugih nutrijenata, metabolizam aminokiselina, crijevnu fermentaciju,
fiziologiju gastrointestinalnog sustava, pasazu digesta, retenciju dusika, ve¢u produktivnost i
se usporeduje vrijednost glukoze u krvi nakon unosa odredenog krmiva, u odnosu na
referentnu vrijednost. Za referentnu vrijednost se uzima unos Ciste glukoze. GI mjeri se u
istrazivanjima Kinetike probavljivosti kod hranidbe temeljene na zitaricama. U praksi se
koristi pretpostavljeni Gl zbog visoke cijene in vivo istrazivanja. Pretpostavljeni Gl (pGl)
koristi se u nutricionisti¢kim istrazivanjima za izrazavanje kinetike probavljivosti Skroba.

Poznato je da hrana sa sporijom 1 ujednacenijom hidrolizom S§kroba osigurava ravnomjerniju
razinu glukoze u krvi pa je ona energetski kvalitetnija, ,hranjivija® za organizam. Mjesto
probave Skroba odreduje brzina probavljivosti u crijevima monogastri¢nih zivotinja pa se
prema brzini probave $krob dijeli na brzoprobavljivi, sporoprobavljivi i rezistentni Skrob
(Grbesa, 2016). Englyst 1 sur.(1992) su uspostavili klasifikaciju Skroba koja se temelji na
kinetici in vitro probavljivosti skroba. Metoda se temelji na in vitro probavi skroba u kojoj se
oponaSaju uvjeti u zelucu 1 crijevima te se mjeri otpusStanje glukoze u razli¢itim vremenima.
Tako se razlikuju brzoprobavljivi (eng. Rapidly Digestible Starch, RDS, koli¢ina glukoze koja
je otpustena do 20 min), sporoprobavljivi (eng. Slowly Digestible Starch, SDS, koli¢ina
glukoze otpustene izmedu 20 i 120 min) i rezistentni Skrob (eng. Resistant Starch, RS, ukupni
Skrob minus koli¢ina glukoze koja je otpuStena unutar 120 min).

Brzoprobavljivi skrob se za dva sata potpuno probavi do glukoze u gornjem dijelu crijeva, pa
donji dio crijeva nema dovoljno energije i zato koriste aminokiseline kao njen izvor. Naime,
crijeva prva koriste glukozu i tek kada se ona namire, propustaju je u metabolizam pa
zivotinje hranjene s puno brzoprobavljivog Skroba sporije rastu. Sporoprobavljivi Skrob se za
2-4 sata probavi u donjem dijelu tankog crijeva i stalno opskrbljuje metabolizam Zivotinje
glukozom. Pili¢i hranjeni istom koli¢inom Skroba od kojega je jedan dio sporoprobavljivi
bolje rastu od onih hranjenih samo brzoprobavljivim S§krobom. Naime, ako se sav Skrob brzo
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probavlja, sva oslobodena glukoza se ne moze apsorbirati, pa Zivotinja dobije manje energije
(Grbesa, 2008). U istrazivanju koje je proveo Weurding (2002) su zakljucili kako brojleri
hranjeni krmivima niske brzine probavljivosti $kroba (blize 1,26 1/h) pokazuju ucinkovitiji
rast u odnosu na one koji su hranjeni krmivima visoke brzine probavljivosti Skroba. Smatra se
da je pozitivan utjecaj nize brzine probavljivosti S§kroba rezultat postupne opskrbe skroba duz
tankog crijeva ¢ime se postize bolja ujednacenost opskrbe proteinima i energijom (Gutierrez
del Alamo i sur., 2009).

Sto se ti¢e zrna kukuruza, Weurding i sur. (2001) su dobili vrijednosti brzine probavljivosti
Skroba od 1,19 do 1,38 1/h ovisno o tipu kukuruza i nacinu mljevenja zrna. U istrazivanju
Giuberti 1 sur. (20121), 14 wuzoraka kukuruza je imalo prosje¢no 14,7 g/kg ST
brzoprobavljivog, 36,7 g/kg ST sporoprobavljivog i 19,1 g/kg ST rezistentnog Skroba.
Prosjecna brzina razgradnje iznosila je 1,02 1/h a potencijalno probavljiva frakcija prema
Kinetici prvog reda je iznosila 95%.

2.4. Siliranje

Siliranje je nadin konzerviranja visoko vlaznih krmiva pomocu kiselina (mlije¢ne i octene
kiseline) bez prisutnosti kisika koji je gazenjem i pokrivanjem folijom istisnut iz biljne mase.
Bakterije octene i mlije¢ne kiseline razgraduju Seéere te ih pretvaraju u octenu i mlije¢nu
kiselinu koje ¢uvaju silazu od kvarenja. Tijekom konzerviranja vlaznih krmiva siliranjem
odvijaju se dva procesa: respiracija i fermentacija u pet glavnih faza, a u svakoj fazi dominira
vise glavnih procesa. U sljede¢im poglavljima objasnjene su promjene u siliranoj masi koje na
staju od berbe i mljevenja preko fermentacije do hranidbe (Luki¢ i Dzeba, 2014).

2.4.1. Prva faza

Prva faza je aerobna ili respiracijska faza jer je u silazi prisutan Kisik. Traje od mljevenja do
zatvaranja silosa, odnosno dok se ne potrosi sav prisutni kisik. Kisik treba §to prije nestati jer
on pogoduje razvoju nepozeljnih bakterija koje troSe Secere te ga je manje za mlijecno
kiselinske bakterije i mikroorganizme buraga. Sve dok je kisik prisutan u silazi se razvijaju
gljivice i pljesni koje proizvode toplinu i ako ona podigne temperaturu silirane mase iznad 35
°C dolazi do karamelizacije silaze (smeda boja) koja je znak gubitka suhe tvari i smanjenog
iskoriStenja proteina.

U ovoj fazi su takoder aktivni enzimi otpusteni raspadom stanica koji razgraduju vrijedne
sastojke silaze, hidroliziraju proteine na peptide i slobodne aminokiseline, a ugljikohidrate na
jednostavne Secere. Raspadnute biljne stanice opskrbljuju hranjivim supstratom aerobne
mikroorganizme 1 populacije gljivica, plijesni i aerobnih bakterije te se povecava njihov broj,
a rezultat njihove aktivnost su obicno male promjene u kvaliteti krme u ovom stadiju
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pripremanja silaZe. Rastu samo populacije gljivica i bakterija na otprilike 10° CFU(eng.
Colony Formning Units)/g krmiva i pljesni na 10° CFU/g krme. Sli¢no i istovremeno odvija
se rast fakultativnih anaeroba kao $to su bakterije mlije¢ne kiseline i enterobakterije.

Prva faza zavrSava kada se potrosi prisutni Kisik i Kiselost (pH) opadne na otprilike 5,5 §to
smanjuje aktivnost biljnih enzima i razgradnju proteina i ugljikohidrata.

2.4.2. Druga faza — stvaranje octene kiseline

Druga faza ili prvi dio aktivne faze pocinje kada je potrosen sav Kisik i pocinje stvarno
zakiseljavanje silaze. Nakon punjenja i zatvaranja silosa biljke disanjem potroSe preostali
kisik za nekoliko sati. Stvoreni anaerobni uvjeti omogucuju da anaerobni mikroorganizmi
pretvaraju Secere u octenu kiselinu, nesto mlije¢ne, alkohol i uglji¢ni dioksid. Druga faza traje
obi¢no 24-72 sata. Premda je octena kiselina slabija od mlije¢ne ona prva po¢inje snizavati
pH silirane mase. Opadanje Kiselosti je povoljno za razvoj mlije¢no-kiselinskih bakterija
(Grbesa, 2015).

Isto tako, samorazgradnja silirane mase daje tvari za rast pozeljnih anaerobnih
mikroorganizama mlije¢no-kiselinskog vrenja. Ve¢ 2-3 dana nakon zatvaranja silosa po¢inju
dominirati enterobakterije 1 bakterije mlijecne kiseline.

2.4.3. Treca faza — mlijecno Kisela

Treca faza ili drugi dio aktivne faze pocinje kada pH padne na 5 §to smanjuje aktivnost
bakterija octene kiseline 1 istovremeno ubrzava aktivnost bakterija mlijecno kiselinskog
vrenja koje sada jedine pretvaraju preostale Secere u jaku mlije¢nu kiselinu. Treca faza je
najdulja faza u siliranju i traje sve dok kiselost ne padne toliko nisko da zaustavi rast samih
mlije¢no-kiselih bakterija (Grbesa, 2015).

Drugi proizvodi ove faze su etanol, 2,3-butan-diol, jantarna i mravlja kiselina i manitol.
Bakterije mlije¢no kiselinskog vrenja rastu aktivno tijekom od jednog do cetiri tjedna ovisno
0 materijalu koji se silira smanjuju¢i pH silaze do 3,8-5,0, a §to ovisi o vlaznosti silaze,
pufernom kapacitetu i sadrzaju Sec¢era. Kada pH opadne dovoljno da zakoc¢i mikrobioloski rast
ili kad su hranjiva iscrpljena, bakterije mlije¢ne Kiseline postaju inaktivne i opada brojnost
njihove populacije. Pozeljna duljina trece faze je 1-3 tjedna kod siliranja visoko-vlaznog zrna
kukuruza.
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2.4.4. Cetvrta faza

Cetvrta ili stabilna faza zapo¢inje nakon §to je anaerobna mikrobioloska aktivnost prestala
zbog niskog pH ili potros$nje svog SeCera. U ovoj fazi dominira mlije¢no Kiselo vrenje.
Stabilna faza traje najdulje sve dok pH ne padne na 4,5 ili manje, ovisno o pufernom
kapacitetu, 1 tako zakoc¢i aktivnost svih mikroorganizma silaze. U ovoj fazi silaza moze ostati
jako dugo vremena sve dok nema ulaza kisika i vode u nju. lako su silosi jako dobro
zatvoreni, postoji sporo prodiranje-difuzija zraka kroz plastiku ili beton (Grbesa, 2015).

2.4.5. Peta faza

Posljednja faza ili izuzimanje zapocinje nakon $to je silos otvoren. Kisik iz zraka prodire u
otvorenu silaznu masu. Aeracija otvorene povrsSine silaZe i silaze u valovu pospjeSuje rast
aerobnih mikroorganizama kvasaca i pljesni koji izazivaju sekundarne fermentacije koje
mogu bitno povecavati zagrijavanje i naknadni gubitak suhe tvari kao i zdravstvene probleme.
Pocetno zagrijavanje je uzrokovano gljivicama ili bakterijama octene kiseline (Grbesa, 2015).

2.5. Silaza visoko-vlaznog zrna kukuruza

Kod siliranja kukuruz se bere s ve¢im postotkom vlage (30-35 %) u fazi fizioloske zrelosti,
zrno se zatim melje (otvori na mlinu dimenzija 10-12 mm), a prekrupa se odmah stavlja u
silos. Sabijanjem silirane mase istiskuje se zrak. Povr$ina silirane mase prekriva se plasticnom
folijom. Zidovi silosa moraju biti zasti¢eni plastificiranim premazom ili plasticnom folijom.
Fermentacija dobro sabijene i izolirane biljne mase tece brzo i ve¢ nakon 2-4 dana stvara se
mlije¢na kiselina koja konzervira siliranu masu. Trajanje procesa siliranja ovisi o vlaznosti
biljne mase (minimalna vlaznost zrna je 28%, a dodavanje vode u slu¢aju nizeg sadrzaja vlage
rizitno je zbog moguénosti kvarenja silaze), odgovaraju¢im anaerobnim uvjetima i
temperaturi (pri nizim temperaturama u kasnu jesen proces siliranja je sporiji). Veliki porast
temperature silirane biljne mase, ukazuje na moguénost kvarenja silaze, a uzrok je nedovoljno
sabijanje 1 zaostajanje vece koli¢ine zraka ili slaba bocna ili povrSinska izolacija (Luki¢ i
Dzeba, 2014).

Siliranje zrna kukuruza vrsi se u horizontalnim silosima (rjede u silo tornjevima), a za izradu
se koristi beton (rjede cigla, nehrdajuci Celik, drvo). Silosi se postavljaju neposredno uz
objekte za smjestaj stoke. Ranija praksa da se silosi ukopavaju u zemlju je napustena zbog
sakupljanja velike koli¢ine atmosferske vode $to otezava rad, ali i Smanjuje kvalitetu silaze.
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Upotreba siliranog kukuruza ima mnoge prednosti:

Stedi se energija za susenje i transport kukuruza,

smanjuje se opasnost od kvarenja kukuruza i pojave pljesni i mikotoksina. Silirana
prekrupa je mikrobioloski potpuno ispravna,

silirana masa je ukusnija, a hranljive tvari su probavljivije. Prisutnost mlije¢ne
kiseline i niska pH vrijednost (4-4,5) povoljno djeluju na mikrofloru probavnog
trakta,

koriStenjem kasnozrelih hibrida kukuruza povecava se prinos silirane mase Sto
smanjuje troSkove hranidbe,

siliranje omoguéava 10-15 dana raniju berbu usjeva §to omogucava bolju i jeftiniju
pripremu zemljista za sljedeci usjev (Luki¢ i Dzeba, 2014).

Visoko-vlazno zrno kukuruza najvise se koristi u hranidbi svinja u tovu, junadi u tovu,
mlije¢nih krava i rasplodnih krmacéa. U obroku goveda dnevna koli¢ina silaze visoko-vlaznog
kukuruza se kre¢e od 2 do 6 kg ovisno o proizvodnji i dobi Zivotinje. Kod svinja silaza
visoko-vlaznog kukuruza moze ¢initi i 70 % obroka uz dodatak kvalitetne proteinske
dopunske krmne smjese (Jones i sur., 1970).
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3. Materijali i metode

Zrno kukuruza koje je koristeno u pokusu proizveden je tijekom vegetacijske sezone 2013.
godine na pokusalistu Maksimir Zavoda za specijalnu proizvodnju bilja Agronomskog
fakulteta u Zagrebu. Za pokus koriSten je hibrid Bc 462, oplemenjivacke kuce Bc Institut d.d.
Zagreb. Bc 462 je hibrid izrazito kvalitetnog zrna za proizvodnju brasna i krupice, dobro
podnosi susu, niske stabljike, pove¢an mu je sadrzaj beta-karotena i ksantofila te daje najveci
randman krupice kod mljevenja Bc Institut, 2017). Sjeme hibrida kukuruza istraZivanog u
ovom istrazivanju dobiveno je od sjemenarske tvrtke Bc Institut za oplemenjivanje i
proizvodnju bilja d.d., Zagreb. Inokulant Bio-Sil (Dr. Pieper, Njemacka) dobiven je od tvrtke
Fanon d.o.0., dok je mlije¢na kiselina kupljena od BioVit d.o.o. zastupnika Sigme-Aldrich za
Hrvatsku. Znanstveno istrazivanje provedeno je u Zavodu za hranidbu zivotinja i Zavodu za
specijalnu proizvodnju bilja Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1. Agrotehnika pokusa

Tlo pokusnog polja je eutericno smede, praskasto ilovaste teksture (Vidacek i sur., 1994).
Takvo tlo neutralne je reakcije (pH u 1 M KCI je 6,94), slabo je opskrbljeno humusom
(0,2%), ali dobro s fizioloski aktivnim fosforom (41,1 mg/100 g tla) i kalijem (25,0 mg/100 g
tla).

Kukuruz je proizveden u uvjetima intenzivne agrotehnike poStujuéi plodored pSenica —
kukuruz — soja. Osnovna gnojidba obavljena je u jesen zaoravanjem 400 kg NPK 7:20:30 ha™
mineralnog gnojiva na dubinu od 30 do 35 cm. U proljeCe je primijenjena predsjetvena
gnojidba sa 100 kg ha™ uree. Predsjetvena priprema tla obavljena je zvrk drljatom nekoliko
dana prije sjetve na dubinu od 6 do 9 cm. Sjetva je obavljena strojno sa sijaicama
specijaliziranim za sjetvu pokusa kukuruza i to unutar optimalnog roka 22. travnja 2013.

Zastita od korova provedena je prije nicanja herbicidima na bazi atrazina i metolaklora, te
poslije nicanja s herbicidima na bazi aktivne tvari dikamba. Tijekom vegetacije obavljene su
dvije meduredne kultivacije kukuruza u V3 1 V5 stadiju rasta koje su obavljene sa
medurednim kultivatorom uz deponaciju mineralnog gnojiva 175 kg KAN ha u svakoj
prihrani. Padaline i temperatura tijekom vegetativnog rasta kukuruza prikazane su u tablici 1.
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Tablica 1. Srednja temperatura zraka i padaline u Maksimiru tijekom vegetacijske sezone
ispitivanih hibrida kukuruza 2013. godine.

Temperatura,C Padaline, mm
Mjesec Dekada Prosjek Ukupno Prosjek
Travanj I 6,4 5,3
1 14,9 2,4
1"l 17,7 2,2
I-111 13,0 12,7 9,9 56,1
Svibanj I 19,0 4,9
1 16,2 4,1
1"l 15,5 4,5
I-11 16,9 16,2 13,5 94,0
Lipanj I 17,0 2,1
I 23,3 3,7
i 19,9 5,6
I-11 20,1 19,7 11,4 48,7
Srpanj I 22,5 9,6
I 21,7 0,4
i 27,9 1,6
I-111 24,0 22,8 11,6 33,2
Kolovoz | 26,9 2,2
I 21,9 5,0
1l 21,2 20,5
I-11 23,3 22,6 27,7 145,2
Rujan I 18,4 4,9
I 15,0 7,6
Il 14,4 7,9
I-11 15,9 16,4 20,4 111,9
18,9 18,28 94,5 489,1

3.2. Priprema uzoraka silaZe visoko-vlaznog zrna kukuruza

Zrno kukuruza ubrano je u fizioloskoj zrelosti, ru¢no, s udjelom suhe tvari od oko 70 %.
Prilikom branja nisu uzeti klipovi iz dva krajnja reda svake repeticije.

Nakon branja klipovi su okrunjeni na eksperimentalnom kombajnu (Wintersteiger) Zavoda za
specijalnu proizvodnju bilja. Isti dan nakon branja i krunjenja, ukupna masa zrnja svake
pojedine repeticije samljevena je na mlinu ¢ekicaru (Ino Brezice d.0.0.) sa sitom veli¢ine pora
8 mm (slika 2.).
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Slika 2. Samljeveni uzorci

Samljevena masa zrnja svake repeticije podijeljena je na tri jednaka dijela mase jednog
kilograma:
e Jedan dio mase zrnja siliran je bez dodatka inokulanta ili treceg tretmana, mlijecne
Kiseline
e U drugi dio dodana je pripremljena otopina Bio-Sil inokulanta s liofiliziranim
kulturama Lactobacillus plantarum 8862 i 8866 (DSM, njem. Sammlungvon
Mikroorganismenund Zellkulturen) u koncentraciji 300 000 CFU/g svjeze mase.
Primijenjena je koncentracija prema uputama proizvodaca inokulanta.
e U tre¢i dio samljevenog zrnja aplicirana je mlijecna kiselina u koncentraciji od 11
o/kg ST.

Svi tretmani silirani su u vakum vrecice (Status, 280 x 360 mm, 25 set, Status d.0.0.) koje su
vakumirane na uredaju za vakumiranje i varenje (SmartVac, Status d.o.o.; slika 3.).

Slika 3. Vakumiranje uzoraka
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Vakumiranjem je inhibirana prva, aerobna, faza siliranja(Weinberg i Muck, 1996). Za svaki
tretman pripremljeni su peteroplikati vakumiranih uzoraka silaza. Uzorci silaze silirani su 182
dana, tijekom siliranja su cuvane na sobnoj temperaturi (20 do 25 °C; slika 4.). Nakon
uzorkovanja, svi uzorci su pospremljeni i ¢uvani na -20 °C do provodenja kemijskih analiza.
Neposredno prije provodenja analiza, uzorci su prosuseni na 40 °C 24 sata, i samljeveni kroz
sito 1 mm (Cyclotec, FossTecator, Svedska)

Slika 4. Cuvanje uzoraka

3.3. Kemijske analize

3.3.1. Odredivanje sadrzaja vlage

Koli¢ina vlage u uzorcima odredena je prema HRN ISO 6496:2001 (DrZavni zavod za
normizaciju i mjeriteljstvo, 2001). Posudice za odredivanje vlage su prvo izvagane prazne,
nakon C¢ega je u njih izvagano 3 g uzorka siliranog kukuruza koji je prethodno izvaden iz
zamrzivata u kojem se ¢uvao nakon uzorkovanja. Posudice s uzorcima su suSene na
temperaturi od 103+ 2 °C. Nakon 24 sata susenja, posudice s uzorcima su ohladene na sobnoj
temperaturi u eksikatoru. Udio vlage je odreden prema razlici masa uzoraka prije i nakon
susenja.
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3.3.2 Odredivanje sadrZaja Skroba

Za odredivanje sadrzaja $kroba u uzorcima kukuruza koristena je enzimatska metoda Total
starch assay (amyloglucosidase/a-amylase method, K-TSTA , Megazyme, Irska). 0,1 g uzorka
izvagano je u staklene epruvete od 15 ml. U svaku epruvetu dodano je 0,2 ml etanola te je
smjesa vorteksirana. Zatim je dodano 3 ml otopine a-amilaze u natrij acetatnom puferu (100
mM, pH 5,0) te je smjesa dobro promijeSana vorteksiranjem. Epruvete su zatim kuhane u
vodenoj kupelji pri vrenju Sest minuta pri ¢emu je sadrzaj vorteksiran svake dvije minute.
Nakon vadenja iz kupelji, u svaku je epruvetu dodano 0,1 ml amilglukozidaze. Nakon
inkubacije u vodenoj kupelji na 50 °C, 30 minuta, sav sadrzaj epruveta je kvantitativno
prenesen u odmjerne tikvice od 100 ml. Alikvot otopine je centrifugiran pri 3000 rpm 10
minuta (Centric 322A, Tehtnica, Slovenija). 0,1 ml otopine supernatanta odpipetiran je u
duplikatu u epruvete od 5 ml te je dodano 3 ml GOPOD reagensa. Smjesa je inkubirana 20
minuta na 50 °C. Nakon hladenja izmjerena je apsorbancija pri 510 nm (Helios y, Thermo
Electron Corporation, UK). Na temelju dobivenih vrijednosti apsorbancije uzoraka i standarda
glukoze izracunat je sadrzaj Skroba u uzorku.

3.3.3. Odredivanje sadrzaja Secera

Za odredivanje sadrzaja Secera koriStena je modifikacija Luff-Schoorlove (Schoorl, 1929) i
Nelson-Somogyjeve (Somogy, 1945) metode. U odmjernu tikvicu izvagano je 1,5 g uzorka,
¢emu je dodano oko 50 ml destilirane vode te je stavljen na muckanje na tresilicu 30 minuta.
Nakon muckanja, u svaku tikvicu dodano je 2 ml Carrez(l) i 2 ml Carrez(ll) otopine nakon
Cega je sadrzaj tikvice nadopunjen destiliranom vodom do oznake i dobro promijesan. Sadrzaj
tikvice profiltriran je preko filtar papira, nakon filtracije alikvot od 25 ml filtrata odpipetiran
je u tikvicu od 50 ml. Dodano je 15 ml 7,2%-tne otopine HCI i tikvice su inkubirane u
vodenoj kupelji na temperaturi od 65-70 °C 5 minuta. Naglo ohladenoj otopini dodano je 1-2
kapi fenolftaleina i titrirana je 28%-tne otopine NaOH do postojane ljubicaste boje, nakon
¢ega je dopunjena destiliranom vodom do oznake. Otopina je ponovno filtrirana, alikvot
filtrata svake otopine odpipetiran je u duplikatu u epruvetu sa ¢epom. U epruvetu od 20 ml
odpipetirano je 0,5 ml filtrata i dodano 0,5 ml destilirane vode, a u posebne epruvete
odpipetiran je 1 ml destilirane vode za slijepu probu te 0,5 ml standarda glukoze i 0,5 ml
destilirane vode. U sve epruvete dodan je 1 ml bakrene otopine zatvorene gumenim ¢epovima
te kuhane 10 minuta u vodenoj kupelji pri vrenju. Nakon kuhanja i brzog hladenja u svaku
epruvetu dodan je po 1 ml arsenomolibdata. Nakon 5 minuta boja se razvila i dodano je 15 ml
destilirane vode, poslije ¢ega je smjesa dobro promijeSana te joj je izmjerena apsorbancija pri
540 nm. Na temelju apsorbancija otopina uzoraka i standarda glukoze izracunat je sadrzaj
ukupnih Secera u uzorku, pri ¢emu su Seceri u uzorku kvantitativno odredeni kao ekvivalenti

glukoze(g/kg).

19



3.4. In vitro probavljivost §kroba

3.4.1. Odredivanje in vitro probavljivosti

Za odredivanje koli¢ine probavljivog Skroba koristena je in vitro metoda kojom se oponasa
proces probavljanja Skroba u zelucu i tankom crijevu probavnog sustava svinja. Metoda koja
je koriStena za odredivanje in vitro probavljivosti Skroba opisana je u radu Englyst i
sur.(1996), modificiranom prema radu Giuberti i sur. (2012).

U staklenu Erlenmayerovu tikvicu od 50 ml sa §lifanim ¢epom izvagano je 0,75 g uzorka te je
dodano 6 staklenih kuglica. U tikvicu koja je sluzila za slijepu probu dodani su svi enzimi i
staklene kuglice osim uzorka. Nakon staklenih kuglica, u tikvice je dodano 5 ml 0,05 M
otopine HCl koja sadrzi 5 mg/ml pepsina te je zapocela inkubacija u kupelji u trajanju od 30
minuta pri temperaturi od 37 °C. Nakon 30 minuta inkubacije, pH vrijednost je podeSena na
5,2 dodavanjem 20 mL 0,1 M natrij acetatnog pufera i 5 ml mje$avine enzima amilaze (3800
U/ml), pankreatina (48193 FIP-U/g), amiloglukozidaze (300 U/ml) i invertaze (300 U/Q).
Enzimi i pufer dodavani su u svaku tikvicu u razmaku od 15 sekundi. Nakon dodavanja
enzima 1 pufera nastavljena je inkubacija u kupelji 1 zapocelo je oponaSanje procesa
probavljanja skroba u ileumu probavnog sustava svinje.

Uzorci su uzimani svakih 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minuta. Razmak izmedu
uzorkovanja iz svake tikvice bio je 15 sekundi redoslijedom kojim je dodavana smjesa
enzima. Uzorak je uziman u alikvotu od 0,1 ml. U najkracem vremenu nakon uzorkovanja
epruvete s uzorcima prebacene su u zamrziva¢ na -20 °C gdje su ¢uvane do detekcije, kako bi
se zaustavila daljnja razgradnja Skroba.

Odmah nakon zadnjeg uzorkovanja, sav preostali sadrzaj tikvice filtriran je preko filtar papira
poznate mase, kako bi se odredila probavljivost suhe tvari. Sadrzaj tikvice dva je puta ispran
destiliranom vodom, nakon toga etanolom te na kraju acetonom. Poslije ispiranja acetonom,
filtar papiri su prosuseni u susioniku na 103 °C preko no¢i. Nakon susenja izvagani su te je iz
razlike mase uzorka prije i nakon inkubacije odredena masa probavljene suhe tvari.

Kako bi uzorke pripremili za posljednju fazu mjerenja glukoze u otopini uzorka koja je
konac¢ni produkt razgradnje Skroba, uzorci su izvadeni iz zamrzivaca te im je dodano po 3 ml
destilirane vode. Nakon toga svaki je uzorak vorteksiran neposredno prije uzimanja alikvota
od 70 uL za odredivanje glukoze. U epruvetu s alikvotom dodano je 2 ml GOPOD reagensa te
su uzorci ponovno vorteksirani. Uz GOPOD reagens u epruvete koje su sluzile za slijepu
probu dodan je standard Skroba, destilirana voda i standardna otopina glukoze u istim
alikvotima kao i kod uzoraka. Zatim su svi uzorci inkubirani u vodenoj kupelji prethodno
zagrijanoj na 50 °C, te su nakon inkubacije ohladeni i ponovno vorteksirani prije mjerenja
apsorbancije. Apsorbancija je izmjerena pri 510 nm.
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Glukoza je odredena spektrofotometrijski metodom glukoza—oksidaze [D-glucoseassay
(GOPOD format), K-GLUC, Megazyme, Irska]. Sadrzaj glukoze u alikvotima, a prema tome
i u smjesama prilikom probave skroba u odredenom vremenu izraCunate su na temelju
apsorbancije standarda glukoze poznate koncentracije.

3.4.2. Probavljivost suhe tvari

Probavljivost suhe tvari izraunata je prema sljedecoj formuli:

(1 - mneprobavljeno)
Mgt

x 100

Por =

Py je probavljivost suhe tvari(%),mpeprobavijeno Fazlika masa filtar papira nakon filtracije i
prosusivanja te praznog prosuSenog filtar papira, a mgy je masa suhe tvari uzorka koja je bila
podvrgnuta in vitro metodi probavljivosti.

3.4.3. Brzina probavljivosti Skroba

Koeficijent probavljivosti $kroba za vrijeme t (DCt, eng. Digestion Coefficient) izra¢unat je
prema sljedecoj jednadzbi:

(G, — FG) x 0,9

DC, =
t TS

gdje G; predstavlja koli¢inu glukoze u vremenu t, FG sadrzaj slobodne glukoze tj. Ukupnih
(eng. Free Glucose) Secera u uzorku, a TS sadrzaj ukupnog S$kroba u uzorku (eng. Total
Starch). PROC NLIN metoda (SAS Institute, 2003) koriStena je za obradu podataka
nelinearne regresije. Pri tome je koriStena Marquardtova metoda (procedura iterativne
prilagodbe krivulji) za najmanju sumu kvadrata ostatka povezanu s regresijskim modelom
(Weurding, 2002).

In vitro probavljivost skroba izra¢unata je prema jednadzbi Kinetike prvog reda:

DC; = D x (1 — e *at), pri ¢emu je D<100

pri cemu je D<100 gdje DC; predstavlja koli¢inu Skroba probavljenog u vremenu t, a D
predstavlja koli¢inu potencijalno probavljenog $kroba koji ¢e probaviti pri brzini kq(1/h).
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3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je PROC GLM procedurom statistickog paketa SAS
9.3 (Statistical Analysis System, 2011). Sadrzaji Skroba i ukupnih $ecera, probavljivost suhe
tvari, parametri kinetike probavljivosti skroba i frakcije Skroba prema probavljivosti obradeni
su kombiniranom analizom varijance pri ¢emu je nacin siliranja bio fiksni efekt, a repeticije
slucajni efekti. Statisticka signifikantnost bila je postignuta ako je P < 0,05.
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Rezultati i rasprava

4.1. Skrob i Seéer

Kukuruz je ratarska kultura koja se zbog svoje zastupljenosti na poljoprivrednim povrSinama,
ali i zbog toga Sto ga je lako silirati kao cijelu biljku, cijeli klip ili zrno, najc¢esce silira u
Hrvatskoj. Zbog sve vece cijene dosuSivanja zrna kukuruza mnogi stocari se odlucuju za
spremanje silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza.

Prema Grbesi (2008) udio $kroba u silazi visoko-vlaznog zrna kukuruza je oko 60%. To je
manje nego kod suhog zrna kukuruza koji prema Grbesi (2016) iznosi 64,1%. Xu i sur.(2016)
su u svom radu utvrdili 67,6% Skroba u su$enom zrnu kukuruza i 65% Skroba u siliranom
visoko-vlaznom zrnu istog hibrida kukuruza. Silirano zrno je nezrelo pa je zbog toga manji
udio Skroba nego kod suhog zrna. Vrijednosti sadrZzaja Skroba u uzorcima ovog istraZivanju su
vise od spomenutih vrijednosti te se kre¢u od 73,06 do 74,99% (tablica 2). Tretman siliranja
nije utjecao na njegov sadrzaj.

Tablica 2. Sadrzaj Skroba i Secera u uzorcima silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza

Tretman Skrob Secer
%
Kontrola 73,73 1,78
Inokulant 74,99 0,22
Mlije¢na kiselina 73,06 0,10
P NS NS
Standardna greska 1,62 0,97

NS, vrijednosti u stupcu nisu statisticki znacajno razlicite(P > 0,05)

Seéeri su vazni kod siliranja jer su oni hrana za bakterije mlije¢ne kiseline koje iz njih
proizvode mlije¢nu kiselinu koja konzervira silazu. Prema Grbesi (2008), sadrzaj Secera u
zrnu kukuruza iznosi 1,5%, a zbog djelovanja bakterija mlije¢ne kiseline tijekom siliranja
moze pasti i do deset puta. Seer sadrzi manje energije od $kroba pa svakih 1% vise Seéera
smanjuje sadrzaj energije. Unato¢ tome, on povisuje konzumaciju hrane u svinja i goveda
(Grbesa, 2016) .

Tretman siliranja nije utjecao na sadrzaj ukupnih Seéera u ovom istrazivanju (tablica 2).
Unato¢ tome, odredene vrijednosti brojcano variraju: sadrzaj Se¢era u tretmanu u kojem su
koriSteni inokulant i mlije¢na kiselina iznose 0,22% i 0,10% u odnosu na kontrolni tretman
Ciji sadrzaj iznosi 1,72%. Razlog vecoj brojc¢anoj vrijednosti kontrolnog tretmana je visoka
varijabilnost u jednoj repeticiji kontrolnog uzorka.
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4.2. Probavljivost suhe tvari

Koristenje silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza u hranidbi Zivotinja ima brojne prednosti u
odnosu na Koristenje suhog zrna. Kukuruz koji se koristi u takvoj silazi ne treba dosusSivati,
silosi za skladiStenje su cijenom pristupacniji, sav kukuruz se prije spremanja u silos melje
tako da je spreman za hranidbu odmah nakon izuzimanja iz silosa $to olakSava pripremanje
obroka za zivotinje, smanjuje se rizik od kontaminacije kukuruza s mikroorganizmima i
insektima. Grbesa (2008) navodi kako se zbog vece vlaznosti zrna, manjeg sadrzaja roznatog
endosperma, mljevenja i gnjecenja prije siliranja povisuje probavljivost za 30% u odnosu na
suho zrno kukuruza.

Probavljivost suhe tvari u uzorcima kretala se od 88,55% do 91,06% i nije se znacajno
razlikovala izmedu tretmana (tablica 3). Neutvrdeni utjecaj tretman pokazuje da je
fermentacija tijekom siliranja neometano iSla u svim tretmanima i da su procesi tijekom
siliranja jednako djelovali na zrno kukuruza. Benton i sur. (2005) navode kako silaza visoko-
vlaznog zrna kukuruza ima vecéu probavljivost suhe tvari od suhog zrna kukuruza a vrijednosti
se obi¢no kre¢u od 65 do 90%. Jorgensen i sur.(2010) su u svome radu utvrdili da je ilealna
probavljivost suhe tvari odredena u in vivo pokusu visa kod fermentiranih Zitarica nego kod
suhih. Pa tako za fermentirani jeGam iznosi 69% u odnosu na 65% kod suhog zrna, te kod
pSenice 77% kod fermentiranog u odnosu na 76% za suho zrno. lako se radi o broj¢ano
malom poboljSanju, autori ova opazanja objasnjavaju aktiviranjem prirodnih enzima koji
pomazu proces probave u tankom crijevu svinja procesom fermentacije.

Tablica 3. Probavljivost suhe tvari u uzorcima silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza

Tretman Probavljivost suhe tvari
%
Kontrola 89,50
Inokulant 88,55
Mlije¢na kiselina 91,06
P NS
Standardna greska 1,42

NS, vrijednosti u stupcu nisu statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite(P > 0,05)
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4.3. Kinetika in vitro probavljivosti Skroba

Skrob je glavni izvor energije u intenzivnoj hranidbi domaéih Zivotinja. Sadrzaj $kroba
prili¢no je ujednacen izmedu hibrida kukuruza, a njegova probavljivost u cijelom probavnom
traktu peradi, svinja i goveda je 97% ili skoro pa potpuna. Medutim, iskoriStenje $kroba ne
ovisi samo o ukupnoj probavljivosti nego i 0 mjestu probave te je potrebno poznavati kinetiku
probavljivosti Skroba kako bi se maksimalno upotrijebio potencijal kukuruza u animalnoj
proizvodnji. Koeficijenti probavljivosti silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza siliranih s
razli¢itim aditivima tijekom Sest sati inkubacije prikazan je u tablici 4.

Tablica 4. Koeficijenti probavljivosti skroba u uzorcima silaze visoko-vlaznog zrna kukuruza

Vrijeme Tretman
inkubacije, Kontrola Inokulant Mlije¢na P Standardna

(h) kiselina greska

0,25 26,74 25,50 25,01 NS 0,93

0,50 42,98 39,60 38,64 NS 1,05

0,75 55,15 51,52 51,41 NS 1,13
1 65,43 64,74 64,52 NS 1,16
2 87,40 93,65 90,91 NS 0,58
3 92,42 96,21° 93,50 53 0,37
4 97,47° 100,00° 100,00% * 0,59
5 98,92 100,00 100,00 NS 0,52
6 99,86 100,00 100,00 NS 0,11

aerijednosti u retku oznacene razlicitim slovom su statisti¢ki znacajno razlicite; *, P<0,05; **, P <0,01; NS, P
> 0,05.

Nakon prva dva sata inkubacije razgradilo se prosje¢no 90,65% Skroba, a dodatak inokulanta
ili mlijene kiseline nije utjecao na koeficijente probavljivosti od pocetka do drugog sata
inkubacije. Ostatak se kod tretiranih silaza razgradio do potpunosti u ¢etvrtom satu inkubacije
dok je kod kontrole tek u Sestom satu doslo do potpune probave Skroba. Dodatak aditiva imao
je utjecaj na koeficijente probavljivosti Skroba siliranog visoko-vlaznog zrna kukuruza samo
nakon 3 i 4 sata inkubacije. NajviSu vrijednost su ostvarili uzorci silirani s dodatkom
inokulanta dok su uzorci silirani s dodatkom mlije¢ne kiseline imali sli€ne vrijednosti
spontano siliranim kontrolnim uzorcima. Ove vrijednosti koeficijenata probavljivosti jasno
ukazuju na utjecaj mlijecne kiseline na otapanje zeina ¢ime $krob postaje dostupniji probanim
enzimima (Hoffman i sur., 2011), ali i proteolitiCku aktivnost bakterija mlije¢ne kiseline.
Naime, Junges i sur. (2017) su utvrdili da bakterije mlijecne kiseline, ali i epifitne bakterije
imaju najve¢i utjecaj na razgradnju zeina u proteinsko-Skrobnom matriksu; bakterije
pridonose 60,4%, enzimi kukuruza 29,5%, gljivice 5,3% i produkti fermentacije 4,8%
proteolizi silaze nekonstituiranog zrna kukuruza.
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Giuberti i sur. (2012.) su proveli istrazivanje na vise vrsta krmiva medu kojima je bila i silaza
visoko-vlaznog zrna kukuruza. Autori navode kako je u prva dva sata probave probavljeno
oko 85% Skroba, a nakon Cetiri sata probave oko 95% Skroba silaze visoko-vlaznog zrna
kukuruza, sto je nize od vrijednosti dobivenih u ovom istrazivanju. Razlog sporije probave
Skroba u navedenom istrazivanju moze biti i razlika u koriStenom tipu kukuruza kao i
koriStenom inokulantu koji nije jasno naveden. U istrazivanju Kosa (2011) koristena je ista in
vitro metoda probavljivosti i isti hibrid kukuruza, ali je koriSteno suho zrno. Razlike u
vrijednostima izmedu ovog i istrazivanja Kosa (2011) jasno pokazuju utjecaj siliranja na
svojstva zrna kukuruza i posljedi¢ni porast probavljivosti skroba — u suhom zrnu se nakon dva
sata probavi 79,61% a u siliranom 90,65% skroba. Nadalje, nakon cetiri sata inkubacije, Kos
(2011) navodi 92,05% probavljenog Skroba u suhom zrnu dok u ovom istrazivanju nakon
Cetiri sata dolazi do potpune razgradnje Skroba.

4.4, Brzina i potencijalna probavljivost frakcija Skroba

Brzina in vitro probavljivosti §kroba i potencijalna probavljivost Skroba za uzorke silaze zrna
visoko-vlaznog kukuruza je dobivena upotrebom nelinearne regresije u SAS ra¢unalnom
paketu, te su rezultati prikazani u tablici 5. Dodatak aditiva je utjecao na potencijalnu
probavljivost Skroba pri ¢emu su najnizu vrijednost imali kontrolni uzorci (98,46%) dok su
uzorci silirani s inokulantom imali najviSu vrijednost (101,42%). Ove vrijednosti prate
vrijednosti koeficijenata probavljivosti nakon 3 i 4 sata inkubacije koje upucuju da dodatak
aditiva povisuje probavljivost skroba zbog djelovanja bakterija mlije¢ne kiseline i
koncentracije mlijecne kiseline koja otapa zein.

Tablica 5. Brzina i potencijalna probavljivost frakcija Skroba u uzorcima silaze visoko
vlaZznog zrna kukuruza

Tretman Potencijalna probavljivost Brzina probavljivosti
Skroba Skroba

% 1/h
Kontrola 98,46¢ 1,29
Inokulant 101,42a 1,02
Mlijecna kiselina 100,67b 1,02
P i NS
Standardna greska 0,23 0,09

Ay rijednosti u stupcu oznacene razligitim slovom su statisticki znagajno razlicite, ***., P<0,001; NS, P > 0,05

Brzina probavljivosti Skroba nije se razlikovala izmedu tretmana unato¢ utvrdenim razlikama
u koeficijentima probavljivosti nakon tri i Cetiri sata inkubacije. Unato¢ tome, brojcano
najviSu vrijednost su imali kontrolni uzorci (1,29 1/h), dok su tretmani s inokulantom i
mlijecnom kiselinom imali za 0,27 1/h nize vrijednosti. Rezultat kontrolnog tretmana se
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poklapa s 1,29 1/h koje je Weurding (2002) dobio u svom istrazivanju, S hapomenom da je
koristio koristili model prilagoden peradi ali istih aktivnosti enzima. Sli¢nu vrijednost od 1,39
1/h je dobila i Kos i sur. (2011) u svojem istrazivanju na suhom zrnu kukuruza istog hibrida.

Iako je ocekivano da ¢e brzina biti viSa kod uzoraka siliranih s aditivom, u ovom istrazivanju
to nije utvrdeno. Stovise, brojéano najvisa vrijednost utvrdena je kod kontrolnog uzorka §to je
u skladu s broj¢ano najvisSim koeficijentima probavljivosti u prvih sat vremena inkubiranja. S
obzirom da se nakon jednog sata razgradi 2/3 prisutnog Skroba, te vrijednosti su imale visi
utjecaj na kineticki model koriSten za procjenu brzine probavljivosti Skroba.
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5. Zakljucak

Na temelju rezultata istrazivanja promjene kinetike in vitro ilealne probavljivosti $kroba u
silazi visoko-vlaznog zrna kukuruza moze se zakljuciti slijedece:

® Dodatak inokulanta i mlijene kiseline tijekom siliranja visoko-vlaznog zrna kukuruza
nije utjecao na probavljivost suhe tvari. Dodatak inokulanta u silazu visoko-vlaznog
zrna kukuruza je rezultirao viSim koeficijentima probavljivosti nakon 3 i 4 sata
inkubacije u odnosu na dodatak mlije¢ne kiseline i spontano silirane uzorke kontrole.

® Dodatak aditiva je utjecao na vrijednost potencijalne probavljivosti $kroba, ali nije
utjecao na brzinu probavljivosti Skroba unato¢ brojc¢ano visoj vrijednosti kontrolnih
uzoraka.

28



6. Popis literature

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Bc Institut, <https://www.bc-institut.hr>. Pristupljeno 10. ozujka 2017.

Benton, J. R., Klopfestein, T. J., i Erickson, G. E. (2005). Effects of corn moisture and
length of ensiling on dry matter digestibility and rumen degradable protein. Nebraska
Beef Cattle Reports. 151.

Fresh off the cob (2013). Corn Milling 101 Part 2: Where our food & fuel products
come from. <http://freshoffthecob.com>. Pristupljeno: 16. svibnja 2016.

DrZzavni zavod za normizaciju 1 myjeriteljstvo (DZNM; 2001): Stocna hrana —
Odredivanje vode i udjela drugih hlapljivih tvari, Zagreb, Hrvatska.

Domac¢inovi¢, M. (2015). Hranidba svinja. Specijalna hranidba domacéih Zzivotinja.
Poljoprivredni Fakultet Osijek, Hrvatska.

Englyst, H. N., Kingman, S. M., i Cummings, J. H. (1992): Classification and
measurement of nutritionally importants tarch fractions. European Journal of Clinical
Nutrition, 46: S33-S50.

Food and Agriculture Organization of the United Nations (2014), Maize.
<http://www.fao.org>. Pristupljeno: 19. kolovoza 2016.

Giuberti, G., Gallo, A., Cerioli, C., i Masoero, F. (2012). In vitro starch digestion and
predicted glycemic indeks of cereal grains commonly utilized in pignutrition. Animal
Feed Science and Technology, 174: 163-173.

Grbesa, D. (2008). Bc hibridi kukuruza u hranidbi Zivotinja. Bc Institut za
oplemenjivanje i proizvodnju bilja d.d., Hrvatska.

Grbesa, D. (2015): Interna skripta, Voluminozna krma - SilaZa, Hrana za Zivotinje

Grbesa, D. (2016). Bc hibridi kukuruza u hranidbi zivotinja. Bc Insitut za
oplemenjivanje i proizvodnju bilja d.d., Hrvatska.

Gutierrez del Alamo, A., Verstegen, M. W. A., Den Hartog, L. A., Perez de Ayala, P.,
Villamide, M. J. (2009). Wheat starch digestion rate affects broiler performance.
Poultry Science 88: 1666-1675.

Hoffman, P. C., Esser, N. M., Shaver, R. D., i Coblentz, W. K. (2011). Influence of
ensiling time and inoculation on alteration of the starch-protein matrix in high moisture
corn. Journal of Dairy Science, 94: 2465-2474.

Jones, G. M., Donefer, E., i Elliot, J. I. (1970). Feeding Value for Dairy Cattle and Pigs
of High Moisture Corn Preserved With Propionic Acid. Department of Animal
Science, Mecdonald Campus of McGill University, Quebec.

Jorgensen, H., Sholly, D., Pedersen, A. O., Canibe, N., i Knudsen, K. E. B. (2010).
Fermentation of cereals — Influence on digestibility of nutrients in growing pigs.
Animal Feed Science and Technology, 134: 56-58.

29


http://freshoffthecob.com/

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Junges, D., Morais, G., Spoto, M. H. F., Santos, P. S., Adesogan, A. T., Nussio, L. G. i
Daniel, J. L. P. (2017). Influence of various proteolytic sources during fermentation of
reconstituted corn grain silages. Journal of Dairy Science, 100: 9048-9051.

Juri$i¢, M. (2008). Ag Base — Priru¢nik za uzgoj bilja, I. Tehnologija (agrotehnika)
vaznijih ratarskih kultura. VIP-V-10-9/06., Poljoprivredni fakultet Osijek, Osijek.

Kos, M. (2011). Brzina in vitro probavljivosti §kroba iz zrna kukuruza kod peradi.
Sveuciliste u Zagrebu, Agronomski fakultet, Hrvatska.

Luki¢, L.,.Dzeba, Z. (2014). Kvalitet stoéne hrane i proizvodnja mleka — primenom
savremenih metoda ishrane muznih krava, Poljoprivredna stru¢na sluzba ,,Sombor*
d.o.0. Sombor, Srbija.

Palaversi¢, D. (1963). Zasto su nam potrebni domaéi hibridi. Agronomski glasnik:
Glasilo Hrvatskog agronomskog drustva, 13: 237-246.

Schoorl, N. (1929) Suikertitraties. Chemische Weekblad, 26: 130-134

Somogyi, M. (1945). A new reagent for the determination of sugars. Journal of
Biological Chemistry, 160: 61-68.

Vidaéek Z., Sraka M., Husnjak S., i Pospisil M. (1994). Lizimetrijsko mjerenje
otjecanja vode iz tla u uvjetima agroekoloske postaje Zagreb-Maksimir. Znanstveni

skup "Poljoprivreda i gospodarenje vodama", Bizovacke Toplice, 17.-19. studenog
1994. godine, 223-232.

Weinberg, Z. G., Muck, R. E. (1996). New trends and opportunities in the development
and use of inoculants for silage. FEMS Microbiology Reviews 19: 53-68

Weurding, R. E., Veldman, A., Veen, W. A. G., van der Aar, P. J. and Verstegen, M.
V. A. (2001): In vivo starch digestion correlates well with rate and extent of starch
digestion in broiler chickens. Jurnal of Nutrition 131: 2336-2342

Weurding, R. E. (2002): Kinetics of starch digestion and performance of broiler
chickens. Doktorska disertacija, Wageninen Institute of Animal Science, Wageningen
University, Wageningen, Nizozemska.

Wilfart, A., Jaguelin-Peyraud, Y., Simmins, H., Nobelt, J., Van Milgen, J. and
Montagne, L. (2008). Kinetics of enzymatic digestion of feeds as estimated by a
stepwise in vitro method. Animal Feed Science and Technology. 141: 171-183.

Xu, X., Wang, H. L., Li, P, Zeng, Z. K, Tian, Q. Y., Piao, X. S. and Kuang, E. Y. W.
(2016). A comparison of the nutritional value of organic-acid preserved corn and heat-
dried corn for pigs. Animal Feed Science and Technology, 214: 95-103.

30



