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Izvod:

1z

Pravilna ishrana prezivara je vazna za odrzanje zdravstvenog stanja zivotinja,
a takode je i kljuéna za efikasnu i ekonomiénu proizvodnju mleka i mesa. Kod
visokoproizvodnih prezivara, kao Sto su tovna junad i mlecne krave,
energetske potrebe su velike kako bi se ostvario brz prirast telesne mase i
visok prinos mleka. Termicki tretmani se koriste za poboljSanje hranljivih,
higijenskih, fizickih i hemijskih karakteristika hrane za Zivotinje. Osnovni cilj
istrazivanja u okviru ove disertacije je analiza uticaja razli¢itih termickih
tretmana na promene skrobne komponente i svarljivost kukuruza kod
prezivara. U tu svrhu primenjeni su tretmani peletiranja, parnog flekicenja,
mikronizacije i ekstrudiranja na uzorcima kukuruza i potpune smesSe za
krave muzare. Promene u strukturi skrobnih granula su pracene pomocu
skening elektronske mikroskopije i diferencijalne skenirajuce kalorimetrije,
dok su promene u hidrataciji i bubrenju uzoraka odredene analizom kriva
pastiranja, indeksa apsorpcije vode (WAI) i indeksa rastvorljivosti u vodi
(WSI). In situ tehnikom je pracena promena brzine svarljivosti skroba i suve
materije u buragu prezivara i uticaj razli¢itih termickih tretmana na mesto
varenja skroba kukuruza. Promene u svarljivosti organske materije (SOM)
kroz ceo digestivni trakt prezivara su odredene in vitro multi-enzimskom
metodom.

Na osnovu rezultata DSC analize uzoraka kukuruza i smeSa utvrdeno je da
su parno flekicenje, mikronizacija i peletiranje blagi tretmani, dok je
ekstrudiranje ostriji tretman koji dovodi do potpunije Zelatinizacije skroba. U
uzorku parno flekicanog kukuruza doSlo je do interakcije degradiranih
komponenti (skroba, proteina i lipida) na molekularnom nivou i nastanak
jedinjenja sa vecom molekulskom masom i smanjenom rastvorljivoscu. U dva
uzorka ekstrudiranog kukuruza zbog vecih sila smicanja i duzeg vremena
zadrzavanja materijala u ekstruderu doslo je do delimi¢ne Zelatinizacije koja




je bila pracena dekstrinizacijom skroba. In situ metodom su za uzorak
netretirane smeSe odredene najnize vrednosti nestajanja SM i skroba u
buragu, dok su svi primenjeni termicki tretmani doveli do znacajnog
povecanja razgradnje SM i skroba. Najmanje povecanje razgradnje skroba u
poredenju sa netretiranom smeSom je zabelezeno kod smesSe koja je sadrzala
parno flekican kukuruz, dok je u svim uzorcima ekstrudiranih smesa doslo
do razgradnje velike kolic¢ine skroba ve¢ tokom prva 3h inkubacije. U
poredenju sa netretiranom smeSom, svi primenjeni termicki tretmani su
doveli do povecanja brzine razgradnje skroba u manjoj ili vecoj meri a u
zavisnosti od vrste 1 intenziteta tretmana. Znacajne razlike u
karakteristikama razgradnje skroba su zabelezene nakon variranja procesnih
parametara ekstrudiranja, dok su uocene razlike izmedu smeSa koje su
sadrzale mikronizirani kukuruz bile mnogo manje izrazene. Mobile bag
metodom odredena je svarljivost skroba u crevima koja je u netretiranoj i
svim termicki tretiranih smeSama iznosila 100%. Statistickom obradom
rezultata nije utvrdeno znacajno povecanje SOM kukuruza i smeSe nakon
primenjenih termickih tretmana u poredenju sa netretiranim uzorcima.
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Abstract:

AB

Proper ruminant nutrition is important for maintaining the health of animals,
and it is also crucial for the efficient and economical production of milk and
meat. In high-yielding ruminants, such as fattening cattle and dairy cows,
energy needs are high in order to achieve rapid weight gain and high milk
yield. Thermal treatments are used to improve nutritional, hygienic, physical
and chemical characteristics of animal feed. The main objective of this
research is the analysis of the influence of various thermal treatments on
changes in the starch component and the digestibility of corn in ruminants.
For this purpose pelleting, steam flashing, micronization and extrusion of
maize samples and complete mixture for dairy cows were applied. Changes in
the structure of starch granules were monitored by scanning electron
microscopy and differential scanning calorimetry (DSC), while changes in the
hydration and swelling of samples were determined by analyzing pasting
properties, water absorption index (WAI) and water solubility index (WSI) of
samples. In situ technique was used to determine the changes in the rate of
digestibility of starch and dry matter in rumen and the influence of various
thermal treatments on the site of digestion of corn starch. Changes in the
organic matter digestibility (OMD) through the entire digestive tract of the
ruminants are determined by the in vitro multi-enzymatic method.

Based on the results of DSC analysis of corn and complete feed samples, it
has been found that steam flaking, micronization and pelleting are mild
treatments, while the extrusion is more severe treatment that leads to a more
complete starch gelatinization. In steam flaked corn interaction of degraded
components (starch, proteins and lipids) at the molecular level resulted in the
formation of compounds with higher molecular weight and reduced solubility.
In two samples of extruded corn, due to the higher shear rate and longer
retention time of the material in the extruder, there was partial gelatinization
followed by dextrinisation of starch. In untreated complete feed, the lowest
values of DM and starch disappearance in rumen were determined using in
situ method, while all the applied thermal treatments led to a significant
increase in the degradation of DM and starch. The smallest increase in
degradation of starch in comparison to untreated mixture was observed in a
mixture containing steam flaked corn, while in all extruded mixtures large
amount of starch was degraded during the first 3 hours of incubation.
Compared to the untreated mixture, all applied thermal treatments resulted
in an increase in the degradation rate of starch to a lesser or greater extent




depending on the type and intensity of the treatment. Significant differences
in the degradation characteristics of the starch were observed after variation
of the extrusion processing parameters, while the observed differences
between the mixtures containing micronized corn were much less
pronounced. Digestibility of starch in the intestine was determined with
mobile bag method, which was 100% in untreated and all thermally treated
mixtures. Statistical analysis of the results did not show a significant
increase in OMD of maize and mixtures after the applied thermal treatments
compared to the untreated samples.
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Poglavlje 1
Uvod

Ishrana zivotinja moze da dostigne i do 60% troskova na farmama,
pa je stoga nutritivna procena hrane za prezivare i formulisanje dobro
izbalansiranih obroka koji mogu da zadovolje potrebe Zivotinja vazan
izazov u stocarstvu. Procena hrane za zivotinje se moze definisati kao
»,0pis hrane kao sposobnost da odrzi razlicite vrste i nivoe performansi
Zivotinja“. Sposobnost hrane da odrzava performanse Zivotinja uglavnom
zavisi od njene svarljivosti. Fizicke i hemijske karakteristike uticu na
svarljivost obzirom da od ovih svojstva hrane zavisi sposobnost enzima
za varenje da kolonizuju i svare Cestice hrane. IskoriScenje sastojaka
obroka prezivara zavisi od brzine razgradnje hranljivih materija u buragu
i svarljivosti u crevima, koju je potrebno znati i kontrolisati kako bi se
poboljsala svarljivost u buragu i celom digestivhom traktu, i optimizovala

proizvodnja i sastav mleka i mesa.

Zitarice se medusobno znacajno razlikuju po karakteristikama
fermentacije u buragu prezivara, Sto je u najvecoj meri posledica fizickih
i hemijskih osobina skroba zitarica. Skrob ¢ini 45-75% SM zitarica
(Offner i sar., 2003), a vazan je u ishrani prezivara kao izvor energije.
Svarljivost skroba generalno zavisi od karakteristika granula kao Sto su
velicina, stepen kristalnosti, stepen polimerizacije, neskrobnih

komponenata i mnjihovih interakcija sa skrobom, i odnosa
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amiloza:amilopektin. Takode, vrsta i stepen prerade su dodatni faktori, a
nastale fizicko-hemijske promene uticu na strukturne, molekularne i
funkcionalne karakteristike. Stoga, ispitivanje navedenih karakteristika i

povezanost sa svarljivoScu je neophodno za razumevanje efekata

termickih tretmana na brzinu varenja.
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Poglavlje 2

Pregled literature

2.1. KUKURUZ

Kukuruz je poreklom iz Amerike, a u Evropu je prenet krajem 15. i
pocetkom 16. veka. Uzgaja se u celom svetu, podrucje uzgoja mu je vrlo
veliko, Sto mu omogucuje razlicita duzina vegetacije, raznolika
mogucnost upotrebe i sposobnost da uspeva na loSijim zemljiStima i u
losijim klimatskim uslovima. Po zasejanim povrSinama kukuruz je treca
svetska kultura, nakon pSenice i pirinca (Kos, 2014). Najvece povrSine
zasejane kukuruzom imaju SAD, Kina, Brazil, Meksiko i drugi (Bekric,
1997). Prozvodnja kukuruza u svetu je 2016-te godine iznosila preko 1

milijardu tona (USDA, 2017).

U Srbiji je oko 40% obradivog zemljiSta namenjeno za proizvodnju
kukuruza (Kos, 2014) i u poslednjih nekoliko godina Srbija se ubraja
medu vodece proizvodace (7,3 miliona tona) i izvoznike (3 miliona tona)
kukuruza u Evropi (RZS, 2017). Najveca koli¢ina (80-90%) kukuruza u
Srbiji iskoristi se kao komponenta hrane za Zzivotinje, a ostatak za
proizvodnju prehrambenih proizvoda i alkohola (Semencenko, 2013).
Filipovic i sar. (2010) navode da je kukuruz najcesce koriScena zitarica u

proizvodnji hrane za zivotinje u naSoj zemlji zbog visokog sadrzaja
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skroba, relativno visokog sadrzaja ulja i niskog sadrzaja vlakana, Sto ga
Cini energetski vrednom hranom. Osim odlicne svarljivosti, smatra se da

kukuruz ima bolji ukus od ostalih Zitarica.

2.1.1. GRADA ZRNA KUKURUZA

Zrelo zrno kukuruza sastavljeno je iz tri osnovna dela: perikarpa
(omotaca ploda), endosperma i klice. Na osnovu strukture zrna i sastava
endosperma svi komercijalno gajeni hibridi kukuruza mogu se svrstati u
jedan od pet osnovnih tipova: zubani, tvrdunci, braSnasti, kokicari i
Secerci (Summers, 2001; Radosavljevi¢c i MilaSinovi¢, 2008). Hemijski

sastav pojedinih delova zrna prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Hemijski sastav delova zrna kukuruza (Dokic¢, 2013)

Strukturni Hemijski sastav strukturnih delova zrna (%)
delovi Udeo (%)

zrna skrob  protein ulje Secer pepeo
Klica 11,5 8,3 18,5 34,4 11,0 10,3
Endosperm 82,3 86,6 8,6 0,86 0,61 0,31
Perikarp 5,4 7,3 3,5 0,97 0,34 0,67
Kapica 0,8 5,3 9,7 3,8 1,5 1,7

Omotac ili perikarp prekriva klicu i endosperm, i ima zaStitnu
ulogu zrna. Udeo perikarpa u celom zrnu varira zavisno od tipa hibrida.
Njega cini viSe slojeva razlicitih vrsta membranskih celija, a debljina i
propustljivost perikarpa uticu na brzinu suSenja i usvajanje vode.
Sacinjavaju ga ugljeni hidrati, narocCito vlakna. Ne propusSta vodu i

sprecava insekte da prodru u unutrasnjost zrna.
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Endosperm zrna kukuruza je kod svih tipova zrna zastupljen u
najvecem procentu, 70-85% ukupne tezine zrna. U okviru endosperma je
aleuronski sloj. Aleuronske celije ne sadrze granule skroba, ali sadrze
autoliticke enzime, inhibitore amilaze i proteaze, vitamine rastvorljive u
vodi, minerale i sferna tela koja sadrze proteine i lipide (Kotarski i sar.,
1992). Endosperm se sastoji od staklastog (tvrdog) i braSnastog (mekog)
dela pri cemu odnos ova dva dela moze biti razlicit kod razlicitih tipova
zrna, Sto je veoma vazno za mnoga svojstva endosperma. Granule skroba
u staklastom endospermu su cvrsto ugradene u matriks bogat
proteinima (Huntington, 1997). BraSnasti endosperm ima najvecu
koncentraciju granula skroba koje nisu c¢vrsto ugradene u proteinski
matriks (Deckardt i sar., 2013). Skrob u brasnastom endospermu je viSe
podlozan delovanju spoljnih faktora pri postupcima tokom prerade zrna i

pri varenju.

Klica je jedini zivi deo kukuruznog zrna. Ona sadrzi bitne genetske
informacije, enzime, vitamine i minerale za zrno da bi preraslo u biljku

kukuruza.

2.1.2. SKROB

Skrob je heterogeni polisaharid sastavljen od dva polimera, amiloze
i amilopektina. Odnos dva polisaharida varira u zavisnosti od botanickog
porekla skroba. ,Vostani" skrobovi sadrze manje od 15% amiloze,
ynormalni" 20-35% i ,visoko" amilozni skrobovi viSe od oko 40% (Tester i

sar., 2004; Sandhu i Singh, 2007).

Amiloza je linearni molekul sastavljen od 900 do 3000 D-
glukopiranoznih ostataka povezanih a-1,4 vezama sa malim brojem
grana (Parker i Ring, 2001; Liu, 2005). Amiloza ima strukturu heliksa

gde unutrasnjost heliksa sadrzi atome vodonika, dok hidroksilne grupe
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ostaju spolja (Buléon i sar., 1998). Prisustvo atoma vodonika u
unutrasnjosti heliksa ¢ini amilozu hidrofobnom i omogucava formiranje
kompleksa sa slobodnim masnim kiselinama, jodom i nekim alkoholima

(Zavareze i Dias, 2011).

Amilopektin je veci, veoma razgranati polimer, koji u proseku
sadrzi 104-105 D-glukopiranoznih ostataka i sacinjen je od linearnih
lanaca povezanih a-1,4 glukozidnim vezama koje sadrze 10-60 jedinica
glukoze i bo¢nih lanaca sa 15-45 jedinica glukoze koji su spojeni a-1,6
vezama na mestu grananja (Kotarski i sar., 1992; Van der Maarel i sar.,

2002).

Kukuruz (,normalni") sadrzi 25-28% amiloze i njegove skrobne
granule imaju oblik poliedra (slika 1) (Buléon i sar., 1998; Blazek i
Gilbert, 2010). Prose¢na veli¢ina skrobne granule kukuruza iznosi od 2
do 30 pm (Buléon i sar., 1998; Van der Maarel i sar., 2002; Tester i sar.,
2006).

Slika 1. SEM mikrograf nativne granule skroba kukuruza

(preuzeto od Blazek i Gilbert (2010))
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2.1.3. ORGANIZACIJA SKROBNE GRANULE

Funkcionalnost skroba je posledica odnosa amiloze i amilopektina,
kao i fizicke organizacije strukture granule. U granuli skroba su prisutni
kristalni i amorfni regioni. Kristalne regione formiraju razgranati lanci
molekula amilopektina i smenjuju se sa amorfnim slojevima (Liu, 2005).
Granule skroba imaju osobinu dvostrukog prelamanja svetlosti
(dvozracnost) (Parker i Ring, 2001); medutim, ova osobina ne
podrazumeva nuzno kristalni oblik, ve¢ visok stepen molekularne
organizacije granula (Zobel, 1988). Biliaderis (1991) navodi da kristalni
deo odrzava strukturu granule, kontroliSe ponaSanje u prisustvu vode i
¢ini granulu manje ili viSe otpornom na hemijska i enzimska delovanja.
Amorfna zona skrobnih granula je najmanje gusta, podloznija je
delovanju enzima i apsorbuje viSe vode na temperaturama ispod
temperature Zelatinizacije. Granula skroba je minimalno hidratisana i
stabilizovana inter- i intramolekularnim vodoni¢nim vezama. Osim ako
granule nisu oStecene preradom zrna, otporne su na ulaz vode i ne
hidrolizuju dejstvom svih amilaza (Kotarski i sar., 1992). Kada se
posmatraju pod polarizacionim mikroskopom, granule nativnog skroba
pokazuju taman krst (,Malteski krst") koji je karakteristican za kristalne
supstance Ciji indeks prelamanja varira u zavisnosti od pravca kojim
svetlosni zrak putuje kroz supstancu (Rooney i Pflugfelder, 1986; Gallant

1 sar., 1997; Tester i sar., 2004).

2.1.4. ZELATINIZACIJA SKROBA

Kada se skrob zagreva sa velikom kolicinom vode (skrobna
suspenzija) on prolazi kroz tranziciju od uredenog do neuredenog stanja
koje se zove zelatinizacija (Hoseney, 1984; Baks i sar., 2007). Mehanizam
zelatinizacije skroba je prikazan na slici 2. Svihus i sar. (2005) opisuju

zelatinizaciju kao proces koji je posledica bubrenja. Bubrenje se javlja



Doktorska disertacija Bojana Kokié

duz amorfnih regiona (Rubens i Heremans, 2000), a poSto se kristalni
regioni ne Sire tokom bubrenja, naprezanje se povecava na dodirnoj
povrsini izmedu kristalnih i amorfnih regiona, gde postoje veze izmedu
amilopektina u kristalnim regionima i amiloze u amorfnim regionima. Na
taj nacin u jednom trenutku procesa bubrenja kristalni regioni su brzo i
nepovratno razgradeni i zZelatinizacija je zapoceta. Sa sadrzajem vode u
viSku, ovaj pocetak zelatinizacije se obi¢no javlja izmedu 50 i 70°C
(Ratnayake i Jackson, 2006; Svihus i Zimonja, 2011). Bubrenje uzrokuje
da skoro sva amiloza u granuli skroba iscuri u okolni medijum (Han i
Hamaker, 2001). Viskozitet se povecava tokom Zzelatinizacije, a uzrokuju
ga nabubrele granule i gel koji se sastoji od rastvorene amiloze (slika 2)
(Van der Maarel i sar., 2002; Aini i Purwiyatno, 2010). Gubitak kristalne
strukture u okviru skrobne granule se manifestuje kao nepovratna
promena u svojstvima, kao Sto je bubrenje granule, pastiranje, gubitak
dvozracnosti, topljenje kristala, odmotavanje i razdvajanje dvostrukih
heliksa spirale, i rastvorljivost skroba (Singh i sar., 2003; Huber i sar.,

2006; Wang i Copeland, 2013).

skrobna
o C) (o disperzija
% maksimalni
& viskozitet l
2 Q
.‘ﬁ
) L\
-~
v e 72
>
(]
o ¥ < temperatura Zelatinizacije
I
60 100

=  Temperatura (°C)

Slika 2. Bubrenje, pucanje i dispergovanje skrobne granule tokom

zelatinizacije
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Kada je koli¢ina vode ili drugih rastvaraca ogranicena, potrebno je
viSe toplote ili mehanicke energije da bi se Zelatinizacija dovrsila, a koja
se tada javlja u Sirem temperaturnom opsegu (Rooney i Pflugfelder,
1986; Svihus i sar., 2005). Posto se vecina postupaka prerade hrane za
zivotinje odvija pod uslovima sa niskim sadrzajem vode, znacCi da je
potrebno mnogo toplote da bi skrob zelatinizirao tokom proizvodnje

hrane za Zivotinje.

Zbog velikog znacaja zelatinizacije u prehrambenoj industriji
razvijene su razne analiticke tehnike i metode za pracenje razlicitih
aspekata procesa zelatinizacije i za njeno karakterisanje: dvostruko
prelamanje (dvozrac¢nost) (Baks i sar., 2007; Altan i sar., 2009),
enzimska metoda (Di Paola i sar., 2003), viskozitet paste (Chaiwanichsiri
i sar., 2001), diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) (Xie i sar.,
2006; Zarguili i sar., 2006; Sandhu i Singh, 2007), ultrazvucna
spektroskopija (Lehmann i sar., 2004; Aparicio i sar., 2009), stvaranje
kompleksa sa jodom (Chinma i Igyor, 2008; Voca i sar., 2009), difrakcija
X zraka (WAXS i SAXS) (Waigh i sar., 2000; Kuang i sar., 2017),
nuklearna magnetna rezonanca (NMR) (Warren i sar., 2016), elektricna

provodljivost (Karapantsios i sar., 2000).

Mnogi autori navode da je DSC dominantna metoda za odredivanje
stepena zelatinizacije (Svihus i sar., 2005; Aparicio i sar., 2009). DSC
analizom se dobijaju endoterme Zelatinizacije koje odrazavaju disocijaciju
vodonicnih veza dvostrukih spirala heliksa granula skroba (Tester i sar.,
2006). Coral i sar. (2009) navode da razlike u vrednostima entalpije
zelatinizacije (AH) ukazuju na razli¢itu koli¢inu kristala amilopektina koji
se tope. Pocetna temperatura (T,) koja se dobija upotrebom DSC-a
odrazava pokretanje procesa zelatinizacije, koje je praceno pikom (Tp) i
zavrSnom temperaturom (Te) (Tester i Debon, 2000). Veoma vazan je i
temperaturni raspon Zzelatinizacije (AT = Te - To) koji se javlja zbog

nehomogenosti odnosno razlic¢itih velicina granula.
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U procesu zagrevanja skrobne suspenzije ona se transformisSe u
disperziju nabubrelih granula, delimi¢no raspalih granula, pa potom
molekularno dispergovanih granula, usled cega se ponaSanje protoka
materijala znacajno menja. Formirani proizvod se naziva skrobna pasta.
Pastiranje se definiSe kao stanje nakon Zelatinizacije skroba. Generalno,
skrobna pasta se moze opisati kao dvofazni sistem sastavljen od
disperzne faze nabubrelih granula i kontinualne faze amiloze koja je
presla iz granule u okolni medijum. ReoloSke metode se zasnivaju na
merenju promene viskoziteta tokom zagrevanja i smicanja skrobne
suspenzije. Za tu svrhu koriste se razlic¢iti uredaji kao Sto je Brabender
viskoamilograf, Rapid Visco Analyser (RVA) i rotacioni reometar (PojiC i
sar., 2013). Prati se promena viskoziteta u funkciji vremena i
temperature. Nativne granule skroba su generalno nerastvorljive u vodi
ispod 50°C te je stoga viskozitet tada nizak. Kada se skrobne granule
zagrevaju one apsorbuju veliku koli¢inu vode i bubre nekoliko puta od
svoje pocetne velic¢ine, §to dovodi do porasta viskoziteta. Temperatura u
trenutku porasta viskoziteta usled pocetka bubrenja skrobnih granula je
temperatura zelatinizacije. Kada dovoljan broj granula nabubri dolazi do
brzog porasta viskoziteta. Granule bubre u odredenom rasponu
temperature, Sto ukazuje na njihovu heterogenost u ponasanju.
Maksimalni viskozitet se postize kada se uspostavi ravnoteza izmedu
bubrenja i izlaska polimera iz granule u okolni medijum. Maksimalni
viskozitet i temperatura ukazuju na kapacitet vezivanja vode skroba.
Kako se temperatura dalje povecava i zadrzava na visokoj temperaturi
odredeni period, granule pucaju i dolazi do linearnog usmeravanja
polimera Sto smanjuje viskozitet paste. Ovo se oznacava kao
ysoreakdown® a viskozitet u ovoj fazi ukazuje na stabilnost paste. Prilikom
hladenja sistema dolazi do ponovnog povezivanja molekula skroba,
posebno amiloze, u razlicitoj meri (Bello-Perez i Paredes-Lopez, 2009).
Tada obicno dolazi do formiranja gela a viskozitet se povecava do
konac¢ne vrednosti. Finalni viskozitet ukazuje na stabilnost ohladene i

skuvane paste.
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Kada se analiziraju izolovani skrobovi, na parametre viskoziteta
tokom pastiranja zajednicki uticu svojstva nabubrelih granula i
rastvoreni materijal koji je iscureo iz granule (Sandhu i Singh, 2007).
Karakteristike pastiranja takode zavise i od krutosti granula skroba, Sto
opet utice na potencijal granula da bubre i na kolicinu amiloze koja
iscuri u rastvor. Medutim, Chesson i sar. (2002) navode da prilikom
analize zitarica dobijene krive pastiranja nastaju kao posledica
ponasSanja skroba tokom zagrevanja i hladenja suspenzije, ali da je
mnogo tacnije posmatrati ih kao posledicu karakteristika celog
endosperma. Naime, proteini i neskrobni polisaharidi koji su prisutni u

endospermu skoro sigurno uticu na ocitane vrednosti viskoziteta.

2.2. TERMICKI TRETMANI

Mnoge sirovine u svom prirodnom obliku ne mogu da se
upotrebljavaju kao hrana za Zivotinje, a hranljiva vrednost pojedinih
sirovina je Cesto manja od ocekivane vrednosti koja je odredena na
osnovu sadrzaja pojedinih hranljivih materija. NajceSc¢i razlog za to su
hemijske i fizicke karakteristike koje smanjuju biolosSku vrednost i
svarljivost jednog ili viSe sastojaka. Da bi se omogucilo maksimalno
koriScenje hranljivih materija, primenjuju se tehnoloski procesi u kojima
se sirovine i smeSe prevode u oblik sa vecom bioloSkom iskoristljivoScu.
Medu mnogim ispitivanim tehnoloSkim procesima za poboljSanje
hranljive vrednosti hrane za zivotinje, termicki tretmani su pronasli

znacajnu prakti¢cnu primenu.

Termicki tretmani se koriste za poboljSanje hranljivih, higijenskih,
fizickih i hemijskih karakteristika hrane za zivotinje. Medusobno se
razlikuju u izvoru toplote, konstrukciji uredaja i primenjenim procesnim

parametrima, a njihova efikasnost zavisi od niza faktora. Dva
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nezaobilazna faktora svih termickih tretmana su temperatura i vreme
delovanja, premda se uticaj vlage, pritiska i sila smicanja ne moze
zanemariti. Kombinacija navedenih parametara je polazna osnova za
razvoj svih vrsta termickih tretmana i uredaja koji se koriste u industriji
hrane =za zivotinje. U osnovi, svi termicki tretmani povecavaju
temperaturu proizvoda. Ukoliko se u proces dodaje vlaga, onda govorimo
o hidrotermickom tretmanu. Dodatni efekat termickom, moze Dbiti
mehanicki tretman pa su to tada termo-mehanicki tretmani. Dakle,
postoji mnogo mogucih kombinacija i vrsta termickih tretmana u preradi
hrane za Zivotinje, a najceSce se primenjuju kuvanje, pecenje (przenje),
kokicenje, parno flekicenje, tostiranje, kondicioniranje, peletiranje,

mikronizacija, ekspandiranje i ekstrudiranje (Levi¢ i Sredanovic, 2010).

Obzirom da prezivari imaju mogucnost da prezivaju hranu koju
konzumiraju, moglo bi se pretpostaviti da njihovu hranu nije neophodno
tretirati (mehanicki ili na neki drugi nacin). U proSlosti, uslovi su bili
drugaciji, a goveda su prezivljavala hranec¢i se na pasSnjacima ili su
hranjeni ubranom kabastom hranom i minimalnom koli¢inom Zzitarica.
Kako se tokom vremena uzgoj promenio u smeru povecanja performansi
zivotinja, postalo je neophodno da se poveca hranljiva vrednost u ishrani
uvodeci vecu koli¢inu koncentrovanih hraniva. Primena brojnih
tehnoloskih procesa, razvoj i uvodenje obradenih zitarica sa svojim
osobenim karakteristikama, kao Sto su oblik, velicina i tekstura, je doveo

do povecanja performansi zivotinja i efikasnije proizvodnje mesa i mleka.

2.2.1. PARNO FLEKICENJE

Parno flekicenje je postupak u kome se zrnasta hraniva izlazu
dejstvu vodene pare u uslovima atmosferskog ili poviSenog pritiska, a
zatim valjaju sa ciljem dobijanja tankih listica - flekica. Tokom ovog

postupka dolazi do prodiranja vode i toplote u zrno Sto izaziva bubrenje
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skroba u odredenoj meri. Valjanje toplog i vlaznog zrna kida deo
nabubrelih granula, pa se formira pasta koja povezuje ostali materijal u
jaku flekicu (Rooney i Pflugfelder, 1986). Debljina flekica se definiSe
podeSavanjem razmaka izmedu valjaka i krece se u rasponu od 0,4 do
oko 2,0 mm. Razlika izmedu parnog valjanja i parnog flekicenja je u
vremenu parenja zrna. Flekicenje zahteva duze vreme kondicioniranja,
dovoljno za zelatinizaciju dela skroba. Zrno se kondicionira najcesSce pri
atmosferskom pritisku u trajanju od 20 do 50 minuta (Armbruster,
2006), dostize temperaturu oko 90°C i vlagu oko 17-18% (Fahrenholz,
1998). Parno flekicenje se koristi kao tretman za toplotnu obradu svih
vrsta zrna i zitarica kao S§to su kukuruz, sirak, jeCam, pSenica i mnoge
druge (Armbruster, 2006). Analiza flekicanog zrna pre i posle valjaka je
pokazala da do vecine promena na skrobu dolazi nakon valjaka
(Matsushima, 2006). Na efikasnost procesa uticu vlaznost zrna, debljina
flekica, temperatura zrna i vreme trajanja procesa. Domby (2013) navodi
da prednost parnog flekicenja proizilazi iz Zelatinizacije skroba i pucanja
skrobnih granula u endospermu zrna, Sto povecava dostupnost skroba

zivotinji.

2.2.2. MIKRONIZACIJA

Mikronizacija je tehnoloski proces koji se zasniva na dejstvu
bliskih infracrvenih zraka talasne duzine od 1,8 do 3,4 mikrona koje
emituju usijane keramicke plocice. Izvodi se kontinualnim provodenjem
sloja zrna ispod specijalizovanih keramickih radijatora sa perforiranim
ploc¢icama od specijalne keramike temperature od 750 do 900°C koji
emituju infracrveno zracenje. Kada infracrveni zraci prodru u
unutrasnjost zrna izazivaju vibracije molekula vode Sto dovodi do naglog
povecanja unutraSnje temperature i povecanja napona vodene pare
(Boychuk, 1997; Radosavljevic¢ i sar., 2002). Nastaje svojevrsna termicka

obrada sadrzaja zrna u okviru njegovog omotaca. Povecanje napona
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vodene pare uzrokuje da zrno postane mekano i plasti¢no, Sto dovodi do
bubrenja i pucanja zrna (Sharma, 2009). U periodu od 40-50 sekundi od
pocetka procesa, pre nego Sto se stvore uslovi kriticne temperature koja
bi izazvala destrukciju i prskanje, zrno se podvrgava pritisku valjaka, pa
se dobija finalni proizod u formi flekice i skrobom koji je Zelatinizirao.
Tokom procesa mikronizacije zrno se zagreva do 150°C (Fahrenholz,
1998) Sto se podeSava brzinom kretanja trake, a ceo proces prerade i
dobijanja flekica traje 2-3 minuta (Zili¢ i sar., 2007). Transportna traka
moze da vibrira (osciluje) kako bi se zrno prevrtalo sa ciljem Sto boljeg
izlaganja njegove povrSine efektima talasa. Najvazniji parametri ovog
procesa su brzina transportne trake, debljina sloja zrna, udaljenost
izmedu zrna i izvora zraCenja, i naravno postignuta temperatura.
Mikronizacija moze biti vlazan ili suv termicki proces, u zavisnosti da li je
potrebno dodati vlagu za postizanje Zeljenog krajnjeg proizvoda (Thacker,
1999). Jedan od bitnih ciljeva mikronizacije je postizanje odredenog
stepena zelatinizacije skroba pa je zbog toga pozeljno da se zrno

prethodno kondicionira (15-20%).

McAllister i Sultana (2011) navode da je postupak mikronizacije u
Sirokoj upotrebi za preradu zitarica koje se koriste kako u ishrani
zivotinja tako i u ishrani ljudi. Procesom mikronizacije dolazi do
smanjenja sadrzaja vlage, povecanja povrSine Cestice i nasipne mase,
poboljsanja svarljivosti skroba, redukovanja mikroflore sa povrSine zrna i
smanjenja sadrzaja antinutritivnih faktora posebno kod leguminoza

(Radosavljevic i sar., 2010).

2.2.3. PELETIRANJE

Peletiranje hrane za Zivotinje se sastoji od niza operacija koje
ukljucuju mlevenje, meSanje, kondicioniranje, dodatak toplote termickog

i mehanickog porekla, peletiranje i naknadno hladenje dobijenog
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proizvoda (Aarseth i Prestlekken, 2003). Koch (2008) navodi da je
peletiranje sabijanje materijala u praskastoj formi kroz otvore metalne
matrice sa ciljem formiranja cilindi¢nih peleta radi koncentrisanja
hranljivih materija, efikasnijeg transporta i rukovanja gotovim
proizvodom, i povecCanja svarljivost odredenih hranljivih materija,

narocito ugljenih hidrata i proteina.

Uobicajeno je da se pre peletiranja materijal kondicionira parom,
pa se na taj nacin temperatura materijala povecava najcesce do 80°C, a
vlaga do 17% pre ulaska u presu za peletiranje (Fahrenholz, 1998; Levic i
sar., 2004). Dodatno =zagrevanje se postize tokom samog procesa
mehanickim delovanjem sile dva ili viSe valjaka koji, u zavisnosti od
konstrukcije uredaja, rotiraju po horizontalnoj matrici ili u unutrasnjosti
prstenaste (cilindricne) matrice. Valjci prelaze preko materijala i sabijaju
ga. Pritisak kontinualno raste od tacke gde valjci dodiruju materijal i
pocinju da ga guraju u pravcu otvora na matrici do tacke gde je pritisak
dovoljno velik da utisne mali disk materijala u otvor kanala matrice i
ujedini ga sa peletom koja se ve¢ nalazi u njemu. Maksimalni pritisak se
dostize na mestu gde je razmak izmedu valjaka i matrice najmanji, pa je
deo formirane pelete istisnut na drugoj strani otvora matrice, gde se
nozevima vrSi odsecanje peleta na zeljenu duzinu. Kada se valjak
udaljava od otvora matrice pritisak opada. Pri svakom prelasku valjaka
preko otvora matrice ovaj proces se ponavlja, a zbog velike brzine

obrtanja pojedinacni koraci postaju kontinualan proces.

Nakon uvodenja, 1930-tih godina, peletiranje je postalo vazan
proces u industriji hrane za zivotinje. Behnke (1996) procenjuje da se
godiSnje peletira oko 60% proizvedene hrane za zZivotinje. Dokazano je da
peletiranje poboljSava svarljivost i konzumaciju hrane, a smanjuje
konverziju hrane (Fahrenholz, 1998; Svihus i Zimonja, 2011). Ostale
prednosti peletiranje su: smanjenje praSine, lako transportovanje i

skladiStenje, smanjenje selektivne ishrane Zivotinja, sprecavanje
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naknadne segregacije (raslojavanja), smanjenje gubitaka proizvoda,
redukovanje broja mikroorganizama, a u nekim slucajevima i poboljSanje

ukusa (Behnke, 1996; Colovi¢, 2013).

2.2.4. EKSTRUDIRANJE

Ekstrudiranje se moze definisati kao proces kojim se materijal
prisiljava da tece, uz jedan ili nekoliko tipova meSanja, zagrevanja ili
smicanja, kroz matricu c¢iji je zadatak oblikovanje i suSenje proizvoda
(Riaz, 2010). Materijal se sabija kako bi formirao poluc¢vrstu masu pod
razli¢itim kontrolisanim uslovima i prisiljava se da prode kroz ogranicen
otvor pri unapred odredenoj brzini. Temperatura u ekstruderu moze da
dostigne i 200°C, a vreme zadrzavanja je svega 15 do 20 sekundi (Riaz,
2010). Zbog toga je ekstrudiranje HTST (engl High Temperature Short
Time) proces kojim se dobija proizvod visokog kvaliteta. Funkcije
ekstrudiranja su brojne i obuhvataju kuvanje, oblikovanje, dehidriranje,
ekspandiranje, homogenizaciju, meSanje, sterilizaciju, zguSnjavanje i

smicanje (Sherry i sar., 2005; Gonzalez-Valadez i sar., 2008).

Ujednaceno i potpuno prodiranje vlage u sirovinu znacajno
poboljSava stabilnost ekstrudera i wunapreduje konacni kvalitet
proizvoda. Pored toga, plastifikacija cestica sirovine pre ekstrudiranja
znaCajno umanjuje habanje uredaja izazvano abrazivnim cesticama
sirovine. U atmosferskim kondicionerima vlaga se ravnomerno nanosi u
vidu vode i/ili pare kako bi se postigao sadrzaj vlage od 10 do 25%
(Rokey i sar., 2010). Ukoliko se dodaje samo para, povecenje vlage je
moguce za samo S do 7%, dok se za vecCi sadrzaj vlage dodaje voda
(Rokey i sar., 2010). Temperatura materijala u kondicioneru najcesce
iznosi od 70 do 90°C.
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Kada materijal napusti kondicioner, ulazi u cev ekstrudera gde se
odvijaju najznacajnije transformacije kondicioniranog materijala koje
odreduju karakteristike finalnog proizvoda. Pocetni deo cevi ekstrudera
je dizajniran za doziranje, odnosno jednostavno prenosSenje materijala
dalje od ulazne zone cevi i u ekstruder. Materijal zatim ulazi u zonu za
obradu gde se formira amorfno testo. Temperatura vlaznog testa se
ubrzano povecava u poslednjih nekoliko sekundi zadrzavanja unutar cevi
ekstrudera. Porast temperature u cevi ekstrudera potice od
transformacije mehanicke u toplotnu energiju usled rotiranja puza.
Dodatno povecanje je moguce direktnim ubrizgavanjem pare ili iz
eksternih termickih izvora energije. Na kraju cevi ekstrudera se nalazi
matrica koja ograniCava protok materijala i na taj nacin uzrokuje
stvaranje potrebnog pritiska. Razlika u pritisku izmedu unutrasnjosti
ekstrudera i spoljasnje sredine izaziva naglo isparavanje vode nakon
prolaska materijala kroz matricu, a stoga i ekspanziju proizvoda. Matrica
takode sluzi za oblikovanje proizvoda koji napusta ekstruder, a

odsecanje na zeljenu duzinu postize se rotirajuc¢im nozevima.

Prilikom  ekstrudiranja  Zelatinizacija skroba se  postize
kombinacijom vlage, toplote, mehanicke energije i razlike u pritisku
(Fahrenholz, 1998). Hoseney (1984) navodi da veliki deo efikasnosti
ekstrudera proizilazi iz sila smicanja koje nastaju rotiranjem puza i zbog
brze promene pritiska kada materijal izlazi iz cevi. Gubitak nutritivnih
materija je sveden na minimum, a najpodlozniji oStecenju su vitamini.
Takode dolazi do znacajnog smanjenja antinutritivnih materija, posebno

kod leguminoza (Alonso i sar., 2000).
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2.3. DIGESTIVNI SISTEM PREZIVARA I PROCES
VARENJA HRANE

Prezivari imaju jedinstven sistem za varenje koji im omogucava da
u poredenju sa drugim biljojedima bolje koriste energiju iz vlaknastih
biljnih materijala. Za razliku od monogastri¢nih Zivotinja, prezivari imaju
digestivni sistem koji fermentiSe hranu i obezbeduje prekursore za
energiju koje koristi zZivotinja. Sistem organa za varenje krave sastoji se
od sledec¢ih osnovnih delova: usta, jezik, zubi, pljuvacne zlezde, zdrelo,
jednjak, zeludac sastavljen iz 4 dela (burag, mrezavac, listavac i siriSte),
pankreas, zZucna kesa, tanko crevo (duodenum, jejunum i ileum), i
debelo crevo (slepo crevo, kolon i rektum). Pravi zeludac je siriSte, a
ostalo su predzeluci. Slika 3 daje prikaz najvaznijih delova digestivnog

trakta krave.

Creva

Listavac

Mrezavac

Siriste

Slika 3. Digestivni trakt krave

Proces varenja hrane kod prezivara sastoji se iz nekoliko faza: 1.
zvakanje, 2. natapanje hrane pljuvackom, 3. prezivanje, 4. fermentativno

razlaganje u predzelucima, 5. varenje u siriStu i 6. varenje u crevima.
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Nakon hidrolize ugljenih hidrata, proteina i masti do sastojaka koji su
rastvorljivi u vodi, obavlja se resorpcija hranljivih materija. Resorpcija
moze da se obavlja iz svih delova Zeluca prezivara, kao i u tankom i
debelom crevu. Grubic¢ i Adamovi¢ (2003) smatraju da u onome Sto se
dalje dogada sa hranljivim materijama u organizmu (intermedijarni
metabolizam, ugradnja u tkiva organizma i proizvode) nema vece razlike

izmedu prezivara i neprezivara.

Varenje zapocinje zvakanjem hrane i meSanjem sa pljuvackom
kako bi se formirao zalogaj (bolus). Lucenjem pljuvacke se obezbeduju
soli kalijuma i natrijuma koje imaju puferno dejstvo u buragu
(neutralizuju kiseline koje nastaju u procesu fermentacije). Nastali bolus
se tada krece od usta do mrezavca kroz jednjak Sto omogucavaju miSic¢ne
kontrakcije i razlike u pritisku. Prezivari jedu brzo gutajuci vecinu svoje
hrane bez dovoljnog Zvakanja. Njihov jednjak funkcioniSe dvosmerno Sto
im omogucava vracanje sadrzaja buraga u usnu duplju, nakon cega sledi
odvajanje i gutanje tecnog dela sadrzaja, ponovno zZvakanje ¢vrstog dela
sadrzaja (ostataka hrane) uz dalje natapanje pljuvackom i gutanje
novostvorenog zalogaja. Ovaj fizioloSki proces se naziva prezZivanje a
toliko je karakteristican da je po njemu ova grupa zivotinja i dobila ime
(Ruminantia). Na ovaj nacin se hrana veoma efikasno usitnjava ¢ime se
olakSava delovanje enzima koje stvaraju mikroorganizmi u buragu.
Nakon mrezavca Cvrsti deo se polako krece ka buragu za fermentaciju,

dok se vecina tecnog dela brzo krece do listavca a potom u siriSte.

Mrezavac se nalazi ispod i ka prednjem delu buraga. Sadrzaj
slobodno tece izmedu mrezavca i buraga. Njegova glavna funkcija je da
sakupi manje Cestice i prenese u listavac, dok vece cestice ostaju u
buragu za dalje varenje. Mrezavac takode zadrzava teske predmete koje

zivotinja pojede (npr. ekser, Zica i sl.).
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Burag je oblozen papilama za apsorpciju hranljivih materija i ¢ine
ga dorzalna i ventralna slepa vreca. Njegova svrha je da skladisti velike
koli¢ine hrane, da meSa hranu (jakim kontrakcijama), kao i da obezbedi
pogodnu sredinu za mikroorganizme koji u njemu zive. Mikroorganizmi
buraga (prvenstveno bakterije) vare celulozu iz celijskih zidova biljaka,
kompleksan skrob, sintetiSu proteine iz neproteinskog azota, i sintetiSu
vitamin B i K za svog domacina (prezivara). pH buraga obi¢no iznosi od
6,5 do 6,8, a okruzenje je anaerobno. Gasovi koji se proizvedu su ugljen
dioksid, metan i vodonik (Mills i sar., 1999). Gasna frakcija se penje na

vrh buraga iznad tec¢nog dela.

Listavac je sfernog oblika i povezan je sa mrezavcem kratkim
tunelom. Hrana prolazi u ovaj odeljak kada se velicina cCestica hrane
smanji zvakanjem i varenjem od strane bakterija i protozoa. Nabori na
njegovoj povrsini uticu na povecanu apsorpciju hranljivih materija. Uloga
listavca nije u potpunosti razjasnjena, ali je poznato da se voda,
amonijak, isparljive masne kiseline (IMK) i neorganski elektroliti
apsorbuju u listavcu i da se amonijak, i po svoj prilici, neke IMK tamo

proizvode (Lopez, 2005; Krehbiel, 2014).

Siriste je najsli¢nije zelucu neprezivara. Proizvodi hlorovodoni¢nu
kiselinu i enzime za varenje, kao §to su pepsin (razlaze proteine), i dobija
digestivne enzime koji se luCe iz pankreasa, kao Sto je pankreasna lipaza
(razlaze masti). Ovo pomaze pripremi proteina za apsorpciju u crevima.
pH u siriStu se generalno krece od 3,5 do 4,0 i to je dobra sredina za
funkcionisanje enzima. Glavne celije u siriStu luce sluz kako bi zastitile

njegov zid od oStecenja kiselinama.

Apsorpcija hranljivih materija se nastavlja u tankom i debelom
crevu. Sadrzaj koji ulazi u tanko crevo se mesSa sa sekretima iz
pankreasa i jetre, Sto podize pH od 2,5 do izmedu 7 i 8. Ova visa pH

vrednost je potrebna za pravilan rad enzima u tankim crevima. Zu¢ se
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luéi u prvom delu tankog creva, duodenumu, da pomogne u varenju
masti. Do aktivhe apsorpcije hranljivih materija dolazi tokom celog
tankog creva, ukljucujudi i apsorpciju proteina koji nisu razgradeni u
buragu. Zid creva sadrzi brojne vile koje povecavaju crevnu povrsinu za
bolju apsorpciju hranljivih materija. MiSicne kontrakcije pomazu u
meSanju sadrzaja i prelaska u sledeci deo. U debelom crevu dolazi do
naknadne proizvodnje IMK i apsorbcije ali njegova glavna uloga je
apsorbcija vode iz materijala koji prolazi, koji se zatim izbacuje kao feces.
Na slici 4 su prikazani osnovni tokovi fermentativnog i hidroliticCkog

varenja kod prezivara.

Hrana Mast Ugljeni hidrati Protein
Nezasicene \‘ \
masne kiseline Siréetnakiselina Peptidi
+gli . -
Fermentativno glicerol Propionska kiselina . e
) \] B Buterna kiselina Amino- Mikrobijalni
varenje Zasi¢ene masne Mlegna kiselina kiseline protein
kiseline co
2
\1 CH.. Amonijak
Propionska
kiselina
W 7 W W
Hidroliti¢ko Mast Skrob Protein iz~ Mikrobijalni
varenje obroka protein
v y v v
oo . Masne kiseline + o
Krajnji produkti glicerol Glukoza Aminokiseline

Slika 4. Prikaz fermentativnog i hidrolitickog varenja kod prezivara

(preuzeto od Grubic i Adamovic¢ (2003))
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2.3.1. VARENJE SKROBA I METABOLIZAM GLUKOZE U
BURAGU I CREVIMA

U buragu i mrezavcu se nalaze mikroorganizmi koji obuhvataju
bakterije, protozoe i gljivice (Mohamed i Chaudhry, 2008). Bakterije u
buragu mogu da se podele na one koje razlazu vlakna (celuloliticke) i one
koje razlazu skrob (amiloliticke). Velika vecina bakterija koje koriste

skrob ne mogu da razlazu vlakna i obrnuto.

Kod monogastri¢nih zivotinja varenje skroba se uglavnom odvija u
tankom crevu. Kod prezivara situacija se razlikuje zbog delovanja
mikroorganizama u buragu. Alfa-amilazu luci pankreas, dok izomaltazu,
maltazu-glukoamilazu, trehalazu i laktazu luci crevna mukoza (Harmon,
1993; Harmon i sar., 2004). Alfa-amilazu, beta-amilazu, R-enzim,
pululanazu, izo-amilazu ili  alfa-limit dekstrinazu  proizvode
mikroorganizmi buraga (Cerrilla i Martinez, 2003). Nekoliko vrsta
bakterija u buragu su u stanju da svare skrob. Amiloliticki organizmi se
nalaze u vecem procentu ukupne mikrobne populacije kada je ishrana

zivotinje bogata skrobom.

Ugljeno hidratne komponente u ishrani prezivara su uglavnom
polimeri heksoze kao §to su celuloza, skrob, fruktani i polimeri pentoze,
uglavnom ksilan. Najvazniji put fermentacije heksoze u buragu je
Embden Majerhofov ciklus (France i Dijkstra, 2005) koji je prikazan na

slici 5 zajedno sa formiranjem IMK u buragu.
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Skrob Celuloza
&ﬂiza C.etl[ay
Glukoza
\L Embden Majerhofov ciklus
H Piruvinska kiselina
/ H,0
H,O
CH;CH,COOH H
CO, ili CH,

Propionska kiselina

CH,COOH

H

H,0
{Q CH.CH,CH,COOH

Buternakiselina

Sircetnakiselina

Slika 5. Formiranje isparljivih masnih kiselina u buragu

Kapacitet tankog creva prezivara za varenje velike koli¢ine skroba
je dovoden u pitanje (Owens i sar., 1986; Larsen i sar., 2009), kao
posledica niskog nivoa pankreasne amilaze, crevne maltaze i izomaltaze
(Huntington, 1997), kao i zbog niske apsorpcije glukoze (Orskov, 1986;
Harmon i sar., 2004; Huntington i sar., 2006). Medutim, takode je
sugerisano da skrob koji se vari postruminalno se efikasnije koristi nego
kad se vari u buragu (Nocek i Tamminga, 1991). Skrob, kao izvor
energije, kada se vari u tankom crevu obezbeduje 42% viSe energije od
skroba koji se vari u buragu (Owens i sar., 1986; Harmon i sar., 2004).
Fermentacija skroba u buragu je pracena gubitkom u vidu toplote i
metana (Drskov, 1986; McLeod i sar., 2006) i iznosi 13-18% od bruto
energije (Harmon i McLeod, 2001).

Prezivari Cija je ishrana bazirana na kabastim hranivima i niskom
sadrzaju skroba zavise od glukoze koju sintetiSe jetra da zadovolji

njihove metabolicke zahteve. Glavni izvori ugljenika za sintezu glukoze
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su organske kiseline iz fermentacije (uglavnom propionat i laktat),
ugljenicni skelet deaminovanih aminokiselina, i glicerol iz razlaganja

triglicerida (Huntington, 1997).

Kao sto je vecC objasnjeno, kod prezivara ugljeni hidrati iz hrane se
fermentiSu u buragu u IMK kratkih lanaca, a cesto manje od 25%
glukoze neophodne za telo se apsorbuje kao proizvod amilolitiCkog
varenja skroba u crevima (Huntington i sar., 2006). Dakle, glavni izvor
glukoze za prezivare proizilazi iz glukoneogeneze koja se odvija u jetri sa
propionatom kao glavnim supstratom (Reynolds i sar., 2003). Koli¢ina
propionata koji se apsorbuje iz buraga dobro hranjenih Zivotinja je Cesto
dovoljna da ispuni zahteve Zzivotinja za sintezu glukoze. Promene u
ishrani ili u fizioloSkom stanju (brz rast Zivotinje, steonost, laktacija)
uticu na kolicinu i brzinu upotrebe glukoze. Najveci izazov za
metabolizam glukoze kod prezivara predstavlja laktacija. Glukoza je
glavni prekursor laktoze u mleku a manje koli¢ine glukoze se takode
koriste za sintezu mlecnih citrata, neesencijalnih aminokiselina i

glicerola.

Nedostatak apsorpcije glukoze prilikom ishrane kabastim
hranivima ili mala kolicina koja se apsorbuje prilikom ishrane
zitaricama, prisiljava da se metabolicki zahtevi visoko produktivnih
prezivara zadovolje koriScenjem glukoneogeneze, Sto podrazumeva visoke
energetske troskove i opasnost od metabolickih poremecaja (Otchere i

sar., 1974).

2.3.2. ISHRANA BOGATA ZITARICAMA

Pravilna ishrana prezivara je vazna za odrzanje zdravstvenog
stanja zivotinja, a takode je i klju¢na za efikasnu i ekonomicnu

proizvodnju mleka i mesa. Kod visokoproizvodnih prezivara, kao Sto su
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tovna junad i mlec¢ne krave, energetske potrebe su velike kako bi se
ostvario brz prirast telesne mase i visok prinos mleka. Stoga,
menadzment intenzivne proizvodnje obi¢no podstice ukljucivanje velikih
koli¢ina lako razgradivih ugljenih hidrata u ishranu kako bi se podrzale
visoke performanse i poboljSala efikasnost troSkova. Pored toga Sto
pruzaju energiju za zivotinju, zitarice u ishrani takode predstavljaju
osnovni izvor energije za mikroorganizme buraga (Ishler i Varga, 2001),
zato Sto je glukoza neophodna za bakterijski rast, a time i za mikrobnu
sintezu proteina (Nocek i Tamminga, 1991). Medutim, iako je ova praksa
u ishrani korisna za povecanje proizvodnje na isplativ nacin, ona nije u
skladu sa digestivnom fiziologijom prezivara. Kada su u ishrani
zastupljene velike koli¢ine zitarica udeo strukturnih prehrambenih
vlakana je smanjen, koja su inacCe potrebna za odrzavanje zdravlja

buraga (Zebeli i sar., 2010).

Kada prezivari konzumiraju mnogo kabastih hraniva oni je
prezivaju. To im omogucava da smanje velicinu cestica i poboljSaju
svarljivost. Ako prezivari predu na ishranu koja ukljucuje vise
koncentrovanih hraniva (zitarice), tada prezivaju manje. Unutar buraga i
mrezavca kabasta hrana je izlozena jedinstvenoj populaciji mikroba koji
pocinju da fermentiSu i vare komponente celijskih zidova biljaka i da ih
razlazu na ugljene hidrate i Secere. Mikrobi u buragu koriste ugljene
hidrate zajedno sa amonijakom i aminokiselinama za svoj rast. Mikrobi
fermentiSu Secere i1 proizvode IMK (sircetna, propionska, buterna),
metan, vodonik sulfid i ugljenik dioksid. IMK se zatim apsorbuju preko
zida buraga odakle odlaze u jetru. U jetri se prevode u glukozu putem
glukoneogeneze. PoSto se celijski zidovi biljaka sporo vare, ova
proizvodnja kiselina je veoma spora. Zajedno sa zvakanjem i prezivanjem
koji povecavaju protok pljuvacke, ovo ¢ini sredinu sa prilicno stabilnim

pH (oko 6,0).
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Kada se prezivari hrane zrnastim ili koncentrovanim hranivima,
proces varenja je slican kao varenje kabastih hraniva, uz nekoliko
izuzetaka. Uobicajeno je da prilikom ishrane zrnastim hranivima ima
manje zvakanja i prezivanja, Sto dovodi do slabije proizvodnje pljuvacke
a samim tim i pufera (Orskov, 1986). Pored toga, vecCina Zzitarica ima
visoku koncentraciju lako svarljivih ugljenih hidrata, za razliku od viSe
strukturnih ugljenih hidrata koji se nalaze u celijskim zidovima biljaka.
Lako svarljivi ugljeni hidrati se naglo vare, S§to dovodi do porasta
proizvodnje IMK (Huntington i sar., 2006). Relativhe koncentracije IMK
se takode menjaju, pa se propionska proizvodi u najvecoj koli€ini, a
zatim sircetna i buterna kiselina. Povecanje proizvodnje IMK dovodi do
kiselije sredine (pH 5,5). To takode izaziva promene u populaciji mikroba
tako Sto se smanjuje populacija mikroba koji koriste kabasta hraniva §to
potencijalno dovodi do smanjenja svarljivosti kabaste hrane. Mlec¢na
kiselina, koja je jaka kiselina, je nusprodukt fermentacije skroba.
Produkcija mle¢ne kiseline, zajedno sa povecanom proizvodnjom IMK,
moze prevaziCi sposobnost prezivara da puferuju i apsorbuju ove kiseline
i dovesti do subakutne acidoze buraga (Deckardt i sar., 2013). Ako se pH
buraga snizi do vrednosti oko pH 5, to na kraju rezultira akutnom
acidozom buraga (Meissner i sar., 2010). Subakutna i akutna acidoza
buraga su teski poremecaji metabolizma kod prezivara koji se povezuju
sa neodgovarajuc¢im varenjem, nadutoSc¢u zivotinja, laminitisom,
apscesima jetre i polioencefalomalacijom (Owens i sar., 1998; Ishler i
Varga, 2001; Krehbiel, 2014). Osim toga, navedene bolesti su povezane
sa smanjenim performansama zivotinja Sto ima znacajan uticaj na

profitabilnost govedarske i mlekarske industrije.

Huntington (1997) navodi da ne postoji ocigledno ogranicenje u
kapacitetu buraga da svari skrob. Medutim, skoro svi problemi koji su
povezani sa ishranom koja je bogata zitaricama su rezultat veoma brze
fermentacije skroba u IMK. Iz toga sledi da je cilj primene vecine aditiva,

tretmana i tehnika u menadZzmentu umanjenje nastalih problema, pa je
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fokus postavljen na nacCine kojima se moze usporiti brzina fermentacije
ili neutralizacija proizvedenih kiselina. Slicno tome, glavni cilj
istrazivanja tehnika za preradu zitarica je povecanje svarljivosti skroba,
ali istovremeno i izbegavanje ,previSe dobre stvari“ time Sto ce skrob
postati previSe dostupan za mikrobijalni napad. Na osnovu svega iznetog
moze se zakljuciti da optimalna podela varenja skroba izmedu

predzeludaca i creva nije utvrdena (Reynolds i sar., 2001).

2.3.3. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA SVARLJIVOST
KUKURUZA

Herrera-Saldana i sar. (1990) su nakon analize S Zitarica koje se
najceSce koriste u ishrani prezivara izvrSili rangiranje na osnovu
dobijenih vrednosti za dostupnost skroba u buragu: ovas, pSenica,
jecam, kukuruz i sirak. Sporu razgradivost skroba kukuruza i sirka su
objasnili kao posledicu veze proteinskog matriksa i granula skroba, vrste
i udela proteinskih tela koje se nalaze u endospermu, i udela staklastog
endosperma (Rooney i Pflugfelder, 1986). Stoga, Van der Poel i sar.
(2005) navode da se kukuruz i sirak preraduju kako bi se povecala
svarljivost i razgradivost skroba u buragu, dok se jeCam, pSenica i ovas,
koji imaju brzo razgradiv skrob, mogu preraditi tako da dode do

smanjenja razgradivosti u buragu.

U preglednom radu Theurer (1986) navodi da se svarljivost skroba
celog zrna kukuruza kroz ceo digestivni trakt goveda krece u rasponu
77-94%. U buragu se svari 52-75% a u crevima 47-79% skroba koji
dospe do creva. Kada se zivotinjama daje celo zrno, ¢ak 30% celog zrna
moze da se pojavi u fecesu, stoga je prerada neophodna (Drskov, 1986).
Celo zrno sa netaknutim perikarpom je u velikoj meri otporno na varenje
zbog nemogucnosti bakterija da se pricvrste na njegovu povrSinu

(Huntington, 1997). U ishrani mle¢nih krava zrno kukuruza se mora
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preraditi kako bi ga krave maksimalno svarile, verovatno zato Sto ga nece

dovoljno sazvakati (Owens i sar., 1986).

Zitarice se preraduju primenom razlicitih kombinacija toplote,
vlage, vremena i mehanickih sila. Na taj nacin se pruza mogucnost
bakterijama da se pricvrste na povrSinu granula skroba, pa se time
povecava njegova svarljivost. Takode, dolazi do razruSavanja strukture
endosperma, naruSavanja proteinskog matriksa koji okruzuje granule
skroba u endospermu i do zelatinizacije skrobne granule (Kotarski i sar.,
1992). Zbog svega navedenog skrob postaje dostupniji dejstvu enzima
mikroorganizama koji se nalaze u buragu, a takode i dejstvu enzima
pankreasa (Hale, 1973; Theurer, 1986). Sumiranjem rezultata 49 ogleda
McLeod i sar. (2006) su objavili da je svarljivost skroba kukuruza, kod
mlec¢nih krava i tovnih junadi, bila povecana nakon tretmana vlagom,
mehanickim pritiskom, i/ili toplotom. Preradom se moze uticati i na
karakteristike razgradnje hranjivih materija u buragu, takode i na mesto
varenja, Sto je veoma korisno prilikom optimizacije obroka za prezivare.
Theurer (1986) navodi da je glavni efekat pravilne prerade Zitarica
pomeranje mesta varenja skroba iz creva u burag, koje je praceno
povecanjem svarljivosti na oba mesta. Preradom se najceSce povecava
brzina fermentacije i svarljivost skroba u buragu, a zitarice koje kada su
netretirane imaju nisku svarljivost u buragu, kao Sto su sirak i kukuruz,
u najvecoj meri reaguju na primenjeni tretman (Knowlton, 2001; Zebeli i

sar., 2010).

Pregledom literature utvrdeno je da su mlevenje, suvo valjanje,
parno valjanje i parno flekicenje najceSce ispitivani tretmani kukuruza
koji se koristi u ishrani prezivara primenom in vitro, in situ i in vivo
tehnike (Owens i sar., 1986; Theurer, 1986; Chen i sar., 1994;
Huntington, 1997; Theurer i sar., 1999; Firkins i sar., 2001; Cooper i
sar., 2002; Zinn i sar., 2002; Armbruster, 2006; Matsushima, 2006;
Domby, 2013). Huntington (1997) je objedinio rezultate 15 ogleda koji su
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publikovani od 1986 do 1995 godine i objavio da je srednja vrednost
svarljivosti skroba u buragu 49,5% za kukuruz koji je bio mleven, dok je
za suvo valjan, parno valjan i parno flekican svarljivost bila veca i
iznosila je 76,2, 72,1 i 84,8%, respektivno. Dobijeni rezultati su u skladu
sa vrednostima koje su objavili Cooper i sar. (2002) u in vivo ogledu sa
tovnim junadima. U istom ogledu Cooper i sar. (2002) su primenili i in
situ tehniku kako bi odredili vrednosti razgradivosti skroba u buragu. In
vivo i in situ podaci su imali slican trend, ali je in situ razgradivost skroba
u buragu bila u proseku 22 procentnih jedinica niza nego u in vivo
ogledu, Sto su autori objasnili razli¢itom pripremom uzorka. Svarljivost
skroba kroz ceo digestivni trakt je iznosila 96,1% za suvo valjan kukuruz
i 99,8% za parno flekican kukuruz u ogledu Cooper i sar. (2002). Na
osnovu brojnih istrazivanja dostupnih u literaturi moze se zakljuciti da
se parnim flekicenjem povecava svarljivost kukuruza u buragu, crevima i
celom digestivnom traktu (Theurer i sar., 1999), ¢ime se povecava
iskoristljivost kukuruza u ishrani u poredenju sa celim ili suvo valjanim

zrnom (Zinn i sar., 2002).

Peletiranje, u kombinaciji sa ekspandiranjem, povecava in situ
razgradivost skroba dve kompletne smeSe za krave (Van der Poel i sar.,
20095). U poredenju sa netretiranom smeSom, peletiranje i ekspandiranje
su doveli do smanjenja velicine cestica i do povecanja stepena
zelatinizacije. Van der Poel i sar. (2005) navode da na osnovu
analiziranih 11 kompletnih smeSa, srednja vrednost povecanja
svarljivosti skroba u buragu nakon peletiranja iznosi 12,5%. Na osnovu
ovih rezultata, vrednosti za skrob koji izbegne varenje u buragu u
holandskim tablicama za ishranu se koriguju za 12,5% za efekat

peletiranja (Goelema i sar., 1999).

Ekstrudiranje se najceSce koristi za termicku obradu hrane za
monogastricne zivotinje i kucne ljubimce zato Sto dolazi do delimicne

zelatinizacije skroba c¢ime se postize efikasnije koriScenje ugljenih
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hidrata. U preglednom radu Offner i sar. (2003) utvrdeno je povecanje
razgradivosti skroba u buragu u iznosu od oko 40% za ekstrudirani
kukuruz u poredenju sa netretiranim, S$to je ujedno i najveci iznos
povecanja koji je zabelezen u pomenutom radu u kome je analizirano 8
fizickih, hemijskih i termickih tretmana kukuruza. U istrazivanju
Solanas i sar. (2005) ekstrudiranje koncentrovanog dela obroka je dovelo
do pozitivnih rezultata prilikom tova goveda, a posebno kada su zivotinje
jos mlade. Takode, Reyes-daquez i sar. (2011) su ekstrudiranjem smeSe
koja je sadrzala brasno pasulja iskoristili sporedni proizvod prehrambene
industrije, a dobijeni proizvod je zadovoljavao zadate nutritivne

kriterijume.

Pregledom dostupne literature ustanovljeno je da postoji jo$
nekoliko termickih tretmana koji se koriste za preradu kukuruza u
ishrani prezivara, a koji nisu predmet istrazivanja ove disertacije, a to su
ekspandiranje i tretman mikrotalasima. U radu Tothi i sar. (2003)
ekspandiranje kukuruza je dovelo do povecanja in situ razgradivosti
skroba u poredenju sa netretiranim kukuruzom (72 naspram 60%), i do
povecanja brzine ragradnje. Tretman kukuruza mikrotalasima u trajanju
od 3 i 5 minuta je doveo do povecanja, a u trajanju od 7 minuta do
smanjenja in situ efektivne razgradivosti skroba u buragu (Sadeghi i

Shawrang, 2006).

Pregledom dostupne literature nisu pronadeni radovi u kojima se
analizira uticaj mikronizacije na svarljivost skroba kukuruza kod krava,
bilo da se radi o in vivo ili in situ ogledima. U istrazivanju McAllister i
Sultana (2011) analiziran je uticaj mikronizacije na viSe sorti pSenice u
in situ ogledu sa kastriranim volovima. U istrom istrazivanju ispitan je
uticaj mikronizacije na jednom uzorku kukuruza, a dobijeni rezultati su
ukazali na znacajno smanjenje brzine razgradnje skroba kukuruza sto je
uticalo na smanjenje koli¢ine skroba koji se razgradi nakon 96h

inkubacije u buragu kastriranih volova. U istrazivanju Sadeghi i sar.
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(2012) in situ analiza mikroniziranog kukuruza je radena na
infistuliranim ovnovima, kod kojih je primenjeni tretman takode izazvao
smanjenje brzine i efektivne razgradivosti skroba u buragu u poredenju
sa netretiranim uzorkom. Grupa autora iz Kanade (Mustafa i sar., 2002;
Gonthier i sar., 2004) ispitivala je uticaj mikronizacije lanenog semena u
ishrani goveda. U najvecem broju dostupne literature u kojoj se ispituje

uticaj mikronizacije istrazivanja se odnose na ishranu prasadi i svinja.

U ogledima sa mlec¢nim kravama prerada kukuruza i sirka je
dovela do povecanja proizvodnje mleka i koncentracije proteina u mleku,
zajedno sa poboljSanim koriS¢enjem hranjivih materija, kao posledica
tretmana koji je povecao fermentaciju skroba u buragu (Firkins i sar.,
2001; Knowlton, 2001). PoboljSanje je takode zabelezeno i kod tovnih
junadi (Huntington, 2000). U bioloSkom ogledu Stojanovi¢ i sar. (2008)
mikronizirani kukuruz zajedno sa ekstrudiranom sojom je povecao

nutritivnu vrednost koncentrata u ishrani odluc¢ene teladi.

2.4. METODE ZA PROCENU SVARLJIVOSTI HRANE

Hrana za Zivotinje se analizira kako bi se dobile informacije o
njenoj vrednosti kao izvoru hranljivih materija. Kada postoji mogucnost
izvode se in vivo merenja koja zahtevaju zivotinje, relativho veliku
koli¢inu ispitivane hrane i vreme. Pomenuta merenja su skupa, a osim
toga potrebno je uloziti intenzivan rad Sto ih ne ¢ini pogodnim za
rutinsko izvodenje. Moguce reSenje ovog problema su brze i jeftine
laboratorijske metode za rutinsko predvidanje in wvivo svarljivosti
organske materije (SOM) u ishrani prezivara. Postoji nekoliko
laboratorijskih postupaka koji se koriste za predvidanje SOM hrane za
prezivare, a zasnivaju se na hemijskoj analizi ili bioloSkim metodama
koje simuliraju proces varenja. Getachew i sar. (1998) navodi tri tehnike

svarljivosti (bioloSke metode) trenutno dostupne za odredivanje hranljive
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vrednosti hrane za prezivare: 1) fermentacija mikroorganizmima iz
buraga, 2) hidroliza enzimskim preparatima i 3) in situ inkubacija

uzoraka u buragu.

2.4.1. HEMIJSKA ANALIZA

Sastav hrane u smislu njegovih osnovnih komponenti (vlaga, sirovi
proteini, mast, pepeo, sirova celuloza i bezazotne ekstraktivne materije)
se koristio kao pocetna tacka za vrednovanje hrane joS od devetnaestog
veka. Primer predvidanja svarljivosti iz hemijskog sastava su prikazali
Sauvant i sar. (2004). Dobijeni prediktivni modeli su se zasnivali na
parametrima celijskog zida (sirova celuloza, NDF, ADF) razli¢itih hraniva
koja se koriste u ishrani prezivara. Hraniva su podeljena u Sest grupa,
stoga dobijeno je Sest glavnih prediktivnih modela. Vrednosti R2 u
dobijenim jednacinama su se kretale od 0,74 do 0,98, a mnoge od
dobijenih jednacina su imale sirovu celulozu kao glavni prediktor.
Nasuprot ovome mnogi autori navode u svojim istrazivanjima da
hemijski sastav i pojedine frakcije celijskog zida imaju loSu sposobnost
predvidanja in vivo svarljivosti smeSa, koncentrovanih i kabastih hraniva
(Aerts i sar., 1977; De Boever i sar., 1986; Andrighetto i sar., 1992;

Iantcheva i sar., 1999; Kitessa i sar., 1999).

2.4.2. IN VITRO TEHNIKA

Druga mogucnost su in vitro tehnike koje se zasnivaju na
inkubaciji mikrobnim inokulumom iz buraga koji se koristi kao medijum
za varenje. Gosselink i sar. (2004) navode da su najprihvacenije in vitro
tehnika Tilley i Terry (1963) i tehnika produkcije gasa koju su razvili
Menke i Steingass (1988). Nedostaci navedenih metoda proizilaze iz
problema vezanih za koriSc¢enje buraznog inokuluma. Tecnost iz buraga

mora biti sveza Sto podrazumeva postojanje Zivotinja sa fistulama (koje
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nisu dostupne svim laboratorijama) zato Sto se cuvanjem tecnosti
aktivnost mikroorganizama gubi ili menja. Na rezultate takode utice
variranje kvaliteta teCnosti iz buraga do kog moze doci zbog vrste i
ishrane zivotinje iz koje se inokulum uzima, vremena prikupljanja i u
kojoj meri se odrzavaju anaerobni uslovi, optimalan pH i temperatura
(Jones i Theodorou, 2000; Adesogan, 2002; Lopez, 2005). Ovi nedostaci
se mogu izbeci koriS¢enjem egzogenih enzima za inkubaciju hrane koji

imaju za cilj da imitiraju digestivne procese u zivotinji.

2.4.3. ENZIMSKE METODE

Upotreba enzima kao alternativa buraznom inokulumu ima
prednost prevazilazenja potrebe =za zivotinjama sa fistulama i
anaerobnim procedurama, pojednostavljenje analiticke metodologije i

eliminisanje varijabilnost u aktivnosti inokuluma (Lopez, 2005).

Egzogeni enzimi mogu da razloze razlicite delove biljaka koji se
mogu podeliti na one koji ¢ine strukturu biljke (konstituenti celijskog
zida) i one koji su sadrzani unutar celija (Celijski sadrzaj) (Jones i
Theodorou, 2000). Celijski sadrzaj je sustinski potpuno svarljiv in vivo
(ugljeni hidrati, skrob, proteini, organske kiseline, lipidi i rastvorljivi
minerali), dok se sastojci celijskog zida (celuloza, hemiceluloza i lignin)
razlikuju u svarljivost (Lopez, 2005). Razlike u svarljivosti proizilaze iz
njihove polimerne konfiguracije, stepena kristalnosti i stepena
lignifikacije (Jovanovic¢ i sar., 2009). Imajuci u vidu da enzimi koji se
koriste u analitickim procedurama treba da odrazavaju digestivne
procese prezivara, njihov zadatak je da uklone rastvorljive sastojke
(Celijski sadrzaj) i da u znacajnoj meri rastvore celijski zid kod kog nije

doslo do lignifikacije ili je ona umerena (Van der Baan, 2008).
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U pocetku, metode je Cinila samo jedna etapa koja se sastojala od
inkubacije uzoraka hrane neko odredeno vreme u rastvoru pufera koji je
sadrzao celulazu. Medutim, niske izmerene vrednosti nestanka supstrata
su sugerisale da enzimi nisu mogli da uklone sve rastvorljive sastojke
hrane. Stoga, predlozeni su razliCiti tretmani uzoraka koji ¢e prethoditi
inkubaciji u celulazi, poput inkubacije u kiselom pepsinu (lowerth i sar.,
1975) ili u amilazi (Dowman i Collins, 1982), ekstrakcija u neutralnom
deterdzentu (Roughan i Holland, 1977) ili tretman jakom kiselinom (De
Boever i sar., 1988). Potencijal ovih tehnika u evaluaciji hrane zavisi od
pouzdanosti jednacCina predvidanja dobijenih za in vivo svarljivost.
Rezultati prikazani u literaturi ukazuju da je enzimska rastvorljivost
dobra za procenu svarljivosti (De Boever i sar., 1986; De Boever i sar.,
1988; Jones i Theodorou, 2000; Pali¢ i Muller, 2006; Pali¢ i Leeuw,
2009).

Lopez (2005) navodi da na dobijene regresione jednacine utice
vrsta kabastog hraniva, tretmani koji prethode i poreklo enzima, ali da
bez obzira na to, kada je cilj jednostavno relativnho rangiranje po
svarljivosti, enzimske metode su atraktivha mogucnost. U poredenju sa
metodama koje koriste inokulum iz buraga one Stede novac, rad i vreme,
a takode za njihovo izvodenje nisu potrebne zivotinje sa fistulama.
Jednostavnije su za izvodenje i imaju bolju reproduktivnost (De Boever i

sar., 1986) Sto ih €ini izuzetno pogodnim za rutinsku upotrebu.

Weisberg i Hvelplund (1993) su razvili in vitro multi-enzimsku
metodu za odredivanje svarljivosti organske materije (SOM)
koncentrovanih hraniva koja se koriste u ishrani prezivara. Princip
odredivanja SOM se sastoji najpre u inkubiranju uzorka rastvorom
kiselog pepsina tokom 24 sata u cilju razgradnje proteina. SmeSa se
potom zagreva do 80°C u cilju inaktivacije pepsina i stvaranja uslova za
hidrolizu skroba. Nakon ispiranja vodom ispitivani uzorak se inkubira u

smesSi enzima tokom cega dolazi do razgradnje skroba i svarljivih
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ugljenih hidrata iz celijskih zidova. Nesvarljivi ostaci se ispiraju toplom
vodom, a zatim acetonom u cilju ekstrakcije masti. Za izracunavanje in
vitro SOM potrebno je odrediti sadrzaj suve materije i pepela u
nesvarenom ostatku uzorka. Tokom godina potvrdena je upotreba
pomenute metode i predvidanje in vivo SOM slame (Hvelplund i sar.,
1999), hraniva (Pali¢ i Muller, 2006) i kompletnih smesa (Pali¢ i Leeuw,
2009), kao i za kalibraciju NIR uredaja (Poji¢ i sar., 2008). U navedenim
radovima multi-enzimska metoda se pokazala podjednako pouzdana u
predvidanju in vivo SOM kao i in vitro metoda Tilley i Terry (1963) za cije
izvodenje je neophodan burazni sok odnosno infistulirane zivotinje.
Takode, navedena metoda je zvanicna metoda u Danskoj za procenu in
vivo SOM koncentrovanih hraniva i smeSa (Akerlind i sar., 2011),

primenom formule:

In vivo svarljivost = 5,38 + 0,867 x (in vitro enzimska svarljivost (%)) (1)

2.4.4. IN SITU TEHNIKA

In situ tehnika (takode poznata pod nazivom in sacco odnosno
nylon bag tehnika) se koristi za procenu razgradnje hranljivih materija u
buragu. Prednost ove tehnike u odnosu na ostale laboratorijske tehnike
je ta Sto ona ukljucuje procese varenja koji se deSavaju u buragu zivih
zivotinja (Van der Baan, 2008). Nedostatak je taj Sto se u jednom
trenutku moze analizirati mali broj uzoraka i Sto je potrebno imati
zivotinje sa fistulama. Direktan metod merenja razgradnje hrane u
buragu se sastoji od postavljanja male kolic¢ine hrane u nerazgradivu
poroznu kesu, suspendovanja kese u burag i merenja nestanka
komponenti hrane nakon inkubacije (Jdrskov i sar., 1980). Ova tehnika je
veoma stara i prvi put je koriScena 1939 godine u ogledu sa ovcama.
Medutim, u svim tadasSnjim studijama nije bilo pokuSaja da se opiSu

krive razgradnje regresijom. Tek 1980-ih je ova tehnika upotrebljena za
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dobijanje procene brzine i stepena razgradnje u buragu. Mnoge in situ
podatke pruzaju brojne kineticke studije nestanka azota koje su
koriScene za razvijanje modernih sistema za procenu zahteva prezivara
za hranom i proteinima. Takode, za opisivanje kinetike razgradnje ostalih
komponenata hrane, kao §to su skrob i strukturni ugljeni hidrati, sve
ceSce se upotrebljava i ova tehnika (Kopcekova i sar., 2010; Chrenkova i

sar., 2012; Peyrat i sar., 2014; Hao i sar., 2016).

2.4.4.1. METODE ZA PROCENU SVARLJIVOSTI NAKON RUMENA

Druga, novija primena in situ tehnike, je mobile bag tehnika.
Razvijena je za procenu dostupnosti proteina u crevima koji nisu
razgradeni u buragu (De Boer i sar., 1987). Uzorci se najpre inkubiraju u
buragu nakon cega se odmeravaju u malu kesu i uvode preko
duodenalne fistule u creva gde slobodno prolaze, pa se uzimaju na kraju
tankog creva ili iz fecesa. Materijal koji kontaminira uzorke se uklanja
pranjem a nesvareni ostatak se analizira. Faktori koji uticu na rezultate
dobijene ovom tehnikom su poroznost kese, vreme inkubacije u buragu,
vreme zadrzavanja u crevima i mesto uzimanja kesa (ileum ili feces)
(Lopez, 2005). Ova metoda se sa velikim uspehom koristi za procenu
svarljivosti proteina i aminokiselina u crevima (Weisbjerg i sar., 1996),
dok je broj radova koji analiziraju skrob veoma mali. Takode, prema
saznanju autora a na osnovu pregleda dostupne literature, postoji samo
jedno istrazivanje (Ghoorchi i sar., 2013) u kome se porede rezultati
svarljivosti skroba dobijenih primenom mobile bag metode sa in vivo

svarljivoScu.
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Poglavlje 3
Cilj rada

Na osnovu pregleda dosadasnjih istrazivanja ustanovljeno je da se
u velikom broju eksperimenata koji se izvode sa ciljem procene
efikasnosti primene razli¢itih vrsta tretmana na poboljSanje svarljivosti
hrane kod prezivara, najceSce analizira uticaj jednog ili dva tretmana i
poredi sa mlevenjem. Takode, u datim studijama veoma cesto se
izostavlja opis samog tretmana i primenjenih parametara (npr.
temperatura, vreme, vlaga), vec se navodi samo ime tretmana. Za
pravilno tumacenje dobijenih rezultata u bioloSkim ogledima sa
zivotinjama neophodno je prethodno odrediti fizicko-hemijske
karakteristike netretiranog skrobnog materijala i promene koje nastaju
nakon primenjenog tretmana, Sto takode veoma cesto nije slucaj u

dostupnoj literaturi.

Imajuc¢i u vidu navedene Ccinjenice, osnovni cilj istrazivanja u
okviru ove disertacije je analiza uticaja razli¢itih termickih tretmana na
promene skrobne komponente i svarljivost kukuruza kod prezivara. U tu
svrhu primenjeni su tretmani peletiranja, parnog flekicenja,
mikronizacije i ekstrudiranja na uzorcima kukuruza i potpune smese za
krave muzare. Fizicko-hemijske karakteristike netretiranog materijala i
promene koje su nastale kao posledica termickog tretmana, su

analizirane primenom pouzdane metodologije koja se koristi u analizi
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hrane. Promene u strukturi su pracene pomocu skening elektronske
mikroskopije i diferencijalne skenirajuce kalorimetrije, dok su promene u
hidrataciji i bubrenju uzoraka odredene analizom krive pastiranja,
indeksa apsorpcije vode (WAI) i indeksa rastvorljivosti u vodi (WSI). In
situ tehnikom je pracena promena brzine svarljivosti skroba i suve
materije u buragu prezivara i uticaj razlicitih termickih tretmana na
mesto varenja skroba kukuruza. Promene u svarljivosti organske
materije (SOM) kroz ceo digestivni trakt prezivara su odredene in vitro
multi-enzimskom metodom. Takode je razmatrana mogucnost primene
pomenute metode za procenu uticaja termickih tretmana na SOM kod

prezivara.

38



Doktorska disertacija Bojana Kokié

Poglavlje 4

Materijal i metode

4.1. MATERIJAL

Eksperimentalni deo doktorske disertacije je izveden u okviru
eksperimenta 1 i eksperimenta 2. U eksperimentu 1 je tretiran i
analiziran kukuruz sorte ZP 666 koji je uzgajan na teritoriji Srbije tokom
2012 godine. U eksperimentu 2 je tretirana i analizirana potpuna smesa
na bazi kukuruza za krave muzare preko 20 1/dan mleka. Upotrebljena
hraniva i receptura potpune smesSe za krave muzare su prikazani u tabeli
2. Hraniva koriSc¢ena za istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su
dobijena od FSH ,Komponenta“ iz Cuprije. U eksperimentu 1 i 2

upotrebljen je isti kukuruz.

Tabela 2. Potpuna smesSa na bazi kukuruza za krave muzare

Hranivo Udeo u smesi (%)
Kukuruz 59
Suncokretova sacma (33% proteina) 24

Sojina sacma (44% proteina) 13

Kreda 2
Monokalcijum fosfat 0,9
Stocna so 0,6
Premiks 0,5
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U oba eksperimenta primenjena su 4 razlicita termicka tretmana:
1) peletiranje 2) parno flekicenje 3) mikronizacija i 4) ekstrudiranje.
Parametri u ispitivanim termickim tretmanima su odabrani tako da
budu bliski onima u industrijskoj praksi. U eksperimentu 2 peletiranje i
ekstrudiranje su izvedeni na potpunoj smesi Ciji je sastav prikazan u
tabeli 2. U istom eksperimentu parno flekicenje i mikronizacija su
izvedeni na zrnu kukuruza. Potpuna smeSa je formirana tako Sto je
pomeSano parno flekicano odnosno mikronizirano zrno kukuruza i
peleta. Peletu su cinile sve komponente iz tabele 2 izuzev kukuruza, a u
nastavku teksta ovu smesu cemo oznaciti kao ,peleta bez kukuruza“. U
tabeli 3 je dat prikaz svih uzoraka iz eksperimenta 1 i 2, takode i njihove

oznake.

4.2. TEHNOLOSKI PROCES PELETIRANJA

Tehnoloski proces peletiranja kukuruza i potpune smese za krave
muzare sa i bez kukuruza je izveden u pilot postrojenju Naucnog
instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu. Za mlevenje
kukuruza koriS¢en je mlin c¢ekicar, Tip 11, ,ABC InzZenjering“, Pancevo,
Srbija, na situ veli¢ine otvora 4 mm. Ostale sirovine koje ulaze u sastav

smeSe su dobijene u obliku koji nije zahtevao naknadno mlevenje.

Za meSanje i kondicioniranje kukuruza, takode i potpune smese sa
i bez kukuruza, koriScena je dvoosovinska lopatasta mesSalica -
kondicioner, model SLHSJO0.2, ,Muyang”, Kina. Vreme meSanja je
iznosilo 90 sekundi Sto je prethodnim analizama utvrdeno da je
optimalno vreme meSanja za datu mesalicu. U materijal je dozirana para
pritiska 2 bara do postizanja temperature od 80°C nakon cega je

materijal ispusSten u koS ispod mesSalice - kondicionera.
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Tabela 3. Oznake uzoraka u eksperimentu 11 2

k k
Eksperiment 1 Oznaka Eksperiment 2 Oznaka
uzorka uzorka
Netreti t
Netretiran kukuruz NK evre irana potpuna NS
smeSa za krave muzare
Peletiran kukuruz Pevletlrana potpuna
(61°C) PK smeSa za krave muzare PS
(75°C)
Parno flekican kukuruz
P flekican kuk
arhio 1e lcfn uRuriz FK (FK) + peleta bez FS
(85°C)
kukuruza
Mikroniziran kukuruz Mikroniziran kukuruz
bez dodatka pare MK1 (MK1) + peleta bez MS1
(125°C) kukuruza
Mikroniziran kukuruz Mikroniziran kukuruz
sa dodatkom pare MK2 (MK2) + peleta bez MS2
(111°C) kukuruza
Mikroniziran kukuruz Mikroniziran kukuruz
sa dodatkom pare MK3 (MK3) + peleta bez MS3
(125°C) kukuruza
Ek i
Ekstrudiran kukuruz s:trudlrana potpuna
(80°C) EK1 smesa za krave muzare ES1
(80°C)
Ek i
Ekstrudiran kukuruz s:trudu‘ana potpuna
(95°C) EK2 smeSa za krave muzare ES2
(95°C)
Ek i
Ekstrudiran kukuruz s:trudlrana potpuna
(110°C) EK3 smeSa za krave muzare ES3
(110°C)
Ekstrudiran kukuruz
EK4
(130°C) / /
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Za peletiranje je koriScena pelet presa sa ravnom matricom 14-
175, ,Amandus Kahl”, Nemacka (slika 6). Kod ove vrste pelet prese
matrica je fiksirana i nalazi se u horizontalnoj ravni. Materijal se
rasporeduje po povrSini matrice i presuje kroz otvore matrice uz pomoc
dva rotirajuca valjka. Sa donje strane matrice se nalaze rotirajuci nozevi
koji odsecaju formirane pelete na duzinu od 15 mm. Pre¢nik otvora
matrice iznosio je 6 mm a duzina otvora matrice 36 mm. U tabeli 4 su

navedeni postignuti parametri peletiranja za svaki tretirani uzorak.

Slika 6. Pelet presa sa ravnom matricom

Tabela 4. Parametri peletiranja

Vlaga Protok  PotroSnja Temperatura

Uzorak kondicioniranog materijala energije peletiranja
materijala (%) (kg/h) (kW) (°C)

PK 16,52 15,4 0,55 61
PS 17,12 16,2 0,91 75
Peleta bez

16,13 15,3 1,03 80
kukuruza

PK - peletiran kukuruz; PS - peletirana smesa;
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4.3. TEHNOLOSKI PROCES PARNOG FLEKICANJA

Tehnoloski proces parnog flekicanja celog zrna kukuruza je
izveden u FSH ,Opulent u Curugu na uredaju za parno flekicenje
Zitarica proizvodaca Ottevanger, Holandija (slika 7). Zrno kukuruza je
zadrzano u usipnom kosu iznad uredaja gde je materijal kondicioniran
tokom 30 minuta dodatkom pare pritiska 10 bara. Vlaga zrna kukuruza
nakon kondicioniranja, a pre prolaska kroz valjke, je iznosila 14,36% i
dostignuta je temperatura od 85 °C. Finalni oblik tretiranog zrna tj.

flekica dobijen je prolaskom materijala izmedu nazubljenih valjaka.

Slika 7. Uredaj za parno flekicanje zrna kukuruza
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4.4. TEHNOLOSKI PROCES MIKRONIZACIJE

Tehnoloski postupak mikronizacije celog zrna kukuruza je izveden
u FSH ,Komponenta“ u Cupriji (slika 8). Zrno kukuruza je zadrzano u
usipnom koSu iznad uredaja gde je materijal kondicioniran tokom 15
minuta dodatkom pare pritiska 4 bara. Iz usipnog koSa materijal je
doziran u tankom sloju na vibro traku dimenzija 1,1 x 3,4 m. Protok
materijala je iznosio 500 kg/h, a temperatura je merena na pocetku,
sredini i kraju vibro trake. Finalni oblik tretiranog zrna tj. flekica dobijen
je prolaskom materijala izmedu nazubljenih valjaka. U tabeli 5 su

navedeni postignuti parametri mikronizacije za 3 uzorka kukuruza.

Slika 8. Uredaj za mikronizaciju zrna kukuruza

Tabela 5. Parametri mikronizacije kukuruza

Vlaga zrna Temperatura merena na razlicitim

kukuruza nakon pozicijama na vibro traci (°C)

Uzorak S
kondicioniranja . . .
(%) pocetak sredina kraj
MK1 /* 80 107 125
MK2 14,29 95 106 111
MK3 14,29 97 112 125

* zrno kukuruza nije kondicionirano; MK1-MK3 - mikroniziran kukuruz
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4.5. TEHNOLOSKI PROCES EKSTRUDIRANJA

Tehnoloski proces ekstrudiranja kukuruza, takode i potpune
smeSe za krave muzare, je izveden u pilot postrojenju Naucnog instituta
za prehrambene tehnologije u Novom Sadu. Pre ekstrudiranja materijal
je samleven i kondicioniran na uredajima opisanim u odeljku 4.2. Vlaga

kondicioniranog kukuruza je iznosila 17,31%, a potpune smeSe 17,50%.

Ekstrudiranje kukuruza i potpune smeSe za krave muzare je
izvedeno na jednopuznom ekstruderu OEE 8, AMANDUS KAHL GmbH &
Co. KG, Nemacka (slika 9). Broj i precnik otvora na matrici, brzina
obrtanja puza ekstrudera, protok materijala, iskoriSc¢enje i snaga motora,
vlaga kondicioniranog materijala i temperatura prilikom ekstrudiranja

kukuruza i potpune smesSe za krave muzare su prikazani u tabeli 6.

Slika 9. Jednopuzni ekstruder
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Tabela 6. Parametri ekstrudiranja

. Brzina e Vlaga
Broj otvora x . Protok Iskoriscenje Snaga Lo
= obrtanja . kondicioniranog Temperatura
Uzorak precnik otvora B materijala motora motora .. o
matrice puza (kg/h) (%) (kW) materijala (°C)
(Hz) (%)
EK1 2 x 8 mm 50 39,6 20 5,5 17,31 80
EK2 2 x 8 mm 75 19,8 10 5 17,31 95
EK3 3 x 5 mm 50 19,8 10 5 17,31 110
EK4 3 x5 mm 55 79,2 40 9,5 17,31 130
ES1 2 x 8 mm 33 47,8 25 5 17,50 80
ES2 2 x 8 mm 69 19,1 10 4 17,50 95
ES3 3 x 5 mm 25 76,6 40 7,5 17,50 110

EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz; ES1-ES3 - ekstrudirana smesa
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4.6. ODREDIVANJE OSNOVNOG HEMIJSKOG SASTAVA

Sadrzaj vlage, skroba, proteina, celuloze i pepela je odreden prema
Pravilniku o metodama uzimanja uzoraka i metodama fizickih, hemijskih
i mikrobioloskih analiza stoéne hrane "Sluzbeni list SFRJ" br. 15/87.
Sadrzaj vlage je odreden prema metodi 6 navedenog pravilnika, susSenjem
na 105°C do konstantne mase. Sadrzaj skroba je odreden polarimetrijski
prema metodi 17. Sadrzaj proteina je odreden titrimetrijski po Kjeldahl-u
(metoda 7), celuloza po Weender-u (metoda 16), a pepeo gravimetrijski

(metoda 18).

4.7. ODREDIVANJE STEPENA ZELATINIZACIJE
DIFERENCIJALNOM SKENIRAJUCOM KALORIMETRIJOM

Promene u kristalnoj strukturi skroba tokom zelatinizacije pracene
su diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom pomocu uredaja DSC
204 F1 Phoenix®, Netzsch, Nemacka. Kalorimetar je kalibrisan uz pomoc¢
standarda indijuma. PribliZno 4 mg uzorka je odmereno direktno u DSC
posudu nakon cega je mikropipetom dodata voda tako da je odnos
uzorak/voda bio 1:2. Posudice su hermeticki zatvarane i ostavljene preko
noc¢i. Uzorci su zagrevani brzinom od 10°C/min u rezimu porasta
temperature od 20 do 95 °C. Prazna DSC posuda sluzila je kao

referentna.

Kalorimetrijskom metodom izmerena je entalpija zelatinizacije (AH)
uzorka tj. energija koja je potrebna za postizanje potpune Zelatinizacije
skroba. AH je odreden iz povrSine pika na termogramu i izrazen u J/g
preracunato na suvu materiju uzorka. T, je temperatura na kojoj se
tangenta pika (strana pika sa niZom temperaturom) ukrSta sa baznom

linijom; T, je temperatura na vrhu pika, a Te je temperatura na kojoj se
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tangenta pika (strana pika sa viSom temperaturom) ukrSta sa baznom

linijjom (slika 10).

%0 ] @ [ 0

Slika 10. Primer DSC termograma

Stepen zelatinizacije (SZ) je izracunat poredenjem AH netretiranog

uzorka sa termicki tretiranim uzorkom (Holm i sar., 1988; Zarguili i sar.,

2006):

SZ (%) = (1‘ AHtermicki tretiran/AHnetretiran) x 100 (2)

4.8. ODREDIVANJE INDEKSA APSORPCIJE VODE (WAI) I
INDEKSA RASTVORLJIVOSTI U VODI (WSI)

Indeks apsorpcije vode (engl water absorption index - WAI) i
indeks rastvorljivosti u vodi (engl. water solubility index - WSI) su
odredeni prema metodi Anderson i sar. (1970) opisanoj u radu Lazou i
Krokida (2010). U izmerenu epruvetu za centrifugu od 15 ml dodato je 5

ml destilovane vode i 0,2 g samlevenog uzorka koji je odmeren sa
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preciznoScu od 1 mg. Nakon meSanja uzorka na Vortex mikseru 2 min
uzorak je centrifugiran 20 minuta na 2000 o/min. Supernatant je
dekantovan u tariranu posudu za isparavanje. Istalozeni deo uzorka je

izmeren i WAI (g/g) je izracunat kao:

masa istalozenog uzorka (g)

WAI =

(3)

masa uzorka (g SM)

Indeks rastvorljivosti u vodi (WSI) je odreden iz koli¢ine suve materije

nakon uparavanja supernatanta (g/100 g):

masa rastvorene ¢vrste materije u supernatantu (g)

WSI = x 100 4)

masa uzorka (g SM)

Uzorci su analizirani u triplikatu.

4.9. ODREDPIVANJE REOLOSKIH SVOJSTVA

ReoloSka svojstva uzorka ispitana su uz pomoc¢ reometra HAAKE
Mars, Thermo Scientific, Nemacka. Pracenje promene viskoziteta tokom
zelatinizacije izvedeno je uz pomoc¢ sledeceg pribora: posude cilindra
Z43S koja je nazubljena kako bi se sprecilo proklizavanje materijala u
toku merenja i1 propelerskog rotora FL2B (slika 11) specijalno
konstruisanog za skrobne suspenzije, sa prorezima koji poboljSavaju

mesSanje i sprecavaju talozenje na dnu posude.

Ovim testom ispitivane su 15% suspenzije (racunato na masu
osusSenog uzorka) pri cemu je kolicina dodate destilovane vode bila 60
ml. Suspenzije su temperirane na 25°C u trajanju od 3 min, a zatim
zagrevane do 95°C brzinom od 1,5°C/min, nakon cega je temperatura
odrzavana konstantnom (95°C) u toku 15 min, da bi ponovo bila

spustena na 25°C brzinom od 1,5°C/min. Brzina smicanja propelera u
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toku merenja je iznosila 10 s-1. Kako bi se sprecilo isparavanje vode u
toku merenja, koriScena je zaStita od isparavanja ("solvent trap" za Z40

geometriju). Merenja su izvodena u triplikatu.

Slika 11. Propelerski rotor FL2B

Dobijena je kriva promene viskoziteta u funkciji vremena i

temperature sa koje su ocitani sledeci parametri:

1. Pocetni viskozitet na 25°C koji oznacava viskozitet suspenzije
na pocetku faze grejanja (PV)

2. Maksimalni viskozitet na 95°C tj. viskozitet suspenzije pri
kojem je vecina granula dostigla maksimum bubrenja (MV)

3. Finalni viskozitet na 25°C koji oznacava viskozitet hladne paste
(FV)

4. Temperatura pocCetka zelatinizacije tj. temperatura u trenutku

porasta viskoziteta usled pocetka bubrenja skrobnih granula
(Te)

4.10. ODREDIVANJE MIKROSTRUKTURE

Samleveni uzorci su napareni zlatom na uredaju Sputter Coater

SCD 005, BALTEC SCAN (WD=50mm, za 90s, struja 30mA) i posmatrani
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skening elektronskim mikroskopom JMS SEM 6460 LV (JEOL Ltd.,
Japan), pri naponu ubrzanja od 25 KV. Uvecanje je prikazano na dnu

svake slike.

4.11. ODREDIVANJE RAZGRADIVOSTI SUVE MATERIJE 1
SKROBA U BURAGU

Efektivna razgradivost SM, skroba i parametri razgradivosti (a, b i
c) su odredeni in situ metodom (Harazim i Pavelek, 1999). KoriScene su
tri zasusSene krave (Black Pied rase prosecne tezine 550 kg zZive vage) koje
imaju velike burazne fistule (¢ 10,5 cm). Zivotinje su hranjene dva puta
dnevno a voda im je bila dostupna ad libitum. Obrok je bio sastavljen od
70% kabaste hrane i 30% koncentrata na bazi suve materije (seno
lucerke, kukuruzna silaza, brasno zitarica (pSenica:jeCam 1:1), mineralni
i vitaminski dodatak). Oko 4,5 g uzorka hrane je samleveno na
laboratorijskom mlinu c¢ekicaru da prode sito velicine otvora 3 mm i
odmereno u kese (130 x 80 mm) napravljene od platna poliamida,
Uhelon 120T, sa veli¢inom pora od 47 um i inkubirano 3, 9, 16,24 148 h
u buragu. Nakon inkubacije kese su isprane pod mlazom hladne
cesmenske vode da bi se uklonio viSak buraznog sadrzaja. Kese su
oprane u masini za pranje veSa bez centrifuge (3 x 5 min) i zatim
osuSene na 60°C tokom 24 h. Nerazgradeni uzorci nakon 16h inkubacije
u buragu su osuSeni u liofilizatoru i upotrebljeni za odredivanje
svarljivosti skroba u crevima. Ostaci uzorka koji se nisu razgradili su
izmereni, a nakon toga su spojeni (za svako vreme inkubacije) i
samleveni u jedan uzorak u kom je odreden sadrzaj SM i skroba.

Procenat razgradivosti je izracunat po formuli:

__ (SM1-5M2)

Razgradivost SM (%) 1

100 (5)

SM1 - sadrzaj suve materije uzorka pre inkubacije u buragu

SM2 - sadrzaj suve materije ostatka uzorka nakon inkubacije u buragu
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Razgradivost skroba (%) = % * 100 (6)

SK1 - sadrzaj skroba u suvoj materiji uzorka pre inkubacije u buragu
SK2 — sadrzaj skroba u suvoj materiji ostatka uzorka nakon inkubacije u

buragu

Parametri razgradivosti SM i skroba su izracunati koriScenjem
Neway programa (Rowett Research Institute, Aberdeen, Great Britain) na

osnovu jednacina koje su opisali @rskov i McDonald (1979).

bxc
c+k

EfRS ili EfRSM = a + (7)

EfRS - efektivna razgradivost skroba
EfRSM - efektivna razgradivost SM
a — brzo razgradiva frakcija

b — potencijalno razgradiva frakcija
c — brzina razgradivosti frakcije b

k — brzina prolaza
Za proracun efektivne razgradivosti koriScena je brzina prolaza od

0,06 h-1. Pretpostavljeno je da ne postoji nerazgradiva frakcija tako da je

suma ai b bila 100% (Offner i sar., 2003).

4.12. ODREDIVANJE SVARLJIVOSTI SKROBA U CREVIMA

Tri jedinke oglednih ZzZivotinja (krava) sa stalnim T-kanulama u
dvanaestopalacnom crevu iza pankreasa su koriS¢ene za metodu mobile

bag odnosno procenu svarljivosti skroba nakon buraga. Nerazgradeni
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ostaci uzorka nakon 16 h inkubacije u buragu koji su osuSeni u
liofilizatoru i nakon toga homogenizovani, su izmereni u kesice veli¢ine
25 x 40 mm (napravljene od platna Uhelon 120T sa velicinom pora od 47
um). Uzorci u kesicama su inkubirani tokom 1 h u 2% rastvoru pepsina
u 0,IM HCI na 39°C. Nakon inkubacije kesice su ubacene u
dvanaestopalacno crevo, prema postupku koji su opisali Straalen i
Huisman (1991). Nakon 24 h kesice su uzete iz fecesa, oprane vodom i
osusSene na 60°C tokom 24 h. Nesvareni ostatak je izmeren nakon cega je
sadrzaj svih kesica istog uzorka pomeSan i homogenizovan da bi se

odredio sadrzaj skroba.

4.13. ENZIMSKO ODREDIVANJE SADRZAJA SKROBA

Odredivanje skroba u okviru in situ i mobile bag tehnike je
sprovedeno po enzimskoj metodi koju su opisali Salomonsson i sar.
(1984). Uzorak u duplikatu (0,125 g) je odmeren u 25 ml Pyrex epruvete
debelih zidova koje se mogu cvrsto zatvoriti ¢epom koji je oblozen
teflonom. U epruvetu je dodato 9,8 ml acetatnog pufera (0,1 M) i 0,1 ml
termostabilne a-amilaze (EC 3.2.1.1, Termamyl 120 L, Novo A/S,
Bagsvaerd, Danska, 132 KNU/g). Epruvete su zatim stavljene u vodeno
kupatilo na 100°C tokom 30 minuta. Nakon isteka vremena sadrzaj u
epruveti je promuckan i ponovo postavljen 30 minuta u kljucalo vodeno
kupatilo. Nakon uklanjanja iz vodenog kupatila, epruvete su ostavljene
da se ohlade do oko 40°C nakon cega je dodato 0,1 ml amiloglukozidaze
poreklom iz Aspergillus niger (EC 3.2.1.3, Sigma A-3514). Epruvete su
potom postavljene na 60°C u vodeno kupatilo tokom narednih 16 h uz
konstantno mesSanje. Nakon dodatka 50 ml 0,1 M acetatnog pufera,
sadrzaj iz epruvete je prebacen u plasticnu posudu sa cepom i
centrifugiran na 3000 o/min na 5°C tokom 10 min. 20 ul supernatanta
je zatim odmereno u kivetu u 3 paralele. Dodato je 2 ml glucose liquid

1000 (Biolatest, Lachema) i nakon 40 min na sobnoj temperaturi
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apsorbanca je oCitana na 546 nm. Uzorci su analizirani u triplikatu

ukljucujucdi i slepu probu.

4.14. ODREDIVANJE SVARLJIVOSTI ORGANSKE
MATERIJE

Svarljivost organske materije (SOM) je odredena in vitro multi-
enzimskom metodom koju su razvili Weisberg i Hvelplund (1993), a koju
je 2005 godine modifikovao Hansen-Moller. Metoda je morala da se
modifikuje zato Sto su dva enzima koja su prvobitno koriSc¢ena
(Gamanase i Novozym 188) prestala da se proizvode. Komercijalni enzim
odabran kao zamena je bio Novozym 51054 (Novozym, Danska). S
obzirom da se Novozym 51054 takode viSe ne proizvodi bilo je neophodno
da se zameni alternativnim enzimom. U istrazivanju Kokic i sar. (2013)
izvrSena je modifikacija postojece metode, odnosno zamena enzima
Novozym 51054 sa mananazom komercijalnog imena FFE-2010-00167.
Prethodnom analizom odredena je optimalna koli¢ina novog enzima od
8,5 ml za pripremu jednog litra enzimsko-acetatnog pufera. Da bi se
potvrdila podobnost novog enzima mananaze 2za procenu SOM
analizirano je 10 razli¢itih uzoraka koji se koriste u ishrani prezivara u
10 ponavljanja sa starim i novim enzimom. Analizirani su jecam,
suncokretova sac¢ma, slama, kukuruz, pSeni¢ne mekinje, sirak, sojina
sacma, uljana repica, rezanac Secerne repe i kompletna smeSa za
prezivare. Statistickom analizom dobijenih vrednosti SOM primenom
starog i novog enzima nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
rezultatima Sto je omogucdilo upotrebu novog enzima mananaze u

buducim istrazivanjima.
Postupak analize SOM termicki tretiranih uzoraka iz ogleda 1 i 2

izveden je po postupku opisanom u radu Kokic i sar. (2013). Odmereno

je 0,25 g uzorka sa preciznoscu od 1 mg u 30-ml filter gu¢ poroznosti 1 i
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dodato je 15 ml pepsin-hlorovodoni¢nog rastvora (2 g pepsina (Orthana,
1:10000 N.F.), 100 ml 1N hlorovodoni¢ne kiseline, dopunjeno do 1000
ml destilovanom vodom). Nakon zatvaranja guceva uzorci su inkubirani
24 h na 40+1°C. Po isteku ovog perioda uzorci su inkubirani na 80+2°C
tokom 45 min, a zatim je sadrzaj guca filtriran i ispran sa cca 2 x 100 ml
kljucale destilovane vode. Nakon dodatka 15 ml enzimsko-acetatnog
pufera (8,16 g CH3COONa x 3 H20, 7,5 ml 30% w/w sircetne kiseline u
1000 ml destilovane vode; 20 ml Celluclast 1,5 L (Novozymes, aktivnost
798 EGU g1), 10 ml Viscozym L (Novozymes, aktivnhost 120 FBG ml-!),
2,135 g amiloglukozidaze (Megazyme, aktivnost 3260 U ml!), 8,5 ml
Mannanase (Novozymes, FFE-2010-00167), 0,1 g hloramfenikola u 1000
ml acetatnog pufera) uzorci su najpre inkubirani 24 sata na 40+1°C, a
zatim 19 sati na 60£2°C. Po isteku ovog vremena sadrzaj guca je filtriran
i ispran sa cca 2 x 100 ml kljucale destilovane vode i 2 x 20 ml acetona.
Guceve sa zaostalim sadrzajem su osusSeni na 103°C do konstantne
mase. Nakon hladenja, gucevi su izmereni sa preciznosSé¢u od 1 mg, a
zatim zareni na 475-500°C do konstantne mase. U postupak je
ukljucena slepa proba. Za izracunavanje SOM je odreden sadrzaj sirovog

pepela uzorka zarenjem na 500°C.

Sadrzaj organske materije (OM%) je izracunat na osnovu formule:
OM = 100 — sirovi pepeo (%) (8)

Nesvarljivi deo organske materije (%) je izracunat na osnovu formule:
i b-
Nesvarljiva OM = Tc x 100 9)

a — masa uzorka odmerenog za analizu;
b — gubitak u masi nakon Zarenja guca sa ostacima ispitivanog uzorka

c — gubitak u masi nakon Zarenja guca sa ostacima slepe probe
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Svarljivost organske materije je izracunata na osnovu formule:

OM—-nesvarljiva OM
oM

svarljivost OM = x 100 (10)

4.15. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

KoriScenjem deskriptivne statistike, rezultati eksperimentalnih
merenja prikazani su srednjim vrednostima i standardnim devijacijama
(SD) za svaki posmatrani tretman. Statisticka znacajnost srednjih
vrednosti odredivana je koriScenjem post hoc Tukey-evog HSD (engl

"honestly significant differences’) testa.

U ovom istrazivanju, primenjena je klasterska analiza (CA, engl.
cluster analysis) da bi se razdvojili uzorci po grupama, na osnovu razlika
u fizicko-hemijskim karakteristikama i svarljivosti. Eksperimentalni
podaci za svaki od uzoraka su posluzili kao koordinatne vrednosti za
svaki od uzoraka u faktorskom prostoru, a na osnovu njihovog polozaja i
geometrijskih odnosa nacrtana su dva dendograma. U okviru
eksperimenta 1, za uzorke NK, PK, FK, MK1, MK2, MK3, EK1, EK2, EK3
i EK4 i za promenljive To, Tp, Te, SZ, WAI, WSI, T,, PV, MV, FV i SOM
nacrtan je prvi dendogram. U okviru eksperimenta 2, za uzorke NS, PS,
FS, MS1, MS2, MS3, ES1, ES2 i ES3 i za promenjive To, Tp, Te, SZ, WAI,
WSI, Tg, PV, MV, FV, aswm, csm, EfRSM, ask, csk, EfRSK i SOM nacrtan je
drugi dendogram. U ovim istrazivanjima su racunate ukupne
povezanosti tacaka (engl. complete linkage), a rastojanja su merena

koriscenjem City-block (Manhattan) algoritma.
PCA analiza (engl. Principal Component Analysis) je primenjena da

se klasifikuju i odvoje razli¢iti uzorci u faktorskoj ravni (na osnovu

merenih vrednosti). Primenjena je tehnika prepoznavanja slicnosti na
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osnovu eksperimentalnih vrednosti da bi se izvrSilo odvajanje

posmatranih uzoraka.

Izracunavanje CA i PCA analiza izvrSeno je koriScenjem softverskog

paketa Statistica version 12 (StatSoft Inc. 2012, USA)®.
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Poglavlje S

Rezultati i diskusija

Primenjenim termickim tretmanima prethodilo je ispitivanje
hemijskog sastava kukuruza i potpune smesSe za krave muzare na bazi

kukuruza (tabela 7).

Tabela 7. Hemijski sastav kukuruza i potpune smese na bazi kukuruza

za krave muzare

Potpuna smesSa za krave

Kukuruz muzare preko 20 L/dan mleka
Vlaga (%) 10,96 9,94
Skrob (% SM) 75,63 49,15
Protein (% SM) 8,84 18,08
Celuloza (% SM) 3,04 4,03
Pepeo (% SM) 1,12 6,10

Kukuruz je zitarica vazna u ishrani zivotinja zbog visokog sadrzaja
skroba koji je u ovom ogledu iznosio 75,63%. Dobijene vrednosti
sadrzaja proteina, celuloze i pepela u kukuruzu su u skladu sa
rezultatima drugih autora (Herrera-Saldana i sar., 1990; Bekri¢, 1997;
Anguita i sar., 2006; Zili¢ i sar., 2007; Radosavljevi¢ i Milasinovi¢, 2008;
Radosavljevié i sar., 2009; Colovi¢, 2013; Dokié¢, 2013; Kljak i sar., 2015;
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Hao i sar., 2016). U okviru studije Huntington (1997) utvrdeno je da
sadrzaj skroba u kukuruzu iznosi u proseku 72%, a koeficijent varijacije
je najmanji u poredenju sa ostalim zitaricama i iznosi 2,4%. Sadrzaj
skroba datog zrna, kao i koncentracije drugih hranljivih materija, varira
u zavisnosti od sorte, uslova gajenja i agronomske prakse (Philippeau i

Michalet-Doreau, 1997; Voca i sar., 2007).

Potpuna smeSa za krave muzare preko 20L/dan mleka je
napravljena po recepturi prikazanoj u poglavlju 4 (tabela 2). Pored
kukuruza, koji je bio zastupljen u najvecem procentu, u sastav smese su
usSle i suncokretova saCma, sojina sacma, kreda, monokalcijum fosfat,
stocna so i premiks. Dobijene vrednosti sadrzaja vlage, proteina, celuloze
i pepela (tabela 7) su u skladu sa ¢lanom 52 i 105 Pravilnika o kvalitetu
hrane za zivotinje (,Sl. Glasnik RS“ br. 4/2010, 113/2012, 27/2014,
25/2015 i 39/2016). Vrednost sadrzaja skroba nije propisana
pomenutim pravilnikom, a u analiziranoj smesi skrob je bio zastupljen
sa 49,15%. U kompletnoj smesSi ispitivanoj u eksperimentu 2 ove
disertacije kukuruz je bio zastupljen u najvecem procentu, a obzirom da
suncokretova i sojina sa¢ma ne sadrze skrob (Sauvant i sar., 2004),

mozemo smatrati da sav skrob u smesi potice od kukuruza.

5.1. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA STEPEN
ZELATINIZACIJE SKROBA KUKURUZA I SMESE NA BAZI
KUKURUZA

Obzirom da je zelatinizacija skroba endotermni proces,
diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC), koja meri temperaturu i
entalpiju Zelatinizacije, se veoma cCesto koristi za pracenje ovog procesa.
Na slici 12 su prikazani DSC termogrami samlevenog netretiranog i
termicki tretiranog kukuruza, a u tabeli 8 su prikazane ocitane vrednosti

sa dobijenih termograma. Endotermni pik prikazuje zelatinizaciju
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skroba. PovrSina izmedu osnovne linije i termograma predstavlja
entalpiju Zzelatinizacije koja je ukupna mera kristalnosti (kvaliteta i
kvantiteta) i pokazatelj je gubitka molekulske uredenosti unutar granule

(Singh i sar., 2003).

DSC /(mW/mg)
i .2]]
exo
-1.2 1
-1.4 4 [1.2)
-1.6 1
-1.8 1
-2.01
60 65 70 75 80 85 90
Temperature /°C

Slika 12. DSC termogram netretiranog uzorka NK (crvena linija) i

ekstrudiranog uzorka EK2 (plava linija) kukuruza

Najveca entalpija Zzelatinizacije (AH) je odredena za netretirani
uzorak kukuruza, i najmanji temperaturni raspon (AT) koji je iznosio
8,4°C. Dobijena vrednost AH kukuruza je u skladu sa rezultatima Bello-
Perez i Paredes-Lopez (2009). Nakon primenjenih termickih tretmana
doslo je do Zzelatinizacije dela skroba, zbog cega je u svim uzorcima
kukuruza zabelezeno smanjenje AH u odnosu na netretirani uzorak, Sto
potvrduje gubitak molekulske uredenosti skrobne granule. Takode, u
pojedinim uzorcima je zabelezena potpuna Zelatinizacija skroba i to na
osnovu odsustva endoterme Zelatinizacije (plava linija prikazana na slici

12).
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Tabela 8. Karakteristike Zelatinizacije netretiranog i termicki tretiranog

kukuruza
To (°C) Tp (°C) Te (°C) AH (J/g) SZ (%)
NK 71,0 75,6 79,4 4,30 0
PK 67,1 75,0 79,4 2,77 35,64
FK 66,9 73,4 78,8 2,47 42,51
MK1 68,2 75,8 79,1 3,17 26,20
MK2 68,7 75,7 80,3 2,08 51,74
MK3 69,9 76,1 80,1 1,53 64,32
EK1 70,7 75,7 81,5 1,35 68,62
EK2 /T / / / 100
EK3 / / / / 100
EK4 70,2 76,1 81,2 0,90 79,11

NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz; MK1-
MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

T, — pocetna temperatura, T, — temperatura pika, T — zavrSna temperatura, AH -
entalpija Zelatinizacije, SZ — stepen zelatinizacije

t - odsustvo krive zbog potpune Zelatinizacije skroba

Analizom rezultata DSC analize prikazanim u tabeli 8 utvrdeno je
da su svi primenjeni termicki tretmani u manjoj meri uticali na promenu
Tp i Te, dok je uticaj na To i AH bio znatno izrazeniji. Najveca vrednost T,
je odredena u uzorku NK. Altay i Gunasekaran (2006) navode da je T,
mera kristalicnosti u svim prisutnim skrobnim granulama. Stoga, nize
vrednosti T, odredene u uzorcima kukuruza koji su bili termicki tretirani
ukazuju na naruSavanje kristalne strukture granula skroba. Takode,
smanjenje T, je dovelo do povecanja AT pri kome dolazi do zelatinizacije
preostalih granula skroba. Povecanje AT ukazuje na vecu nehomogenost
skrobnih granula, do koje dolazi zato Sto su u termicki tretiranim

uzorcima pojedine granule potpuno zelatinizirale, neke samo delimi¢no,
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dok je jedan deo granula ostao nepromenjen. Dobijene vrednosti za Tp su

u skladu sa rezultatima Moritz i sar. (2005).

Stepen Zzelatinizacije termicki tretiranih uzoraka odreden je na
osnovu promene vrednosti AH u odnosu na netretirani uzorak (tabela 8).
Nakon termickih tretmana kukuruza dosSlo je do delimi¢ne i potpune
zelatinizacije skroba i to u rasponu od 26,20 do 100%. Dobijeni rezultati
za SZ termicki tretiranog kukuruza su u skladu sa dostupnim
literaturnim podacima (Medel i sar., 1999; Medel i sar., 2004; Moritz i
sar., 2005; Qiao i sar., 2015). U istrazivanju Moritz i sar. (2005) SZ
peletiranog i ekstrudiranog kukuruza je iznosio 29 i 92%, respektivno.
Visok SZ skroba kukuruza nakon ekstrudiranja u iznosu od 76% su
takode zabelezili Medel i sar. (1999). U istom istrazivanju zrno kukuruza
je natapano tokom 24h do postizanja vlage od 17,5% da bi nakon toga
bilo mikronizirano. Maksimalna temperatura od 70,7°C je izmerena u
poslednjem delu mikronizera, a odreden je SZ u iznosu od 27%. Medel i
sar. (2004) su utvrdili da je 50% skroba zelatiniziralo u zrnu kukuruza
koje je kondicionirano tokom 50 minuta na 99°C a nakon toga fleki¢ano
prolaskom izmedu valjaka. Ovakav nalaz je potvrden i u istrazivanju

Qiao i sar. (2015).

Zelatinizacija zavisi od prisustva vode. Svihus i sar. (2004) navode
da kada je sadrzaj vode u visku vecina skrobova ce Zzelatinizirati na
temperaturi izmedu 50 i 70°C, ali sa ograniCenim sadrzajem vode (ispod
priblizno 40%) temperatura Zzelatinizacije ce se povecati i biti obrnuto
srazmerna sadrzaju vode. Jedini uzorak koji nije bio kondicioniran pre
termickog tretmana je uzorak MK1 pa je u njemu ocekivano odreden
najmanji SZ (26,20%), uprkos visokoj temperaturi od 125°C koja je
izmerena u poslednjem segmentu mikronizera. Kondicioniranje zrna je
uticalo na znacajno povecanje SZ uzoraka MK2 i MK3 koji su
mikronizirani pri temperaturi od 111 i 125°C, respektivno, kod kojih je

odreden SZ u iznosu od 51,74 i 64,32%, respektivno. U istrazivanju
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Medel i sar. (1999) zabelezena je niska temperatura u poslednjem
segmentu mikronizera (70,7°C) Sto je uticalo na znatno nizi SZ skroba

kukuruza u iznosu od 27% u poredenju sa rezultatima iz ove teze.

Tokom  tretmana parnog flekicenja zrno kukuruza je
kondicionirano 30 minuta, a dostignuta je temperatura od 85°C. Pri
datim uslovima parnog flekicenja u uzorku FK je odreden neznatno nizi
SZ u odnosu na istrazivanja sprovedena od strane Medel i sar. (2004)
(42,51 naspram 50%) Sto je najverovatnije posledica kraceg vremena
kondicioniranja zrna, a samim tim i niZze dostignute temperature.
Umeren SZ u iznosu od 35,64% je zabelezen u uzorku PK pri temperaturi
peletiranja od 61°C. Svihus i Zimonja (2011) su objavili da je nizak SZ,
koji najcesce varira u rasponu od 5 do 30%, posledica ogranicenog

sadrzaja vlage i umerene temperature tokom peletiranja.

Tretman ekstrudiranja se pokazao kao najefikasniji u narusSavanju
strukture skrobne granule, pa je jedino nakon ovog tretmana, pri
odredenim parametrima procesa, postignuta potpuna zelatinizacija
skroba. Tokom ekstrudiranja SZ u velikoj meri zavisi od zadatih uslova,
pa tako Svihus i sar. (2005) navode da je podeSavanjem uslova moguce
posti¢i zelatinizaciju svega 40% skroba. U uzorcima EK1 i EK4
zelatiniziralo je 68,62 i 79,11% skroba Sto je u skladu sa literaturnim
podacima (Medel i sar., 1999; Moritz i sar., 2005). Potpuna zelatinizacija
je odredena u uzorcima EK2 i EK3 i posledica je vecih sila smicanja i
duzeg vremena zadrzavanja materijala unutar cevi ekstrudera pri

zadatim uslovima ekstrudiranja (Hajnal i sar., 2016).

Karakteristike Zelatinizacije netretirane i termicki tretirane smesSe
na bazi kukuruza su prikazane u Tabeli 9. Najveca AH je odredena za
netretirani uzorak smese i najmanji AT u iznosu od 9,7°C. Do smanjenja
AH smeSe u poredenju sa AH kukuruza je doslo zbog smanjenja udela

skroba u analiziranom uzorku (sadrzaj skroba u smesi je bio za oko 25%
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manji nego u kukuruzu). Kao i u slucaju dobijenih rezultata za uzorke
kukuruza, tako je i nakon termickih tretmana smesa iznos smanjenja AH

zavisio od izbora tretmana i zadatih uslova.

Tabela 9. Karakteristike Zelatinizacije netretirane i termicki tretirane

smesSe na bazi kukuruza

To (°C) Ty (°C) Te (°C)  AH (J/g)  SZ (%)
NS 71,7 77,1 81,4 3,28 0
PS 69,7 76,8 81,9 1,62 50,42
FS 69,8 76,3 82,8 1,85 43,67
MS1 68,9 77,5 81,5 2,14 34,65
MS2 71,1 78,1 84,4 1,85 43,50
MS3 70,8 78,5 81,9 1,50 54,12
ES1 71,5 76,9 82,7 1,43 56,50
ES2 /+ / / / 100
ES3 71,0 78,1 83,5 1,13 65,48

NS - netretirana smesa; PS - peletirana smesSa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

T, — pocetna temperatura, T, — temperatura pika, T — zavrSna temperatura, AH -
entalpija zelatinizacije, SZ — stepen zelatinizacije

1 - odsustvo krive zbog potpune Zelatinizacije skroba

Peletiranje smeSe na 75°C je dovelo do zelatinizacije oko 15% viSe
skroba u poredenju sa uzorkom PK, Sto se moze objasniti viSom
temperaturom peletiranja smeSe. U uzorcima ekstrudiranih smesa SZ
skroba je, kao i kod uzoraka kukuruza, zavisio od uslova ekstrudiranja.
Krace vreme zadrzavanja materijala u cevi ekstrudera i manje sile
smicanja su dovele do Zzelatinizacije 56,50% skroba u uzorku ESI i
65,48% u uzorku ES3, dok je u uzorku ES2 sav skrob Zelatinizirao pri

datim wuslovima ekstrudiranja. Dobijene vrednosti SZ peletirane i
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ekstrudiranih smesSa su u skladu sa literaturnim podacima. Gidley i sar.
(2010) su sproveli studiju u okviru koje su peletirali 32 smeSe na bazi
razli¢itih Zzitarica i sorti. Najmanji SZ od 14% je imala smeSa na bazi
tritikalea, dok je najveci SZ u iznosu od 68% zabelezen za smesSu na bazi
sirka. Nasuprot tome, u istrazivanjima Svihus i sar. (2004) u peletiranoj
smesSi za brojlere (u kojoj je pSenica bila zastupljena sa 57,32% a vlaga
kondicionirane smese 14,4%), odreden je SZ od samo 1% pa do
maksimalno 19%, pri temperaturi od oko 80°C. Autori su zakljucili da je
nizak sadrzaj vlage glavni uzrok niskog SZ u peletiranoj hrani. U
peletiranoj i ekstrudiranoj smesi za brojlere (na bazi ovsa) zabelezen je
SZ u iznosu od 29 i 91%, respektivno (Zimonja i Svihus, 2009). Solanas i
sar. (2005) su odredili SZ u iznosu od 52 i 66% u ekstrudiranim

smeSama za ishranu teladi i goveda koje su sadrzale kukuruz i jecam.

Uzorci FS, MS1, MS2 i MS3 su formirani tako Sto je parno flekican
odnosno mikroniziran kukuruz pomesSan sa peletiranim ostatkom smese
koji nije sadrzao kukuruz. Stoga, SZ navedenih smesa bi trebao da bude
na istom nivou kao u uzorcima FK, MK1, MK2 i MK3, respektivno. DSC
analizom odreden je isti SZ za uzorke FK i FS, dok su se rezultati za
mikronizirani kukuruz i smeSe u ¢ijem sastavu se on nalazio razlikovali.
Dobijene razlike se mogu objasniti veoma malom odvagom uzorka koja je
koriS¢ena za DSC analizu (svega 4 mg), zbog koje postoji mogucnost
gresSke, pogotovo kada se analiziraju uzorci koji su nehomogeni, kao Sto
su smesSe hrane za zivotinje. Pregledom dostupne literature ustanovljeno
je da se DSC analiza najceSce koristi u analizi izolovanih skrobova i
pojedinacnih Zitarica (Holm i sar., 1988; Lai i Kokini, 1991; Moritz i sar.,
2005; Ozcan i Jackson, 2005; Altay i Gunasekaran, 2006; Loisel i sar.,
2006; Ratnayake i Jackson, 2006; Zarguili i sar., 2006; Hristov i sar.,
2007; White i sar., 2008b; Aparicio i sar., 2009; Herceg i sar., 2010;
Mahasukhonthachat i sar., 2010; Menegassi i sar., 2011; Zeng i sar.,
2011). U istrazivanjima u kojima se izvode in vivo ogledi na

monogastricnim Zivotinjama ili prezivarima, prethodno se analizira
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zitarica koja se koristi za pravljenje kompletnih smeSa, koje se potom
upotrebljavaju u ishrani zivotinja a pritom se dodatno ne analiziraju.
Navedeni postupak je mogu¢ samo kod tretmana kao Sto su
mikronizacija i parno flekicenje gde se tretira zrno a ne kompletna
smesa. U slucaju peletiranja i ekstrudiranja analizu je neophodno izvesti
na kompletnoj smesi, pa se tako za procenu SZ i u ovom slucaju koristi
DSC analiza (Zimonja i Svihus, 2009), u kombinaciji sa RVA (Svihus i
sar., 2004) ili enzimska metoda (Solanas i sar., 2005). Pregledom
dostupne literature nije pronadena nijedna studija u kojoj se porede
rezultati SZ skroba pojedinacne zitarice i smeSe na bazi analizirane
zitarice kako bi se utvdile potencijalne greSke primenjene metode i
moguci razlozi pojave istih. Takode, vazno je naglasiti da je u DSC analizi
Svihus i sar. (2004) i Zimonja i Svihus (2009) odvaga analizirane smesSe
bila ¢ak 30 puta veca od odvage koja je upotrebljena u ovom istrazivanju,
i iznosila je izmedu 120 i 130 mg Sto je verovatno bilo omogucéeno drugim
proizvodacem DSC uredaja i posudica za analizu. Na osnovu svega
iznesenog, moze se zakljuciti da bi u buducim istrazivanjima trebalo
utvrditi koja od brojnih metoda za procenu SZ skroba je najpogodnija za
analizu smeSa hrane za zivotinje, kako bi pouzdanost dobijenih rezultata

bila Sto veca.

Sumiranjem rezultata DSC analize uzoraka kukuruza i smeSa
utvrdeno je da termicki tretmani dovode do naruSavanja kristalne
strukture granula skroba odnosno do zelatinizacije. U kojoj meri ¢e doci
do zelatinizacije skroba zavisi od izbora tretmana i od uslova odnosno od
intenziteta tretmana. Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da
su parno flekicenje, mikronizacija i peletiranje blagi tretmani, dok je
ekstrudiranje ostriji tretman koji dovodi do potpunije Zzelatinizacije

skroba.
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5.2. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA INDEKS
APSORPCIJE VODE (WAI) I INDEKS RASTVORLJIVOSTI U
VODI (WSI) KUKURUZA I SMESE NA BAZI KUKURUZA

Indeks apsorpcije vode (WAI) je fizicko-hemijski parametar koji
ukazuje na hidroliticku razgradnju skroba i na karakteristike bubrenja
skrobne komponente (Al-Rabadi i sar., 2011). Prisustvo neskrobnih
komponenata (kao Sto su vlakna) takode mogu da uticu na WAIL. Dogan i
Karwe (2003) navode da WAI zavisi od dostupnosti hidrofilnih grupa i od
kapaciteta makromolekula da formiraju gel. Pokazatelj je oStecenja
skroba, denaturacije proteina i formiranja novih makromolekularnih
kompleksa. Fernandez-Gutiérrez i sar. (2004) navode da tokom
termickog tretmana do smanjenja rastvorljivosti proteina dolazi zbog
procesa denaturacije Sto dovodi do strukturnih promena koje
omogucavaju hidrofilnim grupama kao §to su -OH, -NH>, -COOH i -SH

da se povezu sa skrobom.

U tabeli 10 prikazan je WAI i WSI uzoraka netretiranog i termicki
tretiranog kukuruza. Dobijene vrednosti za netretirani kukuruz su u
skladu sa rezultatima White i sar. (2008a). Analizom dobijenih vrednosti
za WAI uocene su statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p<0,05).
Najmanji WAI je odreden u uzorku NK u kojem se skrob nalazio u
nativnim obliku. Hoseney (1984) navodi da kristalnost skroba ogranicava
njegovo bubrenje pa samim tim i koli¢inu vode koju moze da apsorbuje.
Prilikom Zelatinizacije dolazi do gubitka kristalnosti, zbog ¢cega granule
mogu slobodno da bubre i da apsorbuju mnogo viSe vode, Sto je i
potvrdeno povecanjem WAI svih termicki tretiranih uzoraka. Peletiranje,
parno flekicenje i mikronizacija kukuruza su doveli do umerenog
povecanja WAI i to u pribliznoj istoj meri. Nakon ekstrudiranja
zabelezene su najvece vrednosti WAI S§to ukazuje na veci stepen

oStecenja granula skroba.
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Tabela 10. WAI i WSI netretiranog i termicki tretiranog kukuruza

WAI (g/8) WSI (g/100g)

NK 2,77+0,11d* 6,20+0,19ab
PK 3,35+0,08a 6,11+0,30ab
FK 3,55+0,09ab 3,37+0,42¢
MK1 3,30£0,12a 5,35+0,73a
MK2 3,86+0,10P 5,91+0,12a
MK3 3,90+0,05P 5,800,344
EK1 6,59+0,24¢ 9,22+1,02¢
EK2 6,59+0,20¢ 20,89+0,914
EK3 5,50%0,21¢ 21,260,934
EK4 7,34+0,16f 7,74%0,27bc

NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz; MK1-
MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

Prikazani rezultati su srednja vrednost 3 ponavljanja = SD

*Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

Analizom dobijenih rezultata za WSI uocene su statisticki znacajne
razlike izmedu uzoraka (p<0,05). Peletiranje, parno flekicenje i
mikronizacija kukuruza su doveli do smanjenja WSI, medutim jedino je
smanjenje izazvano parnim flekicenjem bilo statisticki znacajno (p<0,05).
Povecanje WSI je zabelezeno u svim uzorcima koji su bili ekstrudirani.
WSI predstavlja kolicinu rastvorljivih materija koje se oslobadaju iz
granula skroba u vodenu fazu (White i sar., 2008b). Takode, Dogan i
Karwe (2003) navode da WSI obuhvata suprotne efekte odnosno
dekstrinizaciju skroba i interakciju izmedu degradiranih komponenti na
molekularnom nivou. Osim toga, prema modelu za degradaciju skroba
tokom ekstrudiranja koji su predlozili Gomez i Aguilera (1984), tri stanja
skroba postoje zajedno a to su nativni, Zelatinizirani i dekstrinizovani.

Prema istom modelu, moze se smatrati da se dekstrinizacija odvija
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zajedno sa ili odmah nakon adekvatne zelatinizacije.
Mahasukhonthachat i sar. (2010) navode da se ocekuje da molekularne i
strukturne promene koje prate zZelatinizaciju skroba povecaju sposobnost
vezivanja vode i koli¢inu rastvorljivih materija. Medutim, ukoliko tokom
zelatinizacije dode do dekstrinizacije skroba u jedinjenja malih
molekulskih masa, WSI ce se povecati dok ce se WAI smanjiti. Suprotno
tome, u odsustvu dekstrinizacije dolazi do povecanja WAI i WSI sa
zelatinizacijom. Stoga, zbog velikog povecanja vrednosti WSI u uzorcima
EK2 i EK3 (viSe od 3 puta u odnosu na uzorak NK, i viSe od 2 puta u
odnosu na uzorke EK1 i EK4), i zbog povecanja WAI u poredenju sa
uzorkom NK a smanjenja u poredenju sa uzorcima EK1 i EK4, moze se
zakljuciti da je u wuzorcima EK2 i EK3 pri navedenim uslovima
ekstrudiranja doslo do potpune Zzelatinizacije skroba (Sto je potvrdeno
DSC analizom) koja je bila pracena dekstrinizacijom. Takode, na osnovu
rezultata DSC analize i malog povecanja WSI uzoraka EK1 i EK4, moze
se zakljuciti da su uslovi tokom ekstrudiranja pomenutih uzoraka bili
dovoljni za znacajnu Zzelatinizaciju skroba ali nedovoljni da dovedu do
dekstrinizacije. Do zelatinizacije i dekstrinizacije skroba u uzorcima EK2
i EK3 je doslo zbog vecih sila smicanja i duzeg vremena zadrzavanja

materijala unutar cevi ekstrudera pri zadatim uslovima ekstrudiranja.

Najniza vrednost WSI je odredena u uzorku parno flekicanog
kukuruza koja je bila skoro 2 puta niza nego u netretiranom uzorku.
DSC analizom je utvrden stepen zelatinizacije u iznosu od cak 42,51% za
uzorak FK, a smanjenje WSI ukazuje na mogucu interakciju
degradiranih komponenti (skroba, proteina i lipida) na molekularnom
nivou i nastanak jedinjenja sa vecom molekulskom masom i smanjenom
rastvorljivo§Scu (Altan i sar., 2009). Vrednost WSI u uzorcima koji su bili
peletirani i mikronizirani je takode bila niza u poredenju sa WSI uzorka
NK ali bez statisticke znacajnosti. Na osnovu toga moze se pretpostaviti

da je u peletiranim i mikroniziranim wuzorcima takode doSlo do
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interakcije na molekularnom nivou ali u manjoj meri nego tokom parnog

flekicenja.

U tabeli 11 prikazan je WAI i WSI netretirane i termicki tretirane
smese na bazi kukuruza. Analizom netretirane smeSe dobijene vrednosti
za WAI i WSI su bile vece u poredenju sa uzorkom netretiranog kukuruza
(3,13 naspram 2,77 g/g i 8,89 naspram 6,20 g/100g, respektivno) Sto je
najverovatnije uzrokovano drugim komponentama smeSe, koje kao i
kukuruz mogu da apsorbuju vodu odnosno da se rastvaraju u njoj.
Najniza vrednost WAI smeSa, kao i kod analiziranog kukuruza, je
odredena za netretirani uzorak, dok su svi primenjeni termicki tretmani
doveli do znacajnog povecanja WAI (p<0,05). Umereno povecanje je
zabelezeno u uzorcima PS, FS, MS1, MS2 i MS3, dok je nakon
ekstrudiranja vrednost WAI bila najveca i to za uzorak u kome je DSC
analizom odredena potpuna zelatinizacija. Al-Rabadi i sar. (2011) navode
da promene tokom termickog tretmana, kao Sto su denaturacija
proteina, bubrenje skroba, bubrenje sirovih vlakana, mogu da doprinesu
povecanju WAL Kao i u slucaju rezultata za kukuruz, tako je i u
smeSama PS, FS, MS1, MS2 i MS3 doslo do smanjenja WSI u odnosu na
netretirani uzorak, ali je iznos smanjenja bio mali i bez statistiCkog
znaCaja. Nakon ekstrudiranja zabelezen je porast WSI i to najviSe u
uzorku ES2 u kome je DSC analizom odredena Zelatinizacija skroba u

iznosu od 100%.

Poredenjem dobijenih rezultata za kukuruz i smesu prikazanih u
tabeli 10 i 11 moze se primetiti da vrednosti WAI i WSI smeSa generalno
prate trend povecanja i smanjenja koji je zabelezen kod wuzoraka
kukuruza, medutim ne u istoj meri. Moguce objaSnjenje je smanjenje
udela skroba u analiziranoj smesi (za oko 25% manje nego u kukuruzu),
a takode je moguce da je doSlo do dodatnih interakcija u kojima su
ucestvovale ostale komponente smese i na taj nacin uticale na povecanje

odnosno smanjenje WAI i WSI.
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Tabela 11. WAI i WSI netretirane i termicki tretirane smesSe na bazi

kukuruza

WAI (g/g) WSI (g/100g)

NS 3,13+0,074* 8,89+0,3 1abe
PS 4,410,022 8,58+0,54abc
FS 4,16%0,06bc 8,04+0,252
MS1 4,03+0,11b 7,98%0,232
MS2 4,390,072 7,850,212
MS3 4,25+0,01ac 8,49+0,25ab
ES1 5,23+0,06¢ 9,98+0,82bc
ES2 6,49+0,088 13,94+0,884
ES3 5,60x0,10f 10,10+0,68¢

NS - netretirana smeSa; PS - peletirana smesa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

Prikazani rezultati su srednja vrednost 3 ponavljanja = SD

*Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

U dostupnoj literaturi WAI i WSI se primenjuju za procenu fizicko-
hemijskih promena koje nastaju nakon termickih tretmana i to najcesce
nakon ekstrudiranja, pa je tako povecanje WAI i WSI zabelezeno za
uzorke ekstrudiranog kukuruza (Lazou i Krokida, 2010; Zeng i sar.,
2011), sirka (Mahasukhonthachat i sar., 2010), jecma (Al-Rabadi i sar.,
2011), amarantusa (Menegassi i sar., 2011), kinoe (Dogan i Karwe, 2003)
i izolovanih skrobova (kukuruzni, krompirov i skrob tapioke) (Ozcan i
Jackson, 2005; Butrim i sar., 2009). U istrazivanju White i sar. (2008b)
u uzorcima mikronizirane pSenice nije zabelezena promena WAI i WSI u
odnosu na netretiranu pSenicu na osnovu c¢ega su autori zakljucili da pri
relativno niskoj temperaturi mikronizacije i niskoj pocetnoj vlazi nije
dosSlo do oStecenja granula skroba. Pregledom dostupne literature

pronadena je samo jedna studija u kojoj su odredeni WAI i WSI razlic¢itih
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zitarica i smeSa u kojima je data zitarica bila zastupljena sa 58,6%. U
pomenutoj studiji White i sar. (2008a) su zabelezili smanjenje WAI smesSe
na bazi kukuruza u poredenju sa uzorkom cistog kukuruza Sto se moze
objasniti sastavom smesSe koja nije sadrzala komponente koje bi mogle
da bubre (npr. suncokretova sac¢ma) i na taj nacin povecaju WAIL.
Nasuprot tome, smesSu su cinile komponente rastvorljive u vodi pa je
zabelezeno mnogo vece povecanje WSI u poredenju sa rezultatima
dobijenim u eksperimentalnom delu ove disertacije. Na osnovu iznetog
mozemo zakljuciti da WAI i WSI smeSa u velikoj meri zavise od
pojedinacnih komponenata smeSe 1 njihovih osobina odnosno

mogucnosti bubrenja i rastvaranja u vodi.

5.3. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA
KARAKTERISTIKE PASTIRANJA KUKURUZA I SMESE NA
BAZI KUKURUZA

Krive pastiranja netretiranog i termicki tretiranih uzoraka
kukuruza su prikazane na slici 13, a u tabeli 12 su prikazane ocitane
vrednosti sa dobijenih kriva. Termicki tretmani su uticali na pojavu
znaCajnih razlika u karakteristikama pastiranja analiziranog kukuruza.
Kod svih uzoraka je zabelezeno postepeno povecanje viskoziteta sa
povecanjem temperature, osim kod uzoraka EK2 i EK3. Liu (2005)
navodi da viskozitet paste ne mogu dati delovi granula ili rastvorene
skrobne supstance, ve¢ samo netaknute nabubrele granule. Na osnovu
toga, odsustvo karakteristicnog pika kod uzoraka EK2 i EK3 potvrduje

potpunu zelatinizaciju skroba.
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NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz;
MK1-MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

Slika 13. Krive pastiranja kukuruza pre i posle termickih tretmana
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Tabela 12. Karakteristike pastiranja netretiranog i termicki tretiranog

kukuruza
Pocetni Maksimalni Finalni Temperatura
viskozitet viskozitet viskozitet  Zelatinizacije
(Pas) (Pa's) na 95°C (Pas) (°C)
NK 1,072 68,06 149,808 77,720
PK 0,42a 50,03f 157,29k 72,83f
FK 0,772 53,468 248,601 73,57P
MK1 0,802 35,03¢ 119,02¢ 75,098
MK2 0,492 30,414 130,55¢f 72,14¢
MK3 0,432 25,76P 97,574 73,58P
EK1 2,71b 24,17P 82,95¢ 65,14¢
EK2 19,90e /T 39,612 /
EK3 12,164 / 34,502 /
EK4 5,71¢ 20,83¢ 58,28P 71,284

NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz; MK1-
MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

t - odsustvo pika zbog potpune Zelatinizacije skroba

*Razlic¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

Takode, svi uzorci kukuruza koji su bili ekstrudirani su imali
znacajno veci pocetni viskozitet u poredenju sa netretiranim kukuruzom
(p<0,05), a sa povecanjem stepena Zzelatinizacije nakon ekstrudiranja
doslo je i do povecanja pocetnog viskoziteta. Zabelezeno povecanje
pocetnog viskoziteta pri niskoj temperaturi je posledica vece kolicine
prisutnih rastvorljivih materija nastalih termickom razgradnjom skroba,
kao Sto su dekstrinski fragmenti, Sto je u skladu sa dobijenim
rezultatima za WSI. Dobijeni rezultati za tretman ekstrudiranja su
potvrdeni za kukuruz (Souza i sar., 2011; Zeng i sar., 2011), kukuruzni
skrob (Ozcan i Jackson, 2005), amarantus (Menegassi i sar., 2011) i

sirak (Mahasukhonthachat i sar., 2010). Osim za ekstrudirane uzorke,
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kod ostalih termicki tretiranih uzoraka dobijeni rezultati za pocetni
viskozitet su takode u skladu sa WSI, pa je tako kod uzoraka PK, FK,
MK1, MK2 i MK3 u kojima je zabelezeno smanjenje WSI doslo do
smanjenja i pocetnog viskoziteta. Izuzev uzoraka EK2 i EK3, kod svih
ostalih uzoraka je doSlo do povecanja viskoziteta sa zagrevanjem
suspenzije Sto potvrduje da je u tim uzorcima deo skroba ostao

nezelatiniziran nakon termickog tretmana.

Za uzorak netretiranog kukuruza je zabelezena najveca vrednost
maksimalnog viskoziteta, takode i temperatura zelatinizacije. Pad
viskoziteta tokom odrzavanja uzorka na visokoj temperaturi (u ovom
slucaju na 95°C) je posledica pucanja skrobnih granula nakon cega
dolazi do linearnog usmeravanja polimera §to smanjuje viskozitet paste,
a navedeno je zabelezeno za uzorak netretiranog kukuruza (NK), takode
za uzorak kukuruza koji je bio peletiran (PK) i za dva ekstrudirana
uzorka (EK1 i EK4). Nasuprot tome, u uzorcima koji su bili parno
flekicani i mikronizirani utvrden je porast viskoziteta kada se uzorak
odrzava na visokoj temperaturi za koje Gidley i sar. (2010) i
Mahasukhonthachat i sar. (2010) navode da je povezano sa ogranicenim
i nepotpunim bubrenjem skroba tokom faze zagrevanja zbog veza koje
postoje izmedu skroba i proteina. Dobijeni rezultati podrzavaju
pretpostavke zasnovane na analizi WSI, odnosno da je nakon parnog
flekicenja i mikronizacije doSlo do interakcije degradiranih komponenti i
to skroba i proteina. Takode, White i sar. (2008b) navode da tokom
mikronizacije postoji mogucnost pokretljivosti lanaca amilopektina Sto
dovodi do vece krutosti amorfnih regiona, a Sto bi moglo da uti¢e na
karakteristike bubrenja skrobnih granula pa samim tim i na krivu

pastiranja.

Nakon primenjenih termickih tretmana doSlo je do smanjenja
vrednosti maksimalnog viskoziteta (na 95°C) kod svih analiziranih

uzoraka u poredenju sa netretiranim uzorkom, Sto je posledica delimic¢ne
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zelatinizacije skroba tokom termickog tretmana odnosno smanjenja broja
granula ¢ijim bubrenjem dolazi do povecanja viskoziteta paste.
Smanjenje maksimalnog viskoziteta 8 sorti parno flekicanog sirka u
poredenju sa netretiranim je zabelezeno u istrazivanju Smith (1995)
primenom RVA. Isti nalaz je zabeleZen primenom Brabender amilografa u
istrazivanju McNeill i sar. (1975) za parno flekicani i mikronizirani sirak.
Takode, nakon termickog tretmana i oStecenja granula skroba, one su
postale manje otporne prema bubrenju Sto je ustanovljeno na osnovu
smanjenja temperature zelatinizacije (Sandhu i Singh, 2007). U uzorcima
EK1 i EK4 je odredena najmanja vrednost maksimalnog viskoziteta i
temperature Zzelatinizacije pa je na taj nacin potvrdena efikasnost
ekstrudiranja u poredenju sa ostalim termickim tretmanima. Analizom
dobijenih kriva pastiranja, osim smanjenja temperature Zelatinizacije,
moze se zapaziti i smanjenje nagiba krive od trenutka povecanja
viskoziteta pa do postizanja maksimalnog viskoziteta. UoCeno smanjenje
nagiba kod svih termicki tretiranih uzoraka je posledica nehomogenosti
odnosno razlicitog stepena oStecenja pojedinacnih granula nakon
primenjenog tretmana. Kod uzorka NK do povecanja viskoziteta je doslo
u najkracem vremenskom intervalu i na najviSoj temperaturi zbog

nativnih granula skroba koje su neoStecene i otpornije prema bubrenju.

U svim analiziranim uzorcima doSlo je do povecanja finalnog
viskoziteta tokom faze hladenja za koje Singh i sar. (2003) navode da
pokazuje tendenciju razliCitih konstituenata koji su prisutni u vrucoj
pasti (nabubrele granule, delovi nabubrelih granula, koloidno i
molekularno dispergovani molekuli skroba) da se medusobno povezuju
kada se temperatura paste smanjuje, Sto predstavlja proces
retrogradacije. Kriva pastiranja uzorka netretiranog kukuruza je u
skladu sa literaturnim podacima gde se navodi da je kod kukuruznog
skroba slabo izrazeno pucanje granula tokom kuvanja paste i izrazita
tendencija povecanja viskoziteta tokom hladenja paste, Sto je posledica

veoma izrazene retrogradacije njegove linearne frakcije (Boskov, 1979).
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U ekstrudiranim uzorcima EK2 i EK3, u kojima je na osnovu WAI i
WSI analize utvrdeno da je pored Zelatinizacije doslo i do dekstrinizacije
skroba, je zabelezena najmanja vrednost finalnog viskoziteta Sto je
posledica prisustva dekstrina koji inace imaju nizak viskozitet (Dokic,
2013). Al-Rabadi i sar. (2011) navode da od koli¢ine nezelatiniziranog tj.
nativnog skroba koji je prisutan u uzorku zavisi finalna konzistencija
paste nakon faze hladenja. Prethodna tvrdnja je potvrdena za sve
analizirane uzorke obzirom da je sa povecanjem vrednosti maksimalnog
viskoziteta (tj. koliC¢inom nativnog skroba) doslo do povecanja vrednosti i

finalnog viskoziteta.

Krive pastiranja netretirane i termicki tretiranih smeSa na bazi
kukuruza su prikazane na slici 14, a u tabeli 13 su prikazane ocitane
vrednosti sa dobijenih kriva. Poredenjem krive za netretirani kukuruz sa
krivom koja opisuje pastiranje netretirane smeSe na bazi kukuruza moze
se zapaziti veliki uticaj smanjenja udela skroba u analiziranom uzorku i
znaCajno smanjenje dobijenih vrednosti narocito za maksimalni i finalni
viskozitet, Sto je posledica manje nativnih granula skroba u uzorku NS.
Osim navedenog, takode se moze primetiti i uticaj ostalih komponenata
smeSe. U uzorku NS je zabelezena najveca temperatura zelatinizacije, Sto
je posledica prisustva drugih komponenata u smeSi koje mogu da
apsorbuju vodu (suncokretova i sojina sa¢ma) i na taj nacCin smanje
koli¢inu vode dostupnu za bubrenje skroba, ili fizicki zaStite granule i
otezaju prodiranje vode pa samim tim i bubrenje. Pad viskoziteta kada se
uzorak odrzava na visokoj temperaturi, koji je zabelezen za netretirani
uzorak kukuruza, nije bio toliko izrazen kada se analizirani kukuruz
nasao u sastavu smeSe, za Sta se takode moze pretpostaviti da je
posledica interakcije drugih komponenata smese sa granulama skroba
tokom faze zagrevanja. Uzorak ES2, zbog potpune Zzelatinizacije skroba,

nije formirao karakteristicnu krivu pastiranja.
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NS - netretirana smesSa; PS - peletirana smeSa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza;
ES1-ES3 - ekstrudirana smesa

Slika 14. Krive pastiranja potpune smese na bazi kukuruza pre i posle
termickih tretmana
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Tabela 13. Karakteristike pastiranja netretirane i termicki tretirane

smesSe na bazi kukuruza

Pocetni Maksimalni Finalni Temperatura
viskozitet viskozitet viskozitet  Zelatinizacije
(Pas) (Pa's) na 95°C (Pas) (°C)
NS 0,432 17,858 38,04¢ 84,4 3¢
PS 0,602 11,68bc 38,11¢ 71,56b¢
FS 0,452 16,25f 47,03f 74,232
MS1 0,432 12,20¢ 32,45¢ 74,802
MS2 0,462 11,32b 24,45b 74,502
MS3 0,452 8,972 18,032 74,222
ES1 0,952b 8,952 22,97P 70,99P
ES2 5,37¢ /T 6,934 /

ES3 1,44b 5,97¢ 15,802 72,39¢

NS - netretirana smesa; PS - peletirana sme$a; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

t - odsustvo pika zbog potpune Zelatinizacije skroba

*Razlic¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

Vazno je napomenuti da se analizom kriva pastiranja smeSa moze
doci do istih zakljuc¢aka kao i analizom ¢istog kukuruza. Kao i u slucaju
WAI i WSI, pregledom dostupne literature pronadeno je svega nekoliko
istrazivanja u kojima je analizirana zitarica i smeSa na bazi izabrane
zitarice. Gidley i sar. (2010) su na primeru sirka uocili smanjenje
maksimalnog viskoziteta analizom smesSe u kojoj je sirak bio zastupljen

sa 75%, Sto je u skladu sa rezultatima ove disertacije.
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5.4. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA
MIKROSTRUKTURU KUKURUZA

Na slici 15 dat je vizuelni prikaz mikrostrukture samlevenog zrna
kukuruza pre i nakon termickih tretmana. Nativne granule skroba u
uzorku NK koji nije bio tretiran imaju karakteristicnu morfologiju
odnosno oblik i velicinu koji odgovaraju granulama skroba kukuruza
(Butrim i sar., 2009). Termicki tretmani su doveli do naruSavanja
strukture kukuruza u razli¢itoj meri, a u zavisnosti od izbora i
intenziteta tretmana. Najvecu promenu u morfologiji granula skroba je
izazvao tretman ekstrudiranja. Poredenjem slika netretiranog i
ekstrudiranih uzoraka moze se uociti kompletna dezintegracija granula
skroba izazvana ekstrudiranjem, pracena formiranjem velikih
konglomerata koji su razlicitih oblika sa relativno glatkom i mestimi¢no
hrapavom povrSinom. Nakon peletiranja, parnog flekicenja i
mikronizacije deo skrobnih granula je ostao netaknut, odnosno nativna
struktura nije bila oStecena tokom navedenih tretmana, dok su preostale
granule Zelatinizirale pa je doSlo do formiranja grumena razli¢itih
velicina. UoCene promene u strukturi su u skladu sa rezultatima
Harbers (1975) koji je primenom SEM zabeleZio pucanje granula skroba
sirka i formiranje bezoblicne mase nakon parnog flekicenja. Wang i
Copeland (2013) navode da, u zavisnosti od uslova prerade, uzorci
skroba koji nisu 100% zelatinizirali mogu sadrzati granule koje su
najslicnije nativnhom stanju (nula Zzelatinizacije), granule u razli¢itim
fazama delimicne Zzelatinizacije, kao i potpuno Zzelatinizirane granule.
Bdour i sar. (2014) su na osnovu SEM slika potvrdili da nakon
peletiranja jeCma i sirka granule skroba zadrzavaju svoj integritet, Sto

nije slucaj nakon ekstrudiranja.
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X1, 000 18pum

NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz;
MK1-MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

Slika 15. Mikrograf mlevenog kukuruza pre i posle termickog tretmana

(uvecanje 1000x, bar=10um)
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5.5. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA SVARLJIVOST
SUVE MATERIJE I SKROBA SMESE NA BAZI KUKURUZA U
BURAGU

U tabeli 14 i 16 prikazano je nestajanje SM i skroba netretirane i
termicki tretiranih smeSa hrane za krave odredeno in situ metodom.
Primenom jednacCine 7 izracunate su vrednosti za brzo razgradivu
frakciju a, brzinu c koja oznacava brzinu razgradnje potencijalno
razgradive frakcije, i efektivnu razgradivost u buragu za SM i skrob pri

brzini prolaza od 0,06h! (tabela 151 17).

5.5.1. RAZGRADNJA SM SMESE NA BAZI KUKURUZA

Analizom dobijenih rezultata nestajanja SM koji su prikazani u
tabeli 14 uocCene su statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p<0,05).
Najnize vrednosti nestajanja SM su odredene za netretirani uzorak, dok
su svi primenjeni termicki tretmani doveli do znacajnog povecanja
razgradnje SM u buragu (p<0,05). Inkubacijom u trajanju do 24h je
razlika izmedu netretiranog uzorka i termicki tretiranih uzoraka bila
znaCajna (p<0,05), da bi se nakon 48h inkubacije pomenuta razlika

smanjila na nivo koji statisticki nije znacajan.

Analizom rezultata nestajanja SM termicki tretiranih uzoraka
moguce je izvrSiti njihovu podelu u dve grupe. Prvu grupu ¢ine smeSe u
¢ijem sastavu se nalazi kukuruz u formi flekice, koje su dobijene parnim
flekicenjem ili mikronizacijom, dok je ostatak smese peletiran. Pomenutu
grupu c¢ine uzorci FS, MS1, MS2 i MS3 za koje se nestajanje SM
statisticki znacajno ne razlikuje i iznosi oko 46, 60, 70 i 82% nakon 3, 9,

16 i 24h inkubacije u buragu.
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Tabela 14. In situ razgradivost SM netretirane i termicki tretiranih
smeSa hrane za krave

3h 9h 16h 24h 48h
NS 37,55¢ 49,18¢ 63,828 75,954 91,18ab
PS 57,86P 63,452d 77,91¢f 85,28¢ 92,672
FS 44,792 58,26b¢c 71,38ab 82,03ab 91,872
MS1 45,062 57,56P 68,432 81,652 91,852
MS2 47,702 61,722 72,72bc 83,44abc 89,97P
MS3 46,682 61,34ac 69,172 80,532 89,84b
ES1 60,214 65,714 74,80¢cd 82,062 92,642
ES2 69,23¢ 75,088 79,55f 84,97"c 91,39ab
ES3 55,22b 70,761 76,20de 82,54abc 92,842

NS - netretirana smesa; PS - peletirana smeS$a; FS - parno flekican kukuruz + peletiran
ostatak smese; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peletiran ostatak smese; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa
*Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

Tabela 15. Parametri razgradivosti SM netretirane i termicki tretiranih
smes§a hrane za krave odredeni in situ tehnikom

asw (%) csu (b)) EfRSM (%)
NS 27,9 0,0420 58,33
PS 49,2 0,0525 67,84
FS 34,4 0,0577 65,41
MS1 35,7 0,0498 62,51
MS2 37,2 0,0669 68,94
MS3 38,4 0,0557 64,15
ES1 54,8 0,0338 54,52
ES2 65,7 0,0408 63,15
ES3 55,7 0,0432 62,28

NS - netretirana smeSa; PS - peletirana smesSa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesSa
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Uzorci koji su dobijeni peletiranjem i ekstrudiranjem (PS, ES1 i
ES3) ¢ine drugu grupu a ono Sto je zajednicko za ove uzorke je da je
nakon 3h inkubacije u buragu stepen ragradnje SM ovih uzoraka na
priblizno istom nivou, a dobijene vrednosti se krecu u intervalu 55,22-
60,21%. Produzavanjem vremena inkubacije razlike izmedu uzoraka
druge grupe su postale statisticki znacajne (p<0,05). Najveci stepen
nestajanja SM zabelezen je za uzorak ES2 u kome je nakon 3h
inkubacije ¢ak 69,23% SM nestalo. Najduze vreme inkubacije u trajanju
od 48h je dovelo do priblizno istog stepena razgradnje SM za sve
analizirane uzorke koje je iznosilo oko 91%, Sto je u skladu sa

literaturnim podacima (Tagliapietra i sar., 2012).

U uzorku NS izrac¢unata vrednost frakcije asm je iznosila 27,9%,
dok je brzina csm bila 0,0420h-1. EfRSM netretirane smese je iznosila
58,33% i bila je manja u poredenju sa svim termicki tretiranim
uzorcima, sa izuzetkom ekstrudiranog uzorka ES1. Niza vrednost EfRSM

uzorka ES1 (54,52%) je posledica smanjene brzine csm (0,0338h1).

Ispitivani termicki tretmani su doveli do znacajnog povecanja
vrednosti frakcije asm Sto je rezultiralo i povecanjem EfRSM. Do
povecanja frakcije a moze doci ako kao posledica termickog tretmana
dode do smanjenja veli¢ine cestica, pa zbog toga dolazi do povecanja
gubitka nerastvorljivih i rastvorljivih Cestica kroz pore vreca (Cerneau i
Michalet-Doreau, 1991). U uzorcima FS, MS1, MS2 i MS3 vrednost
frakcije aswm je bila povecana u odnosu na netretirani uzorak i kretala se
u malom opsegu (34,4-38,4%). Na osnovu vrednosti frakcije asm uzoraka
koji su parno flekicani i mikronizirani mozemo zakljuciti da su navedeni
tretmani uticali u istoj meri na smanjenje veli¢ine Cestica. U uzorcima
PS, ES1, ES2 i ES3 vrednost frakcije asm je bila skoro dva puta veca
nego u netretiranom uzorku i kretala se u rasponu 49,2-65,7%. Na

osnovu toga mozemo zakljuciti da je nakon peletiranja i ekstrudiranja
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veliCina Cestica bila manja u poredenju sa parnim flekiCenjem i

mikronizacijom.

Povecanje brzine csm je zabelezeno za sve uzorke koji su bili
peletirani, parno flekicani i mikronizirani. Povecanje asm i csm pomenutih
uzoraka je uticalo na povecanje EfRSM u iznosu od 7-18% u poredenju
sa netretiranim uzorkom. Nasuprot tome, csm ekstrudiranih uzoraka je
bila na priblizno istom nivou kao u netretiranom uzorku, §to je uticalo
na mali iznos povecanja EfRSM uprkos izuzetno visokim vrednostima
asm. U radu Keyserlingk i sar. (1998) je odredena EfRSM smesSe koja je
peletirana (odgovara uzorku PS iz ove teze) i smeSe u kojoj je peletiran
deo koji ne Cine zitarice, a koji je pomeSan sa parno flekicanim jeCmom i
kukuruzom (odgovara uzorku FS iz ove teze) koji su autori nazvali
teksturirani koncentrat. Autori su zabelezili povecanje od 8% za EfRSM
peletirane smeSe u poredenju sa teksturiranim koncentratom, Sto je
neznatno vise od povecanja koje je odredeno u ovoj tezi, a koje je iznosilo

4%.

5.5.2. RAZGRADNJA SKROBA SMESE NA BAZI KUKURUZA

Analizom dobijenih rezultata nestajanja skroba koji su prikazani u
tabeli 16 uocCene su statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p<0,05).
Najnize vrednosti nestajanja skroba su odredene za netretirani uzorak,
dok su svi primenjeni termicki tretmani doveli do znacajnog povecanja
razgradnje skroba u buragu (p<0,05). Najmanje povecanje je zabelezeno
kod uzorka FS gde je do 9h inkubacije stepen razgradnje skroba bio isti,
a nakon 9h vec¢i u poredenju sa netretiranim uzorkom. Stoga, brzina
ragradnje skroba tokom prvih 9h inkubacije u buragu je bila ista nakon
primene tretmana parnog flekicenja u poredenju sa smeSom koja nije
termicki tretirana, a nakon isteka tog vremena je doSlo do povecanja

brzine.
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Tabela 16. In situ razgradivost skroba netretirane i termicki tretiranih
smeSa hrane za krave

3h 9h 16h 24h 48h
NS 42,74b 58,172 67,44¢ 81,984 98,88t
PS 53,902 58,362 86,52¢ 94,43¢ 99,59ac
FS 39,940 57,782 77,024 88,202 99,16b
MS1 53,402 65,60¢ 80,88P 90,362 99,482
MS2 50,84a 71,90P 83,892 93,15bc 99,502
MS3 59,51e 72,16P 81,41b 92,05b 99,24b
ES1 65,53¢ 73,21P 83,912 92,51P 99,66
ES2 79,124 88,45¢ 93,73f 96,36¢ 99,75de
ES3 63,99¢ 77,794 83,832 89,82a 99,81¢

NS - netretirana smesa; PS - peletirana smesa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

*Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

Tabela 17. Parametri

razgradivosti

tretiranih smesSa hrane za krave odredeni in situ tehnikom

skroba netretirane i termicki

ask (%) csk (hl) EfRSK (%)
NS 34,7 0,0379 57,89
PS 38,2 0,06064 72,10
FS 24,9 0,0666 67,16
MS1 42,3 0,0004 71,52
MS2 36,0 0,0882 74,92
MS3 50,6 0,0601 74,40
ES1 57,9 0,0522 71,49
ES2 67,9 0,0936 83,92
ES3 57,9 0,0570 75,15

NS - netretirana smesa; PS - peletirana smeSa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa
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Najvece dobijene vrednosti nestajanja skroba za svako vreme
inkubacije su zabelezene za uzorak ES2. U svim uzorcima koji su
dobijeni tretmanom ekstrudiranja dosSlo je do razgradnje velike koli¢ine
skroba (65,53-79,12%) vec tokom prva 3h inkubacije, dok se priblizno
89% skroba uzorka ES2 razgradilo ve¢c nakon 9h inkubacije u buragu.
Nakon najduzeg vremena inkubacije u trajanju od 48h dosSlo je do
razgradnje 98,88% skroba netretirane smesSe, dok je za sve termicki
tretirane uzorke ova vrednost prelazila 99%, Sto potvrduje navode
Huntington (1997) i Mills i sar. (1999) da ne postoji ograniCenje u

kapacitetu buraga za varenje skroba.

Vrednost frakcije ask uzorka NS koji nije termicki tretiran je
iznosila 34,7%, dok je brzina razgradnje skroba bila 0,0379h-1. U buragu
krave se razgradilo 57,89% odnosno oko 40% skroba je izbeglo varenje u
buragu i preS§lo u creva. Dobijeni rezultati su u skladu sa vrednostima
koje su objavili Nocek i Tamminga (1991) za netretirani kukuruz (tabela
18). U dostupnoj literaturi vrednosti frakcije ask kukuruza se najcesce
krecu u rasponu 20-30%, dok su vrednosti brzine razgradnje skroba u
opsegu 0,045-0,065h-1 (tabela 18). U studiji izvedenoj od strane
Philippeau i sar. (1999) analizirano je 8 hibrida kukuruza tipa zuban koji
su se razlikovali u fizickim karakteristikama odnosno strukturi
endosperma. U pomenutoj studiji frakcija ask se kretala u rasponu 19,4-
36,3%, dok je brzina csk varirala od 0,048 do 0,111h'l. Na osnovu
rezultata dobijenih u okviru ove disertacije moze se zakljuciti da je
frakcija a skroba kukuruza koji je upotrebljen za pravljenje smeSe hrane
za krave bila neznatno veca, dok je brzina razgradnije c bila niza u
odnosu na objavljene vrednosti iz drugih studija. Nasuprot vrednostima
objavljenim u vecini dostupne literature, u istrazivanju Cooper i sar.
(2002) zabelezena je veoma niska vrednost csk u iznosu od svega
0,0297h-! za suvo valjani kukuruz, dok je u istrazivanju McAllister i

Sultana (2011) vrednost frakcije ask kukuruza bila svega 5,6%.
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Tabela 18. Karakteristike razgradnje skroba kukuruza u buragu
primenom in situ tehnike (brzina prolaza je 0,06h-! gde drugacije nije

naznaceno)

ask (%) csk (h'1) | EfRSK (%) Referenca
Netretiran 32 0,036 57, | (Mocek] gmmines

. (Herrera-Saldana i
Netretiran 21,0 0,064 61,9 sar., 1990)

. (Cerneau i Michalet-
Netretiran 30,5 0,055 61,0 Doreau, 1991)

. 26,6 0,059 61,9 (Philippeau i sar.,
Netretiran (19,4-36,3) |(0,048-0,111)| (55,1-77,6) 1999)
Netretiran 23,6 0,059 59,7
Parno flekican 12,7 0,216 80,3

(Offner i sar., 2003)
Ekstrudiran 52,2 0,087 82,8
Peletiran 38,7 0,059 68,5
Netretiran 20,1 0,065 64,6t Sadeg*};gilgfwrang
Netretiran 23 0,05 607

. . Tothi i sar. (2003)

Eksp.andu"an i 40 0,07 70+
peletiran
Parno flekican 18,1 0,172 64,1

(Hristov i sar., 2007)
Parno flekican 24,2 0,123 64,7
Suvo valjan / 0,0297 52,0%

(Cooper i sar., 2002)
Parno flekican / 0,0439 67,7%
Netretiran 5,6 0,057 / (McAllister i Sultana,
Mikroniziran 3,8 0,019 / 2011)

tbrzina prolaza 0,05h-!
tbrzina prolaza 0,0344h-!

Offner i Sauvant (2004) su poredili rezultate efektivne razgradnje
skroba dobijene in situ tehnikom sa in vivo svarljivoscu skroba. Rezultati

su pokazali da in situ tehnika tacno predvida svarljivost skroba. Ipak,
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ova tehnika je nedovoljno standardizovana i jedno od njenih ogranic¢enja
je niska ponovljivost i nedostatak reproduktivnosti (Cattani, 2011). Izvori
varijacija su mnogobrojni: materijal koji se koristi za izradu kesa,
poroznost materijala, velicina Cestica hrane nakon mlevenja, odnos mase
uzorka prema povrSini kese (izrazen kao mg/cm?), polozaj kesa u
buragu, ispiranje kesa nakon inkubacije (Herrera-Saldana i sar., 1990;
Cerneau i Michalet-Doreau, 1991; Philippeau i sar., 1999; Noziére i
Michalet-Doreau, 2000; Adesogan, 2002; Mohamed i Chaudhry, 2008;
Cattani, 2011). Madsen i Hvelplund (1994) su obradom rezultata
medulaboratorijskog poredenja razgradnje proteina u kome je
ucestvovalo 23 laboratorije dosli do zakljucka da je variranje dobijenih
vrednosti izmedu laboratorija bilo znacajno. Nasuprot tome, rangiranje
ispitivanih uzoraka je bilo veoma dosledno izmedu laboratorija. Stoga,
moguce je sumnjati u pouzdanost apsolutnih vrednosti koji se dobijaju
ovom metodom, ali relativhe vrednosti iz jedne laboratorije Cine se

pouzdanim (Wood i Badve, 2001).

U najvecem broju istrazivanja vrednost EfRSK kukuruza odredena
in situ iznosi oko 60% uz mala odstupanja (tabela 18). U istraZivanjima u
kojima je brzo razgradiva frakcija niza brzina razgradnje je veca i
obrnuto. Offner i sar. (2003) su objedinili rezultate brojnih in situ ogleda
i prikazali srednje vrednosti kinetickih parametara razgradnje kukuruza
pre i nakon termickih tretmana. U pomenutoj studiji autori su na
osnovu podataka iz 29 ogleda odredili srednju vrednost EfRSK
netretiranog kukuruza u iznosu od 59,7% pri brzini prolaza od 0,06h-1,
Sto je u skladu sa rezultatima Nocek i Tamminga (1991). Nasuprot tome,
u istrazivanju Cooper i sar. (2002) odredena je malo niza EfRSK u iznosu
od 52% za netretiran kukuruz, Sto je verovatno posledica manje brzine
prolaza (0,0344h-1) koja je koriScena prilikom proracuna. U istom ogledu
svarljivost skroba u buragu odredena in vivo je bila znacajno veca i
iznosila je 76,2% Sto su autori objasnili razli¢itom pripremom uzorka za

in situ i in vivo metodu. Moguci razlozi razlika u vrednostima izmedu
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pomenutih metoda su: izlazak malih granula skroba iz kese bez
razgradnje, odsustvo smanjenja velicine cCestica u kesama, i razlike u
aktivnosti mikroorganizama unutar i izvan kesa (Sveinbjérnsson i sar.,
2007). U preglednom radu Theurer (1986) je objavio da se u proseku
70% skroba termicki netretiranog kukuruza svari u buragu kada se
primenjuje in vivo metoda, Sto je potvrdeno u istrazivanjima drugih
autora (Nocek i Tamminga, 1991; Huntington, 1997; Larsen i sar., 2009).
Nasuprot tome, Moharrery i sar. (2014) su primenom metaanalize na 75
vrednosti dobijenih u in vivo ogledima sa kravama u laktaciji objavili da

je svarljivost skroba kukuruza u buragu 57,4%.

Termicki tretmani generalno povecavaju brzinu i stepen razgradnje
skroba (Offner i sar., 2003; Sveinbjérnsson i sar., 2007). NajceSce
koriScena metoda za procenu brzine varenja skroba je in situ tehnika
(Huhtanen i Sveinbjornsson, 2006). U dostupnoj literaturi ne postoji
puno podataka o wuticaju termickih tretmana na karakteristike
razgradnje skroba kukuruza u buragu. U preglednom radu Offner i sar.
(2003) su objedinjeni i statisticki obradeni rezultati in situ ogleda. U
pomenutom radu vrednosti kinetickih parametara za netretirani
kukuruz su dobijeni obradom rezultata 28 ogleda dok su za parno
flekican, peletiran ili ekstrudiran kukuruz koriSceni podaci iz samo 2 ili
3 ogleda. Pregledom dostupne literature nisu pronadeni podaci o

razgradnji skroba mikroniziranog kukuruza u buragu krava.

Od svih primenjenih termickih tretmana jedino je parno flekicenje
dovelo do smanjenja brzo razgradive frakcije skroba koja je u uzorku FS
iznosila 24,9%. U istom uzorku povecanje csk na 0,0666h-! je uticalo na
vrednost EfRSK koja je iznosila 67,16%, odnosno na povecanje kolic¢ine
skroba koji se razgradi u buragu u iznosu od oko 16% u poredenju sa
netretiranim uzorkom. Dobijene vrednosti su u skladu sa rezultatima
Hristov i sar. (2007) koji su objavili da je frakcija ask parno flekicanog

kukuruza iznosila 24,2%, dok je EfRSK bila 64,7%. U preglednom radu
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Offner i sar. (2003) parno flekicenje je takode jedini tretman koji je doveo
do smanjenja frakcije ask koja je iznosila 12,7£10,7%. U pomenutom
istrazivanju izracunata je srednja vrednost EfRSK u iznosu od 80,3+£3,2%
na Sta je u velikoj meri uticala veoma brza razgradnja skroba od 0,216h-
1. §to je ujedno i najveca zabelezena vrednost za csk termicki tretiranog
kukuruza u pomenutoj studiji. Za izraCunavanje srednjih vrednosti
kinetickih parametara parno flekicanog kukuruza Offner i sar. (2003) su
koristili rezultate samo dva ogleda, Sto je verovatno imalo uticaja na
objavljene vrednosti, koje su znacajno vece u odnosu na rezultate iz ove
teze. Povecanje svarljivosti skroba parno flekicanog kukuruza u buragu
je zabelezeno primenom i in vivo metode u iznosu od 5 do 30% (Theurer,
1986) u poredenju sa termicki netretiranim kukuruzom, Sto je potvrdeno
i od strane drugih autora (Owens i sar., 1986; Huntington, 1997; Cooper

i sar., 2002).

U poredenju sa netretiranim uzorkom, peletiranje je uticalo na
povecanje ask (38,2 naspram 34,7%), csk (0,0664 naspram 0,0379h1) i
EfRSK (72,10 naspram 57,89%). Dobijene vrednosti su u skladu sa
srednjim vrednostima koje su Offner i sar. (2003) dobili sumirajuci
rezultate 3 ogleda u kojima je kukuruz bio peletiran (tabela 18).
Povecanje vrednosti ask, csk i EfRSK u odnosu na netretirani uzorak su
zabelezili i Tothi i sar. (2003) kada je kukuruz prvo ekspandiran pa
peletiran (tabela 18). Izracunata vrednost povecanja EfRSK smeSe u
buragu od 25% za peletirani u odnosu na netretirani uzorak je veca od
objavljenih vrednosti u drugim istrazivanjima. Goelema i sar. (1996) su
zabelezili povecanje od 11 i 14% analizirajuci dve smese hrane za krave,
dok je povecanje za ekspandirani pa peletirani kukuruz u ogledu Tothi i
sar. (2003) iznosilo 20%. U pomenutim istrazivanjima nisu analizirane
fizicko-hemijske promene nastale na skrobnoj komponenti kao posledica
termickog tretmana tako da se samo moze pretpostaviti da je do razlika
u dobijenim vrednostima doslo zbog razlicitog intenziteta primenjenog

tretmana peletiranja, odnosno veceg stepena Zelatinizacije skroba.
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Promena parametara tokom mikronizacije je uticala na vrednosti
ask, csk 1 EfRSK, pa je za uzorke MS1, MS2 i MS3 utvdeno povecanje ovih
parametara u odnosu na netretirani uzorak, ali u razli¢itoj meri. Za
uzorak MS2 u c¢ijem sastavu je kukuruz koji je kondicioniran (14,29%
vlage) i za koji je postignuta temperatura mikronizacije od 111°C,
odredena je najmanja vrednost ask u iznosu od 36,0% dok je csk bila
najveca (0,0882h-1) u poredenju sa ostalim mikroniziranim uzorcima.
Temperatura mikronizacije kukuruza koji je uSao u sastav smesSe MS1 i
MS3 je bila 125°C i u tim uzorcima je odredena ista vrednost csk (0,06h-
). Kukuruz iz uzorka MS1 nije kondicioniran a vrednost ask je bila niza
nego u uzorku MS3 gde je kukuruz prethodno kondicioniran (42,3
naspram 50,6%). Promena uslova tokom procesa mikronizacije kukuruza
je uticalo na vrednost EfRSK smeSa ali u maloj meri obzirom da se
EfRSK kretala u relativno malom rasponu (71,52-74,92%).
Mikronizacijom kukuruza doS$lo je do povecanja EfRSK smeSe u buragu
za oko 24-29% u poredenju sa netretiranim uzorkom. Pregledom
dostupne literature nisu pronadeni podaci o karakteristikama razgradnje
skroba mikroniziranog kukuruza u buragu krava. U istrazivanju
McAllister i Sultana (2011) u in situ ogledu sa volovima, mikronizacija
kukuruza je dovela do smanjenja asmi ask, dok je csm bila povecana a csk
smanjena u poredenju sa netretiranim kukuruzom. U pomenutom
istrazivanju vrednost ask netretiranog kukuruza (5,6%) je bila znacajno
niza od dostupnih literaturnih podataka. Takode, autori nisu racunali
EfRSK nego su odredili stepen razgradnje skroba u buragu nakon
inkubacije u trajanju od 96h, koja je za netretirani kukuruz iznosila
svega 46,1%. Dobijeni rezultati se znacajno razlikuju od dostupnih
literaturnih podataka i rezultata iz ove teze, obzirom da je u ogledu sa
kravama nakon 48h inkubacije preko 99% skroba iz smeSe bilo
razgradeno u buragu krava. Takode, u pomenutom istrazivanju
McAllister i Sultana (2011) nisu navedeni uslovi mikronizacije kukuruza,

kao ni stepen zelatinizacije skroba.
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Najvece vrednosti frakcije ask (57,9-67,9%) su zabelezene u
uzorcima koji su ekstrudirani. Ekstrudiranjem smeSa ES1 i ES3 doslo je
do povecanja csk u poredenju sa netretiranim uzorkom, ali u manjoj meri
nego nakon peletiranja, parnog flekicenja i mikronizacije. Najveca
odredena vrednost ask i csk je bila u uzorku ES2 u kome je zelatinizacija
skroba bila potpuna. Uprkos visokim vrednostima ask uzoraka ESI1 i
ES3, EfRSK se kretala u rasponu 71,49-75,15% i bila je na nivou
peletiranih i mikroniziranih smesa. Najvece povecanje EfRSK je odredeno
za uzorak ES2 u iznosu od 45% za Sta se moze pretpostaviti da je
posledica potpune zelatinizacije skroba. Dobijeni razultati su u skladu sa
izracunatim srednjim vrednostima Offner i sar. (2003) koji su koristili
podatke iz 4 ogleda (tabela 18). U istrazivanju Shabi i sar. (1999)
ekstrudiranje kukuruza je uticalo na povecanje efektivnhe razgradivosti
nestrukturnih ugljenih hidrata u buragu u iznosu od 29%, dok je brzina
razgradnje bila povecana za viSe od 5 puta. U pomenutom istrazivanju
vlaga kukuruz je iznosila 20%, a temperatura ekstrudiranja 200°C.
Stepen zelatinizacije skroba nije bio odreden, kao ni bilo koji drugi
parametar koji bi mogao da ukaze na promene koje je ekstrudiranje

izazvalo na skrobnoj komponenti.

Sumiranjem rezultata utvrdeno je da su svi primenjeni termicki
tretmani doveli do povecanja brzine razgradnje skroba csk u manjoj ili
vecoj meri a u zavisnosti od vrste i intenziteta tretmana. Povecanje
frakcije ask, koja sadrzi rastvorljive Secere (glukozu, fruktozu, saharozu i
fruktane) i rastvorljive neskrobne polisaharide (arabinozu, ksilozu,
manozu, galaktozu i uronsku kiselinu) (Sadeghi i Shawrang, 20006), je
zabelezeno za sve analizirane smesSe izuzev smeSe koja je sadrzala parno
flekican kukuruz. Dobijeni nalaz je u skladu sa rezultatima WSI analize
koja je ukazala na mogucu interakciju degradiranih komponenti (skroba,
proteina i lipida) na molekularnom nivou i nastanak jedinjenja sa vecom
molekulskom masom i smanjenom rastvorljivoS¢u u uzorku parno

flekicanog kukuruza. Takode, u uzorku ES2 za koji je odredena najveca
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vrednost frakcije ask je zabelezena i najveca vrednost WSI. Znacajne
razlike u karakteristikama razgradnje skroba su zabelezene nakon
variranja procesnih parametara ekstrudiranja, dok su uocene razlike
izmedu mikroniziranih uzoraka bile mnogo manje izrazene. Veoma je
interesantno primetiti da je najmanje i najveCe povecanje brzine csk
usledilo nakon ekstrudiranja, Sto potvrduje navode Nocek i Tamminga
(1991) da su vrsta i stepen prerade kljuéni u promeni svarljivosti i

koriSc¢enju hranljivih materija od strane Zivotinje.

Obzirom na neprestani napredak iz oblasti genetike mle¢nih krava
neophodno je da se ishrana poboljSava kako bi se zadovoljila povecana
potreba krava za energijom i proteinima. Napredak u shvatanju varenja
skroba omogucava optimizaciju zaliha proteina i energije, a potrebno je i
za identifikaciju tehnika u menadZmentu za maksimalnu iskoristivost
ishrane bogate zitaricama. Sniffen i sar. (2009) navode da je za efikasan
rast mikroorganizama u buragu neophodno da dostupnost ugljenih
hidrata i proteina bude sinhronizovana i to na nivou svakog sata. Prinos
proteina mikrobnog porekla je bio najveci kada su zivotinje hranjene brzo
svarljivim izvorom proteina zajedno sa brzo svarljivim izvorom skroba.
Suprotno tome, najmanji prinos je zabelezen kada su sporo svarljivi
izvori proteina kombinovani sa brzo svarljivim izvorima skroba (Aldrich i
sar., 1993). Dobijeni in situ rezultati brzine i stepena razgradnje skroba u
buragu mogu da se iskoriste u kompjuterskim programima koji sluze za
pravljenje receptura za obroke zivotinja. Prilikom formulisanja obroka
veoma je vazno sinhronizovati dostupnost fermentabilnih ugljenih
hidrata i izvora azota u buragu. Huntington (2000) navodi da prednosti
povecanja fermentacije sirka u buragu mlecnih krava potvrduju da
sinhronizacija burazne fermentacije skroba i izvora azota (proteina)
povecavaju prolazak bakterijskog proteina iz buraga u creva. Povecano
snabdevanje energijom od fermentacije skroba u buragu zajedno sa
povecanim snabdevanjem aminokiselinama iz varenja dodatnog

bakterijskog proteina u crevima, se koriste za povecanje svarljivosti azota
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ili proizvodnje mlecnog proteina, najceSce bez znatnih Stetnih efekata na

prinos mlec¢ne masti.

5.6. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA SVARLJIVOST
SKROBA U CREVIMA SMESE NA BAZI KUKURUZA

Svarljivost skroba u crevima netretirane i termicki tretiranih smesa
odredena je metodom mobile bag. Priprema uzoraka se sastojala u
inkubiranju uzoraka u buragu u trajanju od 16h, potom u rastvoru
kiselog pepsina u trajanju od lh (simuliranje varenja u siriStu), da bi se
nakon toga uzorci ubacili u dvanaestopalaéno crevo zivotinja, a sakupili
iz fecesa. Ghoorchi i sar. (2013) navode da se inkubacijom u buragu
omogucava varenje proteinskog matriksa i izlaganje granula skroba

enzimatskom varenju u tankom crevu.

Nakon 16h inkubacije u buragu doslo je do razgradnje dela skroba
i to najmanje u uzorku NS (67,44%), a najviSe u uzorku ES2 (93,73%)
(tabela 16). Prema tome, kolicina skroba koja je dospela u creva se
kretala u rasponu 6,27-32,56%. Norberg i sar. (2007) su primenili 12h
inkubaciju u buragu Sto je rezultiralo malom kolicinom originalnog
skroba (u nekim uzorcima samo 0,5%, a maksimalno 21,9%), dok je u
istrazivanju Ghoorchi i sar. (2013) nakon 4h inkubacije u buragu ostalo
od 32,8% do 99,0% originalnog skroba. Analizirani uzorci u istrazivanju
Norberg i sar. (2007) su bili na bazi jecma i ovsa pa je velika razgradnja
skroba u buragu koja je prethodila mobile bag metodi bila oc¢ekivana.
Nasuprot tome, mala razgradnja skroba nakon 4h inkubacije u buragu u
istrazivanju Ghoorchi i sar. (2013) je zabeleZzena za uzorke razliCitih
leguminoza. Pregledom dostupne literature ustanovljeno je da se u
istrazivanjima primenjuju razlicita vremena inkubacije u buragu kao
priprema uzoraka za procenu svarljivosti u crevima. Inkubacija u

trajanju od 16h je primenjena u istrazivanjima autora Chrenkova i sar.
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(2012) i Formelova i sar. (2012) za analizu proteina zitarica, dok su
Keyserlingk i sar. (1998) analizirali koncentrovane smese, a Goelema i
sar. (1999) smesu leguminoza kojima je prethodila inkubacija u buragu

u trajanju od 12h.

Nakon opisane pripreme uzoraka i prolaska kroz crevo Zivotinja
odreden je sadrzaj skroba koji je u svim uzorcima iznosio 0% odnosno
svarljivost skroba u crevima je bila 100% u uzorku netretirane smese
(NS) i svim termicki tretiranim smesama (PS, FS, MS1, MS2, MS3, ES1,
ES2, ES3).

U radu Cooper i sar. (2002) svarljivost skroba kroz ceo digestivni
trakt suvo valjanog kukuruza odredena in vivo je iznosila 96,1%, Sto je
potvdeno u in vivo ogledu Larsen i sar. (2009) koji su objavili vrednost od
95,2% za samleveni kukuruz. Ghoorchi i sar. (2013) su za uzorak
kukuruza iz ogleda Larsen i sar. (2009) primenili mobile bag metodu i
odredili nizu svarljivost skroba u iznosu od 91,2%, §to bi moglo da ukaze
na nedovoljno vreme inkubacije u buragu od samo 4h. Nasuprot tome,
potpuna svarljivost skroba odredena za uzorak NS primenom mobile bag
metode bi mogla da bude posledica veoma dugog vremena inkubacije
koje je iznosilo 16h. Takode, drugi faktori (kao Sto su poroznost kese i
vreme zadrzavanja u crevima) su mogli da uticu da dobijeni rezultat.
Zbog svega navedenog bi u narednim istrazivanjima trebalo porediti
vrednosti dobijene in vivo i mobile bag metodom i izvrSiti standardizaciju

metode Sto Ce uticati na pouzdanost dobijenih rezultata.

U radu Cooper i sar. (2002) zabelezeno je znacajno povecanje in
vivo svarljivosti skroba za svaki deo digestivnog trakta za parno flekican
u poredenju sa suvo valjanim kukuruzom. Svarljivost nakon buraga je
bila 98,3% skroba koji napusti burag, dok je svarljivost kroz ceo
digestivni trakt bila 99,8%. Na osnovu toga mozemo zakljuciti da se

termickim tretmanima omogucava prakticno potpuno varenje skroba
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kukuruza kroz ceo digestivni trakt goveda, Sto je i potvrdeno rezultatima
u ovoj disertaciji. Theurer (1986) je u preglednom radu takode objavio da
je svarljivost skroba parno flekicanog kukuruza 99%, Sto je potvdeno i od

strane Huntington (1997) (98,9%) i Owens i sar. (1986) (97,8%).

5.7. UTICAJ TERMICKIH TRETMANA NA SVARLJIVOST
ORGANSKE MATERIJE (SOM) KUKURUZA I SMESE NA
BAZI KUKURUZA

U tabeli 19 su prikazani rezultati SOM netretiranog i termicki
tretiranih uzoraka kukuruza i smeSe na bazi kukuruza odredeni in vitro
multi-enzimskom metodom i analizirana je mogucnost primene
upotrebljene metode za procenu uticaja termickih tretmana na SOM

prezivara.

U uzorku netretiranog kukuruza odredena je SOM od 91,69% Sto
je u skladu sa literaturnim podacima (Aufrere i Michalet-Doreau, 1988;
Bailoni i sar., 2006; Kokic i sar., 2013). U netretiranoj smeSi odredena je
nesto viSa vrednost u iznosu od 93,18%, Sto je bilo i ocekivano obzirom
da je u sastav smeSe uSla i sojina sacma koja ima vecu SOM od
kukuruza (oko 97,5%) (Aufrere i Michalet-Doreau, 1988; Kokic¢ i sar.,
2013). Statistickom obradom rezultata nije utvrdeno znacajno povecanje
SOM kukuruza i smeSe na bazi kukuruza nakon termickih tretmana u
poredenju sa netretiranim uzorcima; izuzev uzorka EK2 u kome je 100%
skroba zelatiniziralo nakon ekstrudiranja, a SOM je iznosila 93,65%.
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji su
analizirali uticaj termickih tretmana na SOM kukuruza primenom

drugih in vitro metoda (Bailoni i sar., 2006; Qiao i sar., 2015).
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Tabela 19. Svarljivost organske materije netretiranih i termicki
tretiranih uzoraka kukuruza i smesa na bazi kukuruza odredena in vitro

multi-enzimskom metodom

SOM (%) SOM (%)
NK 91,69+0,23a* NS 93,18+0,852b
PK 92,530,763 PS 93,02+0,512b
FK 92,08+0,052 FS 92,89+0,622b

MK1 91,5440,83a MS1 93,22+0,52ab

MK?2 91,64+0,55a MS2 93,090,234

MK3 91,93+0,44a MS3 92,03+0,29b

EK1 92,76+0,282b ES1 93,41+0,692

EK2 93,65+0,27b ES2 93,61+0,522

EK3 92,89+0,23ab ES3 93,660,472

EK4 91,980,762

NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz; MK1-
MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

NS - netretirana smeSa; PS - peletirana smesa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

Prikazani rezultati su srednja vrednost 3 ponavljanja = SD

*Razli¢ite slovne oznake oznacavaju statisticki znacajne razlike, p<0,05

U radu Qiao i sar. (2015) tretman parnog flekicenja nije doveo do
statisticki znacajnog povecanja SOM kukuruza i pSenice (odredeno
tehnikom produkcije gasa), dok je kod pirinca, koji inace ima nizu SOM
od kukuruza i pSenice, povecanje SOM bilo znacajno (p<0,05). Bailoni i
sar. (2006) takode navode da tretmani parnog flekicenja i ekstrudiranja
nisu uticali na promenu in vitro SOM kukuruza (odredeno pepsin-
celulaza tehnikom), dok je povecanje zabelezeno za jeCam i ovas. U
studiji izvedenoj od strane Solanas i sar. (2005) ektrudiranje potpune
smesSe za telad nije dovelo do povecanja in vivo SOM. U radu Cooper i

sar. (2002) SOM suvo valjanog kukuruza odredena in vivo je iznosila
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84,6%, dok je nakon parnog flekiCenja povecana na 88,1%. Primenom
formule (1) za preracunavanje in vitro u in vivo SOM koja se koristi u
Danskoj dobija se vrednost od 84,88% in vivo SOM za uzorak NK S§to je u
skladu sa rezultatima Cooper i sar. (2002) za suvo valjan kukuruz.
Povecanje in vivo SOM termicki tretiranog kukuruza koje je objavljeno u
radu Cooper i sar. (2002) je verovatno bilo moguce zabeleziti zbog
primene in vivo metode koja je referentna metoda za SOM. Pregledom
dostupne literature ustanovljeno je da razliite in vitro metode nisu u
mogucnosti da zebeleze promenu SOM kukuruza nakon termickih
tretmana Sto se mozZe objasniti velikom svarljivoScu samog kukuruza
koja prelazi 90%. U buducim istrazivanja trebalo bi analizirati uzorke sa
nizom SOM kao Sto su sirak, ovas, jeCam i pSenica i utvrditi da li
upotrebljena in vitro multi-enzimska metoda moze da se koristi za

procenu uticaja termickih tretmana na SOM kod prezivara.

5.8. ANALIZA REZULTATA

5.8.1. KORELACIONA ANALIZA

Statisticki znacajne korelacije su ustanovljene izmedu fizicko-
hemijskih osobina, karakteristika zelatinizacije, pastiranja i svarljivosti
organske materije netretiranog, peletiranog, parno flekicanog,
mikroniziranog i ekstrudiranog kukuruza (tabela 20). WAI je u pozitivnoj
korelaciji sa WSI (r = 0,575, p < 0,10), Sto je u skladu sa rezultatima
Sandhu i Singh (2007) koji su objavili da su moc¢ bubrenja i rastvorljivost
u znacCajnoj pozitivnoj korelaciji analizom skrobova razlicitih sorti
kukuruza (r = 0,582, p < 0,05). To, Tp i Te su u negativnoj korelaciji sa
WSI, PV i SOM na nivou p < 0,01, a sa SZ na nivou p < 0,05, dok je
korelacija navedenih parametara Zelatinizacije pozitivha sa Tg na nivou p
< 0,01, MV na nivou p < 0,05 i FV na nivou p < 0,10. SZ je u pozitivnoj
korelaciji sa WAI na nivou p < 0,01, a sa WSI, PV i SOM na nivou p <

99



Doktorska disertacija Bojana Kokié

0,05, dok je u negativnoj sa MV na nivou p < 0,01, a sa Tg i FV na nivou
p < 0,05. WAI je u pozitivnoj korelaciji sa PV na nivou p < 0,05, SOM na
nivou p < 0,10, a u negativnoj sa MV i FV na nivou p < 0,05. Sli¢no kao i
WAI, WSI je u pozitivnoj korelaciji sa PV i SOM na nivou p < 0,01, dok je
u negativnoj sa Tg i MV na nivou p < 0,01, a sa FV na nivou p < 0,05.
Analizom dobijenih rezultata ustanovljene su medusobne veze
parametara pastiranja. Tg je u pozitivnoj korelaciji sa MV na nivou p <
0,01, i sa FV na nivou p < 0,05, dok je u negativnoj sa PV na nivou p <
0,01. PV je u negativnoj korelaciji sa MV i FV na nivou p < 0,05, dok je

MV u pozitivnoj korelaciji sa FV na nivou p < 0,01.

Tabela 20. Korelaciona analiza razlic¢itih fizicko-hemijskih karakteristika

i svarljivosti netretiranog i termicki tretiranog kukuruza

WSI T, PV MV FV T, T, Te SZ SOM
WAI 0,575 -0,502 0,642° -0,750" -0,723" -0,414 -0,426 -0,414 0,818* 0,601™

WSI -0,984+ 0,935* -0,798* -0,743" -0,963* -0,968* -0,967+ 0,764 0,821+
Ty -0,935* 0,779+ 0,639" 0,993* 0,994* 0,992+ -0,760" -0,821*
PV -0,764" -0,675" -0,922* -0,926* -0,924+ 0,758" 0,826*
MV 0,844+ 0,729* 0,728 0,724" -0,940* -0,629"
FV 0,582" 0,590 0,592" -0,722" -0,495
To 0,999+ 0,999+ -0,703" -0,782*
Tp 1,000+ -0,705" -0,785*
Te -0,695" -0,776"
SZ 0,713

WAI - indeks apsorpcije vode; WSI — indeks rastvorljivosti u vodi; Tg — temperatura
zelatinizacije; PV - pocetni viskozitet; MV — maksimalni viskozitet; FV - finalni
viskozitet; To — poCetna temperatura; Tp — temperatura pika; Te — zavrSna temperatura;
SZ - stepen zelatinizacije; SOM — svarljivost organske materije

*Korelacije su statisticki znac¢ajne na nivou p<0,01

“Korelacije su statisticki zna¢ajne na nivou p<0,05

“Korelacije su statisticki zna¢ajne na nivou p<0,10

Korelacije koje nisu oznacene nisu statisticki znacajne

U tabeli 21 su prikazane uocene korelacije razlicitih fizicko-

hemijskih karakteristika i svarljivosti netretirane i termicki tretiranih
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smeSa. Analizom podataka prikazanih u tabeli 21 moze se primetiti da
su korelacije razliCitih fizicko-hemijskih karakteristika koje su uocene za
uzorke kukuruza potvrdene i za uzorke analiziranih smeSa na bazi
kukuruza, tako da se pomenute korelacije nece ponovo analizirati. ask je
u pozitivnoj korelaciji sa WAI na nivou p < 0,05, WSI i SZ na nivou p <
0,10, dok je sa MV i FV u negativnoj na nivou p < 0,01. csk je u pozitivnoj
korelaciji sa PV na nivou p < 0,01, SZ na nivou p < 0,05, WAI i WSI na
nivou p < 0,10, dok je u negativnoj sa Tg, To, Tp i Te na nivou p < 0,01.
EfRSK je u pozitivnoj korelaciji sa PV i SZ na nivou p < 0,05, WAI na
nivou p < 0,10, dok je sa Tg, MV, T,, Tp i Te u negativnoj na nivou p <
0,05, i takode sa FV na nivou p < 0,10. asm je u pozitivnoj korelaciji sa
WAI na nivou p < 0,01, SZ na nivou p < 0,05, WSI na nivou p < 0,10, dok
je u negativnoj sa MV na nivou p < 0,05 i FV na nivou p < 0,10. csm je u
pozitivnoj korelaciji sa PV na nivou p < 0,10, dok je sa Tg, To, Tp i Te u
negativnoj na nivou p < 0,05. EfRSM je u pozitivnoj korelaciji sa PV na
nivou p < 0,05, SZ na nivou p < 0,10, dok je u negativnoj sa Tg, To, Tp i Te

na nivou p < 0,01.
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Tabela 21. Korelaciona analiza razliCitih fizicko-hemijskih karakteristika i svarljivosti netretirane i termicki

tretiranih smesa hrane za krave

WSI Tg PV MV FV To Tp Te SZ asK csk  EfRSK aswm csm EfRSM

WAI 0,832+ -0,786" 0,816* -0,935*-0,773*-0,700" -0,699" -0,689* 0,948+ 0,762* 0,607~ 0,626 0,854+ 0,406 0,473

WSI -0,907+ 0,963+ -0,816* -0,708" -0,894+-0,904+-0,903* 0,747* 0,661 0,647* 0,521 0,602 0,445 0,553
Tq -0,980* 0,796 0,627** 0,989+ 0,987+ 0,985+ -0,805* -0,436 -0,894* -0,773* -0,445 -0,747* -0,812+
PV -0,815* -0,675 -0,974+-0,976+-0,974* 0,783* 0,529 0,809+ 0,684* 0,495 0,656 0,732
MV 0,914+ 0,725 0,717* 0,718 -0,926+-0,834+-0,631" -0,761* -0,767* -0,471 -0,546
FV 0,577 0,573 0,580 -0,731°-0,870* -0,473 -0,621* -0,598" -0,354 -0,334
To 0,999+ 0,999+ -0,713* -0,367 -0,883* -0,732* -0,331 -0,758" -0,818*
Tp 0,999+ -0,705" -0,366 -0,876* -0,709* -0,334 -0,745" -0,803+
Te -0,698* -0,375 -0,868+ -0,713* -0,324 -0,740° -0,804+
SZ 0,652* 0,699° 0,785 0,770° 0,555 0,620"
ask 0,129 0,325 0,791 -0,067 0,040
CsK 0,857+ 0,221 0,925+ 0,885*
EfRSK 0,335 0,849+ 0,876
asm 0,022 0,155
CsM 0,914+

WAI - indeks apsorpcije vode; WSI — indeks rastvorljivosti u vodi; Tg — temperatura zelatinizacije; PV — pocetni viskozitet; MV —
maksimalni viskozitet; FV — finalni viskozitet; To — poéetna temperatura; Tp — temperatura pika; Te — zavrsna temperatura; SZ — stepen
zelatinizacije; ask — brzo razgradiv skrob; csk — brzina razgradnje sporo razgradivog skroba; EfRSK - efektivna razgradivost skroba; asm —
brzo razgradiva suva materija; csk — brzina razgradnje sporo razgradive suve materije; EfRSK — efektivna razgradivost suve materije;
*Korelacije su statisti¢ki zna¢ajne na nivou p<0,01

“Korelacije su statisticki zna¢ajne na nivou p<0,05

“Korelacije su statisti¢ki znacajne na nivou p<0,10

Korelacije koje nisu oznacene nisu statisticki znacajne
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5.8.2. KLASTERSKA ANALIZA

Na slici 16 i 17 su prikazani dendogrami klasterske analize za
testirane uzorke. Racunate su ukupne povezanosti tacaka (engl. complete
lincage), a rastojanja izmedu tacaka u 19-dimenzionalnom koordinatnom
prostoru su merena koriScenjem City-block (Manhattan) algoritma. City-
block udaljenosti, koje se prikazuju na ordinatnoj osi grafika, su merene
kao srednje razlike izmedu dimenzija razliCitih uzoraka. Merenje
udaljenosti City-block algoritmom daje rezultate slicne Euklidskom
merenju, ali je to merenje pogodnije zato Sto je smanjen uticaj
pojedinacnih velikih udaljenosti (autlajer, engl outlier), poSto se ne

racunaju kvadrati vrednosti pojedinacnih koordinata.
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Tree Dia'gram for 10 Cases
Complete Linkage
600 | City-block (Manhattan) distances 1

500 t
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EK3 EK2 EK4 EK1 MK3 FK MK2 MKl PK NK

NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz; MK1-
MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

Slika 16. Dendogram za CA analizu za uzorke kukuruza

Dendogram na slici 16 prikazuje CA analizu za testirane uzorke

kukuruza. Na dendogramu se primecuju tri odvojena klastera; desni koji
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obuhvata uzorke NK, PK, FK, MK1 i MK2 (koji imaju povecane vrednosti
za MV i FV), srednju grupu uzoraka, koja obuhvata uzorke EK1, EK4 i
MK3 (koji imaju smanjenje vrednosti za Tg, a povecane za T, i Tp) i levi
klaster koji obuhvata uzorke EK2 i EK3 (koji imaju povecane vrednosti
za WSI, SZ i PV, a smanjene za FV). Uocena je znatna udaljenost izmedu
prva dva klastera (oko 120), dok je klaster 3 udaljen oko 350 jedinica od

prva dva klastera.
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ES2 ES3 ES1 MS3 MS2 MS1 PS FS NS
NS - netretirana smeSa; PS - peletirana smesa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

Slika 17. Dendogram za CA analizu za uzorke smeSa

Dendogram na slici 17 prikazuje CA analizu za testirane uzorke
smesSa za krave na bazi kukuruza. Na dendogramu se primecuju dva
odvojena klastera; desni koji obuhvata uzorke NS i FS (koji imaju
povecane vrednosti za MV i FV, a snizene za ask i asw) i levi klaster koji
obuhvata uzorke PS, MS1, MS2, MS3, ES1 i ES3 (koji imaju povecane

vrednosti za ask, asm, EfRSK, a snizene za Tg). UocCena je znatna
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udaljenost ova dva klastera (oko 250). Uzorak ES2 je odvojen od ostalih
uzoraka i on ima povecane vrednosti za SZ, WSI, PV ask, csk, asm i

EfRSK, a smanjenu vrednost za FV.

5.8.3. ANALIZA GLAVNIH KOMPONENATA (PCA)

PCA analiza omogucava da se znacajno smanji broj promenljivih
koje ucCestvuju u analizi, a omogucava i detektovanje i analizu
inherentne, skrivene strukture izmedu mernih veliCina i uzoraka koji se
ispituju. Celokupna matrica merenih podataka koja se sastoji od 11
merenih veli¢ina i 10 razli¢itih uzoraka (eksperiment 1), odnosno 17
merenih velicina i 9 razlicitih uzoraka (eksperiment 2), dobijenih
razli¢itim termickim tretmanima je podvrgnuta PCA analizi. Graficki
prikaz trendova i efikasnost odvajanja grupa parametara na osnovu
koriscenih deskriptora prikazana je na slici 18 i 19, pri ¢emu su na
grafiku prikazani uzorci koriS¢éenjem prve dve glavne komponente, koje

su dobijene iz PCA analize.

Na slici 18 se moze videti da je izvrSeno uspesno odvajanje grupa
podataka za 10 uzoraka kukuruza. Kvalitativni rezultati za ovu analizu
pokazuju da prve dve glavne komponente zajednicki prikazuju 91,38%
ukupne varijanse i da se to moze smatrati dovoljnim za prikazivanje
celokupnog seta eksperimentalnih podataka. Promenljive WSI (koja
prikazuje 10,9% ukupne varijanse), Tg (10,7%), PV (10,4%), To (10,1%),
Tp (10,2%) i Te (10,1%) su bile najznacajnije za reprezentaciju prve glavne
komponete, dok su doprinosi MV (10,0%), FV (15,1%) i SZ (10,8%) bili
najznacajniji za izracunavanje druge faktorske koordinate. Uticaj
procesnih parametara na razlicite uzorke moze da se oceni sa slike 18,
pri cemu uzorci na levoj strani grafika imaju povecane vrednosti WAI,
WSI, SZ, PV i SOM. Uzorci na desnoj strani grafika imaju povecane
vrednosti To, Tp, Te i Tg, a uzorci bliski donjem desnom uglu imaju

povecane vrednosti MV i FV.
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NK - netretiran kukuruz; PK - peletiran kukuruz; FK - parno flekican kukuruz; MK1-
MKS3 - mikroniziran kukuruz; EK1-EK4 - ekstrudiran kukuruz

WAI - indeks apsorpcije vode; WSI — indeks rastvorljivosti u vodi; Tg — temperatura
zelatinizacije; PV — pocetni viskozitet; MV — maksimalni viskozitet; FV - finalni
viskozitet; To — poCetna temperatura; Tp — temperatura pika; Te — zavrSna temperatura;
SZ - stepen Zzelatinizacije; SOM — svarljivost organske materije

Slika 18. Biplot grafik uticaja razli¢itih termickih tretmana na promene

skrobne komponente i svarljivost kukuruza kod prezivara

Na slici 19 se moze videti da je izvrSeno uspesno odvajanje grupa
podataka za 9 uzoraka smeSa. Kvalitativni rezultati za ovu analizu
pokazuju da prve dve glavne komponente zajednicki prikazuju 85,63%
ukupne varijanse i da se to moze smatrati dovoljnim za prikazivanje
celokupnog seta eksperimentalnih podataka. Promenljive Tg (koja
prikazuje 8,1% ukupne varijanse), To (7,6%), Tp (7,5%), Te (7,5%), WSI
(7,1%), PV (8,0%) i MV (7,1%) su bile najznacajnije za reprezentaciju prve
glavne komponete, dok su doprinosi ask (19,4%), asm (16,8%), csm
(14,2%) i EfRSM (10,3%) bili najznacajniji za izracunavanje druge

faktorske koordinate. Uticaj procesnih parametara na razlicite uzorke
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moze da se oceni sa slike 19, pri cemu uzorci na levoj strani grafika
imaju povecane vrednosti ask, csk, EfRSK, asm, csm, EfRSM, WAI, WSI,
SZ, PV i SOM, a uzorci na desnoj strani grafika imaju povecane vrednosti
MV, FV, Tg, To, Tp i Te.
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NS - netretirana smesa; PS - peletirana smesa; FS - parno flekican kukuruz + peleta
bez kukuruza; MS1-MS3 - mikroniziran kukuruz + peleta bez kukuruza; ES1-ES3 -
ekstrudirana smesa

WAI - indeks apsorpcije vode; WSI — indeks rastvorljivosti u vodi; Tg — temperatura
zelatinizacije; PV — pocetni viskozitet; MV — maksimalni viskozitet; FV - finalni
viskozitet; To — poCetna temperatura; Tp — temperatura pika; Te — zavr§Sna temperatura,;
SZ — stepen Zzelatinizacije; ask — brzo razgradiv skrob; csk — brzina razgradnje sporo
razgradivog skroba; EfRSK - efektivna razgradivost skroba; asm — brzo razgradiva suva
materija; ecsk — brzina razgradnje sporo razgradive suve materije; EfRSK — efektivna
razgradivost suve materije;

Slika 19. Biplot grafik uticaja razliCitih termickih tretmana na promene

skrobne komponente i svarljivost smesSa kod prezivara
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Poglavlje 6
Zakljucak

Na osnovu rezultata prikazanih u okviru ove disertacije mogu se izvesti

sledeci zakljucci:

1. Stepen zelatinizacije skroba:

e Analizom uzoraka termicki tretiranog kukuruza odreden je najmanji
SZ u uzorku koji nije bio kondicioniran pre tretmana mikronizacije
(26,20%), dok je kondicioniranje zrna preostala dva uzorka
kukuruza uticalo na znacajno povecanje SZ koji je iznosio 51,74 i
64,32%. Peletiranje kukuruza je dovelo do zelatinizacije 35,64%, a
parno flekicenje 42,51% skroba. Tretman ekstrudiranja se pokazao
kao najefikasniji u naruSavanju strukture skrobne granule pa je
nakon primenjenog tretmana pri odredenim parametrima procesa u
dva uzorka ekstrudiranog kukuruza Zzelatiniziralo 68,62 i 79,11%
skroba. Vece sile smicanja i duze vreme zadrzavanja materijala
unutar cevi ekstrudera pri zadatim uslovima ekstrudiranja su doveli
do potpune Zzelatinizacije skroba (100%) u preostala dva uzorka
ekstrudiranog kukuruza.

e Analizom uzoraka termicki tretiranih smesa odreden je najmanji SZ
u smeSi koja je sadrzala mikronizirani kukuruz (34,65%).
Kondicioniranje zrna kukuruza pre mikronizacije je dovelo do

povecanja SZ u preostale dve smeSe (43,50 i 54,12%). SZ smesSe
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koja je sadrzala parno flekican kukuruz je bio 43,50%. Peletiranjem
kompletne smese Zzelatiniziralo je 50,42% skroba. SZ skroba tri
ekstrudirane smesSe se kretao u rasponu 56,50-100% u zavisnosti
od primenjenih parametara procesa.

2. Indeks apsorpcije vode (WAI):

e Analizom uzoraka kukuruza odredena je najniza vrednost WAI u
uzorku netretiranog kukuruza (2,77 g/g) u kojem se skrob nalazio u
nativhim obliku. Peletiranje, parno flekicenje i mikronizacija
kukuruza su doveli do umerenog povecanja WAI i to u pribliznoj
istoj meri (3,30-3,90 g/g). Nakon ekstrudiranja zabelezene su
najvece vrednosti WAI (5,50-7,34 g/g) Sto ukazuje na veci stepen
oStecenja granula skroba kukuruza.

¢ Analizom uzoraka smeSa odredena je najniza vrednost WAI u
uzorku netretirane smesSe (3,13 g/g). Svi primenjeni termicki
tretmani su doveli do povecanja WAI koji se kretao u rasponu od
4,03 do 6,49 g/g. Najveca vrednost WAI (6,49 g/g) je zabelezena u
ekstrudiranoj smesi u kojoj je 100% skroba zelatiniziralo.

3. Indeks rastvorljivosti u vodi (WSI):

e U uzorku netretiranog kukuruza WSI je iznosio 6,20 g/100g.
Najniza vrednost WSI je odredena u uzorku parno flekicanog
kukuruza (3,37 g/100g). WSI peletiranog i mikroniziranih uzoraka
kukuruza se kretao u rasponu 5,35-6,11 g/100g. Kod ekstrudiranih
uzoraka kukuruza WSI se kretao u rasponu 7,74-21,26 g/100g, a
veliko povecanje WSI u poredenju sa netretiranim kukuruzom (viSe
od 3 puta) ukazuje na dekstrinizaciju skroba.

¢ Analizom netretirane i termicki tretiranih smesSa odreden je WSI koji
se kretao u rasponu 7,85-13,94 g/100g. Statisticki znacajno
povecanje vrednosti WSI u odnosu na sve ostale analizirane smese
je zabelezemo u jednom uzorku ekstrudirane smese u kojoj je 100%

skroba Zelatiniziralo a u kojoj je WSI iznosio 13,94 g/100g.
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4. Karakteristike pastiranja:

e Parno flekicenje, mikronizacija, peletiranje i ekstrudiranje su uticali
na pojavu znacajnih razlika u karakteristikama pastiranja
analiziranog kukuruza. Kod uzoraka ekstrudiranog kukuruza u
kojima je 100% skroba zelatiniziralo nije doslo do formiranja
karakteristicnog pika. Pocetni viskozitet netretiranog kukuruza je
iznosio 1,07 Pa's, dok je kod peletiranog, parno flekicanog i
mikroniziranog kukuruza doSlo do smanjenja pocetnog viskoziteta
(0,42-0,80 Pa's). U svim wuzorcima ekstrudiranog kukuruza
zabelezeno je povecanje pocetnog viskoziteta (2,71-19,90 Pa‘s) u
poredenju sa netretiranim kukuruzom. Najveca vrednost
maksimalnog viskoziteta (68,06 Pa‘'s) i temperatura Zzelatinizacije
(77,72°C) su odredeni u uzorku netretiranog kukuruza. Nakon
primenjenih termickih tretmana doSlo je do pada maksimalnog
viskoziteta i temperature Zelatinizacije zbog delimic¢ne Zzelatinizacije
skroba u svim analiziranim uzorcima kukuruza u poredenju sa
netretiranim.

e Analizom krive pastiranja netretirane smeSe na bazi kukuruza
zapazeno je znacajno smanjenje dobijenih vrednosti maksimalnog i
finalnog viskoziteta, u poredenju sa krivom pastiranja netretiranog
kukuruza, Sto je posledica smanjenja udela skroba u analiziranoj
smesi. Osim navedenog, takode se mozZe primetiti i uticaj ostalih
komponenata smeSe koje mogu da apsorbuju vodu (suncokretova i
sojina sa¢ma) i na taj nacin smanje kolicinu vode dostupnu za
bubrenje skroba, ili fizicki zaStite granule i otezaju prodiranje vode
pa samim tim i bubrenje.

5. Mikrostruktura kukuruza:

e Najvecu promenu u morfologiji granula skroba je izazvao tretman
ekstrudiranja Sto je utvrdeno primenom skening elektronske
mikroskopije. Poredenjem slika netretiranog i ekstrudiranih uzoraka
moze se uociti kompletna dezintegracija granula skroba izazvana

ekstrudiranjem, pracena formiranjem velikih konglomerata koji su
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razli¢itih oblika sa relativno glatkom i mestimicno hrapavom
povrSinom. Nakon peletiranja, parnog flekicenja i mikronizacije deo
skrobnih granula je ostao netaknut, dok su preostale granule
zelatinizirale pa je doslo do formiranja grumena razlic¢itih veli¢ina.

6. Svarljivost suve materije i skroba smesa u buragu:

e In situ metodom su za uzorak netretirane smeSe odredene najnize
vrednosti nestajanja SM i skroba u buragu nakon inkubacije u
trajanju od 3, 9, 16, 24 i 48h, dok su svi primenjeni termicki
tretmani doveli do znacajnog povecanja razgradnje SM i skroba.
Najmanje povecanje razgradnje skroba je zabelezeno kod smese koja
je sadrzala parno flekican kukuruz gde je do 9h inkubacije stepen
razgradnje skroba bio isti, a nakon 9h veci u poredenju sa
netretiranom smeSom. U svim uzorcima smesSa koje su dobijene
tretmanom ekstrudiranja doSlo je do razgradnje velike kolic¢ine
skroba vec¢ tokom prva 3h inkubacije.

e U uzorku netretirane smese vrednost brzo razgradive frakcije skroba
ask je bila 34,7%, dok je brzina razgradnje skroba csx bila 0,0379h-
1. U buragu krave se razgradilo 57,89% skroba netretirane smesSe,
odnosno oko 40% skroba je preslo u creva. U poredenju sa
netretiranom smeSom, u svim termicki tretiranim smeSama su
odredene vece vrednosti ask (36,0-67,9%), izuzev u smesi koja je
sadrzala parno flekican kukuruz (24,9%). Nakon primenjenih
termickih tretmana dosSlo je do povecanja csk svih uzoraka u
poredenju sa netretiranom smeSom, a odredene su vrednosti u
rasponu od 0,0522 do 0,0936h-l. Primenjeni termicki tretmani su
doveli do povecanja kolicine skroba koji se razgradi u buragu.
Najmanje povecanje EfRSK u poredenju sa netretiranom smeSom u
iznosu od 16% je zabelezeno nakon primene tretmana parnog
flekicenja, dok je najvece u iznosu od 45% =zabelezeno nakon
tretmana ekstrudiranja. Najvece vrednosti ask (67,9%), csk (0,0936h-
1) i EfRSK (83,92%) su odredene u ekstrudiranoj smesSi u kojoj je

stepen zZelatinizacije bio 100%.
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7. Svarljivost skroba u crevima:

e Mobile bag metodom odredena je svarljivost skroba u crevima koja
je u netretiranoj i svim termicki tretiranih smeSama iznosila 100%.

8. Svarljivost organske materije (SOM):

e In vitro multi-enzimskom metodom odredena je SOM netretiranog
kukuruza i netretirane smese u iznosu od 91,69% i 93,18%,
respektivno. Statistickom obradom rezultata nije utvrdeno znacajno
povecanje SOM kukuruza i smeSe nakon primenjenih termickih
tretmana u poredenju sa netretiranim uzorcima. Stoga, primenjena
in vitro metoda nije u mogucnosti da zebelezi promenu SOM
analiziranih uzoraka mnakon termickih tretmana zbog velike
svarljivosti samog kukuruza koja prelazi 90%.

9. Na osnovu dobijenih rezultata o uticaju razliCitih termickih tretmana
na promene skrobne komponente moze se zakljuciti da su parno
flekiCenje, mikronizacija i peletiranje blagi tretmani, dok je
ekstrudiranje ostriji tretman koji dovodi do potpunije Zelatinizacije i
naruSavanja strukture granula skroba.

10. Od svih primenjenih termickih tretmana jedino je parno flekicenje
dovelo do smanjenja brzo razgradive frakcije skroba u buragu krava,
pa se sa aspekta zdravlja zZivotinja i smanjenja pojave acidoze kod
prezivara upravo ovaj tretman moze preporuciti za preradu kukuruza.

11. Dobijeni rezultati brzine i stepena razgradnje skroba kukuruza u
buragu krava nakon primenjenih tretmana parnog flekicenja,
mikronizacije, peletiranja i ekstrudiranja mogu da se iskoriste u
kompjuterskim programima za pravljenje receptura za obroke Zivotinja
odnosno za sinhronizovanje dostupnosti fermentabilnih ugljenih

hidrata i izvora azota u buragu.
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