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UTICAJ FENOFAZE, OTKOSA I STEPENA PROVENULOSTI NA
PARAMETRE HEMIJSKOG SASTAVA, PROTEOLIZE
I KVALITETA SILAZE LUCERKE

N. Dordevi¢, G. Grubié, B. Dinié, B. Stojanovié, M. Radivojevi¢, A. Bozickovic”

Izvod: U radu je ispitivan uticaj razlicitih faza razvi¢a (pocetak cvetanja-10% is-
cvetalosti, sredina cvetanja-50% iscvetalosti), dva ciklusa kori$¢enja (II i IV otkos) i dva
stepena provenulosti biomase, odnosno sadrzaja suve materije (SM = 320 g/kg i 410 g/
kg) na promene parametara hemijskog sastava, proteolize i kvaliteta silaze lucerke. Ek-
speriment je postavljen po statistickom modelu 2x2x2 (2¥).

Na osnovu rezultata hemijskih analiza utvrdeno je u silazama ranije koSene lucer-
ke veéi sadrzaj proteina, amonijaka i rastvorljivog zota i manji sadrzaj sirove celuloze
(p<0,05). Silaze lucerke iz IV otkosa su se minimalno razlikovale u pogledu sadrzaja
hranljivih materija i parametara kvaliteta u odnosu na silaze lucerke iz II otkosa. Pro-
venjavanje lucerke do veceg nivoa suve materije je dovelo do redukcije fermentacije i
proteolize (p<0,05). Pri tome nije bilo statisticki znacajnih razlika u pogledu hemijskog
sastava silaza (p>0,05), izuzev proteina.

Na osnovu izvedenih ispitivanja moze se zakljuciti da se siliranjem lucerke iz ka-
snijih faza razvica, uz veci stepen provenjavanja, postize bolji kvalitet silaza, ali se signi-
fikantno smanjuje hranljiva vrednost. Zbog toga se preporucuje primena razlicitih metoda
indukcije i stimulacije mle¢nokiselinskog vrenja za materijal koSen u ranijim fenofaza-
ma, kako bi se dobila maksimalna hranljiva vrednost i maksimalan kvalitet.

Kljuéne reci: lucerka, fenofaza, otkos, provenjavanje, hemijski sastav, kvalitet,
proteoliza.

Uvod

Pored kukuruza, lucerka se smatra najvaznijom krmnom kulturom u Srbiji. Osim
visoke hranljive vrednosti, odlikuju je i izvanredne bioloske osobine (dugovecnost, ot-
pornost na susu i niske temperature, obogacivanje zemljiSta azotom...) kao i moguénost
koris¢enja na razli¢ite nadine (za zelenu masu, seno, silazu, dehidrirano brasno, protein-
sko-karotinoidni koncentrat...). Medutim, najveéi deo godisnjeg prinosa lucerke u Srbiji
se dobija u maju mesecu, poznatom po nestabilnim vremenskim prilikama koje otezavaju
spremanje sena. Zato se zadnjih godina intenzivno radi na Sirenju tehnologije konzer-
visanja lucerke siliranjem, koja mnogo manje zavisi od vremenskih uslova (Pordevi¢ i
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sar., 2001). Velika koli¢ina vlage u momentu ubiranja i visoka puferna vrednost glavni su
problemi za uspesno siliranje lucerke, zbog ¢ega je zadnjih nekoliko decenija izveden niz
eksperimenata u svetu i kod nas (Pordevi¢ i Dini¢, 2003). Pored toga, danas se sve veca
paznja poklanja problemu promena azotnih materija u toku siliranja koje su negativnog
karaktera za ishranu prezivara (Hristov i Sandev, 1998; Slottner i Bertilsson, 2006). Osim
toga, lucerka se odlikuje najvisim nivoom rastvorljivih azotnih materija u odnosu na sve
druge leguminoze koje se gaje za stocnu hranu. Rastvorljivost proteina je u pozitivnoj
korelaciji sa razgradivo$cu, $to moze znatno da umanji njihovo iskoris¢avanje ili da do-
vede do zdravstvenih poremecaja kod Zivotinja (Pordevic i sar., 2002). Po Broderick-u
(1995) druge leguminoze se odlikuju manjim stepenom rastvorljivosti proteina u odno-
su na lucerku zahvaljujué¢i ve¢em prisustvu kondenzovanih tanina. Prema istom izvoru,
neke druge vrste leguminoza, kao sto je kod nas crvena detelina, ne sadrze kondenzovane
tanine, ali i pored toga imaju malu rastvorljivost proteina. To se objasnjava postojanjem
rastvorljivog enzima polifenol-oksidaze, koja u prisustvu kiseonika reaguje sa O-difeno-
lom grade¢i veoma reaktivni O-kvinon, koji sa drugim pogodnim molekulima, na primer
proteinima, gradi polimere (Getachew i sar., 2009; Graber, 2009). Kosenjem lucerke u
kasnijim fenofazama razvi¢a smanjuje se rastvorljivost proteina ali se smanjuje i koli¢i-
na proteina u biomasi (Bozi¢kovi¢ i sar., 2010). Provenjavanjem pokoSenog materijala
obezbeduju se bolji uslovi za siliranje lucerke, i ujedno se smanjuje aktivnost enzima
biljnih ¢elija i mikrorganizama. Rezultat toga je redukcija fermentacije, ali i proteolize,
$to se smatra pozitivnim ne samo za kvalitet, ve¢ i za hranljivu vrednost silaze (Pordevié
i sar., 2004).

Praksa siliranja zahteva maksimalno jednostavne, jeftine i efikasne postupke. U
skladu sa tim je i planiran ovaj eksperiment, ¢iji je cilj bio da se ispita uticaj razlicitih
faza koSenja i provenjavanja na hemijski sastav, promene azotnih materija i parametre
kvaliteta silaze lucerke.

Materijal i metode rada

Eksperiment je postavljen kao trofaktorijalni ogled (2x2x2) odnosno 2%, gde je
faktor A bio fenofaza razvi¢a (A =pocCetak cvetanja-10% iscvetalosti, A =sredina cveta-
nja-50% iscvetalosti), faktor B otkos po redu (B,=II otkos, B,=IV otkos) a faktor C stepen
provenjavanja, odnosno sadrzaj suve materije u momentu siliranja (C,=320 gkg™', C>=410
gkg").

Izbor navedenih faza pri siliranju je izvrSen prema metodi Fick i Mueller (1989).
Za eksperiment je koriS¢ena biomasa iz I i IV otkosa, dok je I otkos bio izuzet zbog ve-
likog uceséa korovskih vrsta, a III otkos zbog velike suse i znacajno umanjenog prinosa.
Biomase svih navedenih tretmana su silirane (sabijene) u plasti¢ne eksperimentalne sudo-
ve zapremine 30 dm?. Posle 56 dana po siliranju eksperimentalni sudovi su otvoreni i uzeti
su reprezentativni uzorci za hemijsku analizu. Parametri hemijskog sastava i kvaliteta si-
laza su odredeni u Laboratoriji za ishranu domacih i gajenih zivotinja na Poljoprivrednom
fakultetu u Zemunu (AOAC, 2002). Koli¢ina amonija¢nog azota je odredena modifikova-
nom Kjeldahl-ovom metodom (Dulphy i Demarquilly, 1981), koli¢ina rastvorljivog azota
je odredena metodom po Vistahin-u, a koli¢ina proteinskog azota po Grando-u (Pordevi¢
isar., 2003). Statisticka obrada rezultata je obavljena softverom Statsoft, pri ¢emu je ana-
lizom varijanse ispitana signifikantnost pojedinacnih faktora (Statsoft, 2006).
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Rezultati i diskusija

Koli¢ina suve materije je u svim silazama bila ve¢a od 300 gkg! $to se smatra
osnovnim uslovom za spreavanje izdvajanja sokova i maksimalne kontrolu fermentacije
buternog tipa (tabela 1). Takode, povecanje sadrzaja suve materije u leguminozama je
vazna mera u cilju ocuvanja proteina (Slottner i Bertilsson, 2006). Hemijski sastav silaza
se u maloj meri razlikovao u odnosu na hemijski sastav po¢etnog materijala, osim koli-
¢ine vlage 1 sirovih masti. Gotovo dvostruko veca koli¢ina masti u silazama, u odnosu
na pocetni materijal, objasnjava se ekstrakcijom dela mle¢ne kiseline (kao neisparljive)
dietil-etrom u postupku kvantitativnog utvrdivanja masti u ispitivanim uzorcima (Barnett,
1954). Osim toga, dietil-etrom se estrahuju i mastima sli¢ne materije, kao Sto su biljni pi-
gmenti, voskovi, etarska ulja, vitamini rastvorljivi u mastima i dr. (Pordevié i sar., 2003),
pa se na racun ovih materija poveéava u apsolutnom smislu koli¢ina sirovih masti. Razli-
ke u koli¢ini proteina izmedu pocetnog materijala i silaza su posledica pripreme uzoraka
silaza susenjem i gubitaka u formi isparljivog amonijaka. Ostale razlike se delom mogu
objasniti promenom relativnog odnosa pojedinih sastojaka. U silazama ranije koSene lu-
cerke utvrdeni su ve¢i sadrzaj proteina, amonijaka i rastvorljivog azota i manji sadrzaj
sirove celuloze (p<0,01).

Tab. 1. Hemijski sastav poc¢etnog materijala i silaza, gkg' SM
Chemical composition of starting material and silages, gkg' DM

Fenofaza Otkos Stepen SM  |Proteini| Masti | Celuloza | BEM | Pepeo
Phenophase Cut provenjavanja | DM |Proteins| Fats | Cellulose | NFE Ash
Degree of wilting | gkg™!

0,
10% evetova |, 20 | 20635 | 44.65 | 30452 | 336,14 | 10834

Po¢. materijal II otkos 10% flowers
. . o,
Starting material II cut 50% cvetova 256,83 | 188.46 | 37.27 | 355.07 | 303.00 | 116,20
50% flowers
10% cvetova
Pot. materijal IV otkos 10% flowers 243,42 | 227,84 | 42,55 | 269,01 | 338,88 (121,72
Starting material IV cut S0% evetova | 07 37| 202,35 | 4024 | 292,26 | 344,78 | 120,37
50% flowers ’ ’ > ’ ’ ’
Silaze - Silages
A B, C, Manji-Low | 312,86 | 193,26 | 76,34 | 297,35 | 316,65 |116.40
ld"/ " 11 C, Veéi-Hihg | 402,58 | 198,54 | 58,93 | 302,05 | 319,75 |120,73
Jocvetova B, C,Manji-Low | 334,63 | 20835 | 68.04 | 268.40 | 337.93 [117.28
10% flowers v C, Veéi-Hihg | 416,84 | 220,04 | 75,37 | 283,42 | 304,70 | 116,47
A B, C,Manji-Low | 302,71 | 176,88 | 84,26 | 342,40 | 272,85 [123.,61
560/ " )i C, Veéi-Hihg | 398,24 | 177,41 | 66,38 | 335,27 | 298,09 |122,85
Jocvetova B, C, Manji-Low | 327,38 | 186,75 | 83,42 | 337,31 | 284,27 [108.25
50% flowers v C, Ve¢i-Hihg | 416,31 | 189,03 | 55,73 | 323,26 | 317,94 | 114,04
Prosecno za A — Average for 4, 366,73 | 205,05 | 69,67 | 287,80 | 319,76 | 117,72
Prosecno za A, — Average for 4, 361,16 | 182,52 | 72,45 | 334,56 | 293,29 |117,19
Prosecno za B, — Average for B 354,10 | 186,52 | 71,48 | 319,27 | 301.84 |120,90
Prose¢no za B, — Average for B, 373,79 | 201,04 | 70,64 | 303,10 | 311,21 |114,01
Prosecno za C, — Average for C, 31940 | 191,31 | 78,02 | 311,36 | 302,92 |116,38
Prose¢no za C, — Average for C 408.49 | 196,26 | 64,10 311,00 | 310,12 [118,52
Signifikantnost za A . . .
Significance for A ns ns ns
Signifikantnost za B . . %
Significance for B ns ns ns
Signifikantnost za C - «
ns ns ns ns

Significance for C

ns - nije signifikantno/no significance; * (p<0,05); ** (p<0,01)
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Amonijacni azot u silazi je jedan od najvaznijih pokazatelja promena hranljivih
materija. Nastaje delovanjem proteoliti¢kih enzima iz biljnih ¢elija i mikroorganizama,
pre svega buternih klostridijuma. Prisustvo amonijaka u silazama koje ne sadrze buternu
kiselinu je rezultat delovanja biljnih enzima (McDonald i sar., 1991). U svim silazama od
vlaznijeg materijala (SM=330 gkg') utvrdena je veca koli¢ina amonija¢nog azota (tabela
2). To je, svakako, rezultat intenzivnijeg delovanja proteolitickih enzima, kojima odgo-
varaju viSe pH vrednosti i veéi nivo vlage. Moguénost kontrole produkcije amonijaénog
azota je od velikog znacaja za silazu lucerke posto je ova biljna vrsta vazan a ponekada i
glavni izvor proteina u obrocima za krave (Grubié i sar., 2001). Nivo suve materije, kao
i vrednosti pH, najvazniji su faktori koji diktiraju intenzitet proteolize, ali je ne mogu u
potpunosti zaustaviti (Carpintero i sar., 1979). Maksimalna kontrola proteolitickih proce-
sa se postize upotrebom hemijskih konzervanasa na bazi organskih kiselina i njihovih soli
(Komprda i sar., 1996). Medutim, hemijski konzervansi se u Evropi sve rede koriste a u
Americi su i zabranjeni (Pordevi¢ i Dini¢, 2003).

U silazama kasnije koSenog materijala utvrdeno je signifikanto manje rastvorljivog
azota. Sve silaze su sadrzale viSe od 600 gkg'! rastvorljivog azota, §to se smatra gornjom
granicom za kvalitetnu silazu (Ensilage, 1978). Silaze od materijala sa 410 gkg' suve ma-
terije su sadrzale manje rastvorljivog azota (665,19 : 690,19 gkg' N), ali ova razlika nije
bila signifikantna. Stepen provenulosti utice na proteolizu i fermentaciju direktno, preko
nivoa aktivnosti ¢elijskih enzima, poreklom iz bakterija ili biljnih ¢éelija, i indirektno pre-
ko stepena sabijenosti i koli¢ine zaostalog kiseonika (Muck i Diskerson, 1987).

Tab. 2. Udeo frakcija azota (gkg' N) i parametri biohemijskih promena u silazama
(gkg' SM)
Content of nitrogen fraction (gkg' N) and parameters of biochemical changes
in silages (gkg' DM)

Fenofaza Otkos Stepen pH |NH\N |Rastvorljivi N « Siréetna | Buterna
. . 3 Mlecna A -
Phenophase Cut provenjavanja Soluble N Kiselina Kiselina | Kiselina
Degree of wilting Lactic acid Ace.tlc Buty.rlc
acid acid
A B, C, Manji-Low | 4,84 [188,24 732,18 64,38 57,94 0,00
1 il C, Veti-Hihg | 5,04 |167,03 684,57 58,76 40,73 0,00
10% cvetova m
% B, C, Manji-Low | 4,86 [153,95 715,29 56,45 48,30 0,00
10% flowers v C,Vedi-Hihg | 514 [142,57] 69838 5081 | 4488 | 105
A B, C,Manji-Low |4, 68 [136,32 674,27 42,78 37,23 0,32
2 11 C,Veéi-Hihg | 4,75 108,62 660,32 40,31 42,61 0,00
50% cvetova C m
% f ) B, Manji-Low | 4.82 1142.80 639,03 53,26 26,54 0,00
30% flowers v C, Veti-Hihg | 4,95 [11337] 617,48 47,03 | 2542 | 0,00
Prosecno za A, — Average for A, 4,97 1162.95 707,60 57,60 47,96 0,26
Prosecno za A, — Average for A, 4,80 |125.28 647,78 45,84 32,95 0,08
Prosecno za B, — Average for B 4.83 1150,05 687,84 51,56 44,63 0,08
Prosec¢no za B, — Average for B, 4,94 138,17 667,54 51,89 36,28 0,26
Prosecno za C, — Average for C, 4,80 |155.33 690,19 54,22 42,50 0,08
Prosecno za C, — Average for C, 4,97 1132,90 665,19 49,23 38.41 0,26
Signifikantnost za A s s . sk s s
Significance for A
Signifikantnost za B . oo
Significance for B ns ns ns ns
Signifikantnost za C Hk sk Hk
Significance for C ns ns ns

ns - nije signifikantno/no significance; * (p<0,05); ** (p<0,01)
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Sve silaze lucerke su imale visoke pH vrednosti, $to je rezultat visokog sadrzaja
suve materije, kao i visoke puferne vrednosti ove biljne ove vrste, odnosno visoke koli-
¢ine sirovih proteina i minerala (tabela 2). Utvrdeno je signifikantno smanjenje koli¢ine
mlecne kiseline za kasnije koSen biljni materijal pri ve¢em stepenu provenjavanja lu-
cerke, §to se objasnjava redukcijom fermentacije. Za vecinu silaza je utvrdeno odsustvo
buterne kiseline. To se moze objasniti, pre svega, adekvatnim uslovima pri siliranju, od-
nosno izostankom kontaminacije pokoSenog materijala zemljom, koja je glavni izvor bu-
ternih klostridijuma (Pordevié i sar., 2011). Takode, objasnjenje je i u relativno visokom
sadrzaju suve materije u svim vrstama pocetnog materijala, koja nepovoljno deluje na
aktivnost buternih bakterija.

Zakljucak

U obavljenim istrazivanjima utvrdeno je da faza razvica i stepen provenjavanja
imaju signifikantan uticaj na status azotnih materija (amonijacni i rastvorljivi azot), kao
i na intenzitet fermentacije. Svakako da su anaerobnost sredine i sadrzaj suve materi-
je najvazniji faktori u tehnologiji siliranja. U praksi treba posvetiti maksimalnu paznju
faktorima od kojih direktno ili indirektno zavisi stepen sabijenosti siliranog materijala:
stepenu provenulosti, duzini seckanja, izboru tipa objekta za siliranje i/ili izboru mehani-
zacije za sabijanje (gazenje ili baliranje). Tome treba dodati i razli¢ite metode indukcije
i stimulacije mle¢nokiselinskog vrenja (koris¢enje ugljenohidratnih dodataka, inokulaci-
ja), kako bi se iskoristila ve¢a hranljiva vrednost ranije koSene lucerke i dobio $to bolji
kvalitet silaza.
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DEGREE OF WILTING ON PARAMETERS OF CHEMICAL
COMPOSITION, PROTEOLYSIS AND QUALITY
IN LUCERNE SILAGE
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Summary

Different phases of plant development (beginning of bloom - 10% flowers, mid-
bloom - 50% flowers), two growth cycles (Il and IV cut) and two levels of biomass wil-
ting (DM = 320 gkg' and 410 gkg') on changes in chemical composition, proteolysis
and quality of lucerne silage were investigated in this experiment. Experiment was set as
statistical model 2x2x2 (2%).

Based on the results of chemical analysis it is confirmed that in earlier cut lucerne
silages there was more crude protein, ammonia and soluble nitrogen , and less crude fiber
(p<0.05). Lucerne silages from IV cut were very little different from silages from II cut in
nutrient content and quality parameters. Wilting lucerne to the highest level of dry matter
reduced total fermentation and proteolysis (p<0.05). At the same time there were no si-
gnificant differences in chemical composition of silages (p>0.05), unless protein.

On the basis of this investigations it can be concluded that ensiling of lucerne in
latter phases of plant development, with higher degree of wilting, produces silages with
better quality parameters, but also with significantly lower nutritive value. Therefore the
use of various methods of induction and stimulation of lactic acid fermentation is reco-
mmended for lucerne mass cut in earlier development phases — with the aim to obtain
maximum nutrients and best quality.
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