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1. UVOD

Toksikogene vrste plijesni iz roda Fusarium cesto se nalaze kao kontaminanti
na biljnim namirnicama, naro€ito na zitaricama koje mogu biti visoko primamljive za rast
plijesni tijekom rasta u polju, uskladiStenja 1 prerade (Stoloff, 1976.). Unato¢ naporima
ulozenih u kontrolu gljiviénih kontaminacija, plijesni su sveprisutne u prirodi. Fusarium
sp. zahvaljuju¢i velikoj sposobnosti prilagodavanja na razli¢ite, ¢esto ekstremne uvjete,
Siroko je rasprostranjen u gotovo svim agroklimatskim podruc¢jima svijeta.

Kontaminacija usjeva rodom Fusarium moze nastati prije zetve (na polju), ali i
poslije Zetve (u skladiStima i silosima). Plijesni ovog roda metaboliziraju raznolik niz
toksicnih metabolita pod nazivom mikotoksini, koji predstavljaju opasnost po zdravlje
ljudi i Zivotinja. Odavno je poznato da ove plijesni izazivaju opsezna kvarenja namirnica,
krme 1 ostalog organskog materijala, ali o njihovom toksicnom djelovanju na vise
organizme nije se nista pouzdano znalo do prije Cetiri desetljeca.

Mikotoksini su iznimno vazni za skupine zivotinja kao $to su mlijeCna goveda,
svinje i perad budu¢i da njihov visoki prinos rasta izravno ovisi o krmi koja se najcesce
dobiva od biljaka. Posebno su opasni zbog visoke toksi¢nosti u malim koli¢inama. Zbog
razlicitosti u kemijskoj strukturi, Sirok je raspon toksi¢nih uc¢inaka koje izazivaju. Neke od
naj¢esce prisutnih mikotoksina su karcinogeni, genotoksic¢ni ili toksiéni za bubrege, jetru i
imunoloski sustav. Vec¢ina mikotoksina kemijski je stabilna, te se ne razgraduje tijekom
skladiStenja 1 procesiranja, ¢ak 1 kada su izloZeni velikim temperaturama.

Kako bi izbjegli kontaminaciju i $tetno djelovanje gljiva i njihovih produkata na
zdravlje ljudi 1 Zivotinja potrebno je uskladiStene materijale (sto¢nu hranu) pravovremeno
zasititi. Nadzor fungalnog rasta obuhvaca koristenje prirodnih (npr. etericna ulja, masne
kiseline) i kemijskih konzervanasa u skladistima i silosima. Svrha dodavanja konzervanasa
je produzenje odrzljivosti hrane 1 prevencija kvarenja, odnosno mikrobioloske
kontaminacije. Niz ispitivanja potvrduje opcéu antimikrobnu, antifugalnu i

antimikotoksikogenu djelotvornost razlicitih sintetskih i prirodnih antioksidanasa.



1.1. Predstavnici roda Fusarium

Rod Fusarium ubrajamo u pododjel Deuteromycotina, razred Hyphomycetes, red
Hyphales, dok spolni stadij, ako je poznat, pripada pododjelu Ascomycotina, razredu
Pyrenomycetes, redu Hypocreales. Rod sadrzi veliki broj vrsta koje su uglavnom saprofiti,
a fitoparazitne vrste pripadaju u skupinu fakultativnih parazita. Fusarium graminearum
rasprostranjen je u svim uzgojnim podruc¢jima pSenice, jeCma 1 kukuruza (Kommedahl 1
sur., 1979., Hill i sur. 1983., Leslie i sur., 1990., Diaz de Ackermann i sur., 1996.,
Chakaeva, 2000., Kryuchkova i sur. 2002.), a u naSoj je zemlji glavni uzrocnik trulezi
korijena i donjih internodija stabljike i palezi klasova pSenice i je¢ma (Tomasovi¢, 1993.,
Cosié, 1997., Jurkovié¢ i sur., 1998.). Plijesan domininira na klasovima pSenice i drugih
Zitarica u zemljama srednje 1 sjeverne Europe (Snijders, 1990., Miedaner, 1997.), a vazan
je parazit stabljike, klipa i zrna kukuruza (Jurkovié, 1981., Windels i sur., 1988.) te velikog
broja biljaka izvan porodice Poaceae (Booth, 1971.). Ove kulture predstavljaju bitnu
sirovinu za prehrambenu industriju, kao i zna¢ajan izvor hrane za sve domace Zivotinje.

Rasprostranjenost pojavljivanja varira ovisno o klimatskim uvjetima, prije svega
tijekom zetve, transporta te tijekom kasnijeg uskladiStenja. Tijekom sedam godina
istrazivanja na deset lokaliteta u Hrvatskoj, dominantna izolirana vrsta sa svih dijelova
psenice bila je F. graminearum (Cosi¢ i sur., 2004). Svake godine biljezi se jaci ili slabiji
napad svih tipova bolesti koje izazivaju Fusarium vrste. Najzastupljenije vrste u Republici
Hrvatskoj su Fusarium graminearum, Fusarium verticilloides, Fusarium avenaceum,
Fusarium subglutinans, Fusarium poae, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarim
culmorum i Fusarium proliferatum (Cosi¢, 2001).

Takoder je utvrdeno da na zrnima stabljika kukuruza prevladava Fusarium
verticilloides, dok je na ostacima korijena kukuruza dominantan Fusarium graminearum
(Cosi¢ i sur., 2004; Cvetni¢ i sur., 2005). Na osnovu ovog pregleda mozemo zakljugiti
kako je Fusarium graminearum vrlo zastupljen u agroekoloskim uvjetima Hrvatske. Ovaj
fitopatogen moze imati znacajan udinak na smanjenje prinosa dok konzumacijom

kontaminiranog usjeva dolazi do narusavanja zdravlja ljudi i zivotinja.



1.2. Fitopatogenost Fusarium graminearum

Fusarium graminearum kao biljni patogen vrlo je rasirena plijesan u tlu, a pripada
najrasirenijoj toksikogenoj vrsti toga roda (IARC, 1993). F. garminearum napada klasove
pSenice 1 to u godinama kada za vrijeme cvatnje i mlije¢ne zriobe vlada velika vlaga
vezana s viSom temperaturom. Zarazeni klasovi gube svoju normalnu boju, te klasovi
poprimaju blijedu boju, a na pljevicama se razvijaju ruzicaste nakupine koje predstavljaju
konidijski stadij gljive. Zrna se smezuraju i ostaju sitna, prevucena ruzi¢astom prevlakom.

Osim palezi klasova, uzrokuje palez klice i trulez korijena, pa nastupaju Stete pri
klijanju. Sadrzaj vode u zrnju u vrijeme Zetve vazan je parametar za naknadni porast
plijesni. Zitarice malog zrna u pravilu se Zanju kada im je sadrzaj vode nizak pa se tako
smanjuje mogucnost za rast plijesni.

Osim na pSenici, ovaj fitopatogen izaziva trulez stabljike i korijena kukuruznih
biljaka. Uslijed napada dolazi do snizavanja prinosa, a zbog trulezi stabljike mnoge se
biljke polome, $to otezava primjenu mehanizacije pri provedbi agrotehnickih zahvata
(zastita usjeva, berba). MoZemo primjetiti da su do cvatnje biljke otporne, dok iza cvatnje
pocinju naglo venuti i zaostaju u rastu.

Od simptoma se uocava lis¢e koje je sivozelene do slamnatozute boje, povrsinsko
tkivo korijena i medukoljenaca je izblijedilo a sréika stabljike je spuzvasta, tamne boje i
natrula, te ¢esto ispunjena ruzicastim micelijom. Kukuruz se normalno ubire sa sadrzajem
vode koji potpomaze porast plijesni, pa se prije uskladiStenja zrnje kukuruza u pravilu susi.
Istrazivanja u Hrvatskoj su pokazala ¢eS¢u pojavnost Fusariuma u godinama kada vladaju
visoke temperature (iznad 25C°), uz relativnu vlaznost zraka iznad 85% (Tomasovi¢ i sur.,
1991).

Zadnjih godina predmet mnogih ispitivanja i istrazivanja temelji se na istrazivanju
ekologije patogena 1 efikasno smanjenje infekcije kroz agrotehnicke zahvate, sjetvu
otpornijih sorti (hibrida) upotrebu zastitnih sredstava i1 antifugalnih agenasa (McMullen 1

sur., 1997; Logrieco i sur., 2003; Yuen i sur., 2007; Osborne i sur., 2007).



1.3. Mikotoksini

Gljive tijekom svog rasta i razvoja metaboliziraju primarne i sekundarne
metabolite. Primarni su im metaboliti (proteini, ugljikohidrati 1 dr.) neophodni za zivotni
ciklus dok neke vrste gljiva mogu sintetizirati i sekundarne metabolite (mikotoksini,
antibiotici i dr.) Mikotoksini su otrovni metaboliti, a njihova biosinteza ovisit ¢e o vrsti
gljive i njihovim genetskim svojstvima. Osim toga biosinteza mikotoksina strogo je
korelirana i s abiotskim uvjetima okoline (temperatura, aw, relativna vlaga zraka). Do
danas je izolirano izmedu 300 1 400 mikotoksina.

Mikotoksini uzrokuju bolest nazvanu mikotoksikoze. Valpoti¢ i sur. 2006. utvrdili
kontaminirane krme s mikotoksinima. Granice od 0,3 mg deoksinivalenola i 0,2 mg T-
2/HT-2 toksina kg™ hrane su predlozene kako bi se osiguralo izbjegavanje negativnih
ucinaka kod svinja. Isto tako, smjernica vrijednosti od 0,5 mg T2/HT-2 toksina i 2,5 mg
DON kg™ hrane su predloZene u pileoj hrani.

Kontaminacija mikotoksinima moze nastati u inficiranoj biljci koja je jo§ u polju,
ali moze biti nastavljena i inficirana i poslije zetve (Logrieco i sur., 2003). Prema FAO
izvjestajima vise od 25% svjetskih poljoprivrednih usjeva je onecis¢eno mikotoksinima
(Pasteiner, 1997). Mikotoksini se rijetko pojavljuju pojedinacno, a dva ili viSe toksina
zajedno mogu ispoljiti pojacan negativni ucinak (Pasteiner, 1997). SuSenje i mljevenje
zitarica pod visokim tlakom i temperaturom moze smanjiti koli¢inu gljivica, ali ne 1
mikotoksina koji su otporni na temperature prilikom obrade, te mogu opstati u krmivima
bez dokaza oneéiSéenja gljivicama (Osweiler, 1992). Naime vecina mikotoksina je
kemijski stabilna pa se mogu odrzati dugo vremena nakon nestanka gljivica (Pasteiner,
1997).

Gledano sa zdravstvenog i agroekonomskog stajalista bolesti koje se povezuju s
mikotoksinima mozemo podjeliti na: aflatoksine, citrinine, ergot alkaloide, fumonozine,
ohratoksine, trihotecene i zearalenon (Hussein i Brasel, 2001.). Simptomi vezani uz
mikotoksine ovise o koncentraciji i duzini izlaganja mikotoksina, o vrsti mikotoksina, vrsti,

spolu, starosti i zdravstvenom stanju Zivotinje (Kosalec i sur., 2004).



1.3.1. Trihoteceni

Poznato je oko 180 trihotecena, ali samo njih nekoliko je znacajno za ljudsko
zdravlje (Murphy i sur., 2006). Trihoteceni su metaboliti seskviterpenoida koje produciraju
mnogi rodovi gljiva ukljucuju¢i Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybortis,
Trichoderma, Trichothecium i drugi (Hussein i sur., 2001; Bennett i sur., 2003). Oni
posjeduju tetraciklicki 12,13 epoksitrihotecenski kostur (Slika 1) (WHO, 1990).
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Slika 1: Kemijska struktura trihotecena tipa A i B
(Izvor: www.food-info.net)

Trihoteceni su kvalificirani kao makrocikli¢ki 1 nemakrociklicki. Nemakrociklicki
trihoteceni su najées¢i i dijele se na grupe: tip A ukljucuje diacetoksiscirpenol, neozolaniol,
T-2 toksin, toksin HT-2 koji maju vodik ili ester na C-8 poziciji, dok tip grupe B sadrzi
keton i ukljucuje deoksinivalenol (DON), 3-acetil deoksinivalenol (3-AcDON), 15-acetil
deoksinivalenol (15-AcDON), nivalenol (NIV) i fuzarenon X (Bennett i sur., 2003). Treca
grupa koja ima drugi epoksidni prsten na C-7, 8 ili C-9, 10 i toksini ¢etvrte skupine (tip D)
sadrze makrocikli¢ki prsten izmedu C-4 i C-15 s dvije ester veze (Eriksen, 2004).

Procjenjeno je da je 25% svjetskih usjeva pogodeno mikotoksinima (Charmley 1
sur., 1995), ali za neke Fusarium toksine kao $to su deoksinivalenol (DON) i fumonozin
B1 vjerojatno je taj postotak jos 1 vec¢i (Bullerman, 1996, Eriksen 1 Alexander 1998). DON
I derivati su odgovorni za najmanje 35 prijavljenih toksikoza od 1961. godine u ruralnim
podru¢jima Indije, Kine i Japana (Ehling i sur., 1997). Na primjer, u Poljskoj visoka
incidencija stope kontaminacije DON-om na kukuruzu ide do neprihvatljive visoke
vrijednosti (do 927 mg kg™), dok je potencijalno §tetna razina DON-a do 40 mg kg™
(Placinta i sur. 1998).



Trihoteceni uzrokuju razli¢ite uéinke na laboratorijske i domace zivotinje,
ukljucujuéi upalu koze, probavne smetnje, hemoliticke poremecaje, umanjene vrijednosti
stani¢énog imunoloskog odgovora (IARC, 1993; Rotter i Prelusky, 1996a). Djeluju na
stanicu tako $to dovode do inhibicije proteina i sinteze DNA i RNA, inhibiraju funkcije
mitohondrija, dijeljenja stanice i djelovanje membrane (Rocha i sur., 2005).

Iz globalne perepektive, moze se smatrati kako, tri skupine Fusarium mikotoksina
imaju osobitu vaznost po zdravlje Zivotinja i njihovu produktivnost. Unutar trihotecenske
skupine deoksinivalenol je Siroko povezan sa odbacivanjem hrane u svinja, dok T-2 toksin
moze izazvati reproduktivne poremeéaje u krmaca. Druga skupina obuhvaca zearalenon i
derivate, dok tre¢a skupina ukljucuje fumonizine koji su povezani s odredenim toksi¢nim
sindromom, kao $to je konjska leukoencefalomalacija (ELEM) i plu¢ni edem kod svinja.

Maksimalne podnosljive koncentracije nekih Fusarium toksina za proizvode
nadinjene od pSenice i kukuruza su propisane od strane nacionalnih i Europskih
zakonodavnih institucija za zaStitu potroSaca i zdravstvenih rizika povezanih s unosom

mikotoksina (FAO, 2004).

1.4. Optimalni uvjeti za rast Fusarium sp.

Sadrzaj slobodne vode (aw vrijednost) i temperatura najbitniji su okoliSni parametri
koji odreduju rast plijesni i kontaminaciju mikotoksinima. Aktivitet vode se definira kao
odnos parcijalnog tlaka vodene pare iznad Ciste vode pri istoj temperaturi 1 predstavlja onaj
sadrzaj vlage koji moZe biti izmjenjen izmedu proizvoda i njegovog okruzenja.
vezanu vodu, ali slobodna ,,aktivna“ voda je pristupa¢na mikroorganizmima za rast i
oznacava se aktivitet vode (aw). Prema istrazivanjima Ramirez i sur. 2006., optimalni
uvjeti za rast Fusarium graminearum na ozracenom zrnu psenice su 25°C i aw 0,995 dok
je razina DON-a bila najveca pri aw 0,995 i 30°C.

Abiotski uvjeti imaju bitnu ulogu u fungalnoj kolonizaciji u periodu prije i poslije
zetve zrno kukuruza sadrzi oko 40-50% vode (aw=1), a sazrijevnjem zrna taj sadrzaj se
smanjuje na 20-25% (aw=0,90-0,95). Osim ovih uvjeta, ne treba zanemariti ni interakciju u

uskladiStenom zrnu uslijed razli¢itih okoliSnih parametara (Marin i sur., 1998b).



1.5. Prevencija razvoja mikotoksina

Razvoj preventivnih strategija nastanka mikotoksina bazira se na HACCP pristupu
tj. identificiranju kljuc¢nih kriti¢nih kontrolnih tocaka prije i poslije zetve.

Predzetvena strategija prevencije nastanka mikotoksina u zitaricama obuhvaca:
sjetvu otpornijih sorti (hibrida), postivanje plodoreda, Kultivacija tla, unosenja zetvenih
ostataka u tlo, pravilno navodnjavanje, izbalansirana gnojidba.

Zetvena strategija podrazumijeva odabir pravog vremena za Zetvu koje se utvrduje
odredivanjem vlaznosti zrna, izbjegavanje mehanickog oSteCenja zrna koje otvara put
infekciji i izbjegavanje kontakata s tlom (Kabak i sur., 2006).

PoslijeZetvena strategija ukljucuje smanjenje vremena od Zetve (berbe) do susenja,
zatim efikasno susenje zrna na <14% vlage, ucinkovitu higijenu skladista, odsustvo
Stetoc¢ina (Magan i sur., 2007), koristenje prikladnih konzervansa u prevenciji nastanka
mikotoksina (Kabak i sur., 2006) i dr. Visegodi$njim ispitivanjima modificirane atmosfere
ili alternativnih plinova za srednje i dugo skladiStenje zitarica namijenjenih za hranu ili
sto¢nu hranu, utvrdeno je da je potrebno povecati razinu CO2 na >75% kako se ne bi
pojavile mikotoksikogene plijesni u djelomi¢no osuSenom zrnu (Magan i sur., 2007).
Primjena fungicida i herbicida takoder se iskoriStava u cilju prevencije rasta plijesni i

bosinteze mikotoksina (Kabak i sur., 2006).



1.5.1. Antioksidansi

Antioksidansi imaju sposobnost usporavanja ili sprjeCavanja oksidacije drugih
molekula te se dodaju hrani i sto¢noj hrani kako bi se sprije¢ilo njeno kvarenje. Dodaci
stone hrane u obliku antioksidanasa nisu korisni samo u zaStiti samih zivotinja veé
takoder potpomazu i o¢uvanju nutritivnih vrijednosti i okusa njihovih proizvoda (Salobir i

sur., 2007).

1.5.1.1. Sintetski antioksidansi

Sintetski antioksidansi kao §to su butilirani hidroksianisol, propil paraben i drugi su

u sirokoj upotrebi kao antioksidansi hrane (Slika 2) (Balasundram i sur., 2006).

OH OH
X /CH3
N CH,
= CH,
O
OCH,

Slika 2: Strukturne formule butiliranog hidroksianisola i propil parabena
(I1zvor: www.drugfuture.com)

Butilirani hidroksianisol dovodi do o$teCenja stani¢ne micelijske membrane §to
rezultira pojaanim istjecanjem Secera, aminokiselina 1 proteina iz fungalne stanice
Fusarium sp. (Thompson, 1996). Nadalje, smatra se da butilirani hidroksianisol (BHA) i
propil paraben (PP) remete transport protona preko mitohondrijske i stani¢ne membrane, te
time i proizvodnju energije i transport supstrata (Etcheverry i sur., 2002; Aldred i sur.,
2008). Koristenje sintetskih antioksidanata je u nekim zemljama zabranjeno zbog
nepozeljnih efekata na ljudsko zdravlje (Miguel i sur., 2005), te je potrebno smanjiti
koncentracije ovih antioksidanasa u sto¢noj hrani ili ih kombinirati s prirodnim

antioksidansima i tvarima.



Prema Pravilniku o kakvo¢i stoéne hrane (Narodne novine Republike Hrvatske br.
26/1998), da bi se sprijecila oksidacija sirove masti i drugih nestalnih sastojaka, krmnim
smjesama je dozvoljeno dodavati antioksidans E320 (butilirani hidroksianisol) i to u

koncentraciji od najvise 150 ppm pojedinacno ili u smjesi.
1.5.1.2. Prirodni antioksidansi

Eteri¢na ulja su aromatske uljaste hlapive tekucine, sekundarni metaboliti, dobiveni
iz biljnog materijala: cvijeca, pupa, sjemena, liS¢a, grana, kore, stabljike, drveta, plodova i
korijena (Burt, 2004). Antimikrobna svojstva eteri¢nih ulja su prepoznata jo§ od 50-ih
godina proslog stoljeca. Eteri¢na ulja imaju niz prednosti jer njihovo prirodno podrijetlo
oznacava vecu sigurnost za ljude i okolis. Takoder, smatra se da je rije¢ o tvarima s malom
mogucnos$céu razvoja otpornosti od strane patogenih mikroorganizama (Daferera i sur.,
2003).

Naime, vjeruje se da je patogenima teSko razviti otpornost mjeSavini uljnih
komponenti s razli¢itim mehanizmima antimikrobne aktivnosti (Daferera 1 sur., 2003).
Antifungalnu aktivnost pokazuju eteri¢na ulja koja sadrze fenolnu komponentu, a to su
oksigenirani monoterpeni (timol, karvakrol, citral) te fenolni benzenski derivati (eugenol),
dok alilni alkoholi posjeduju nesto slabiju antioksidativnu aktivnost (nerol, geraniol) (Slika
3) (Ruberto i sur., 2000). Prisutnost pristupa¢nog vodikovog atoma fenola i/ili alilne

skupine predstavlja dobru barijeru protiv oksidativnih procesa (Ruberto i sur., 2000).

OH

Slika 3: Strukturna formula timola
(Izvor: www.food-info.net)



Cosi¢ i sur. 2004. testirali su utjecaj jedanaest vrsta eteriénih ulja (klin¢i¢evac,
ruzmarin, list cimeta, kadulja, bor, gorka naranca, metvica, anis, kim, lavanda, timijan) na
porast micelija dvanaest fitopatogenih gljiva (Fusarium graminearum, F. verticillioides, F.
subglutinans, F. oxysporum, F. avenaceum, Diaporthe helianthi, Diaporthe phaseolorum
var. caulivora, Phomopsis longicolla, P. viticola, Helminthosporium sativum,
Colletotrichum coccodes, Thanatephorus cucumeris). Sva eteri¢na ulja koja su koristili,
izuzev ulja bora i gorke narance, pokazala su odredeno inhibitorno djelovanje prema nekim
ili svim istrazivanim gljivama. Najbolje antifungalno djelovanje imala su ulja timijana,
lista cimeta, klin¢i¢evca i anisa. U usporedbi s kontrolom, ulja bora, gorke narance i
kadulje pozitivno su utjecala na porast micelija nekih gljiva.

Utvrden je 1 fungicidan ucinak timola i karvakrola na fungalnu stanicu stvaranjem
lezija na citoplazmatskoj membrani (Pina-Vaz i sur., 2004; Pinto i sur., 2006).
Transmisijskom elektronskom mikrografijom utvrdeno je kako nize koncentracije timola
(1 g L™ uzrokuju dezorganizaciju stani¢nih organela fungalnih konidija i hifa, dok veée
koncentracije (8 g L™) dovode do gubitka stani¢ne strukture i organizacije (Svircev i sur.,
2007).

Cosié i sur., 2004. istrazili su interakciju hranjivih podloga i rast kolonije, te utvdili
kako sadrzaj hranjivih podloga ne utjeCe na porast gljiva. Vrsta hranjive podloge mnogo
viSe utjeCe na bujnost zracnog micelija, iako izgled 1 kompaktnost micelija nije rezultat
samo supstrata na kojem se gljiva razvija, ve¢ i karakteristika same vrste.

Osim prirodnih antioksidanasa prihvatljiva je 1 bioloSka metoda koja je istrazena
kao dodatni ili alternativni nacin kontroliranja Fusariuma. Neurozian i sur. 2006.
procijenili su inhibitorni potencijal bakterija Pseudomonas fluorescens, B. subtilis i
Streptomyces sp. na biolosku kontrolu F. graminearum. Svi testirani bakterijski antagonisti
inhibirali su micelijski rast F. graminearum. Medutim, bilo je znacajne razlike medu
sojevima bakterija. Rast inhibicije F. graminearum tretiran s P. fluorescens bio je znatno
veéi nego od drugih sojeva, dok je soj B. subtilis imao manji utjecaj na rast patogena.
Antifungalna aktivnost soja Streptomyces imala je manji utjecaj od drugih. Pokusima su
svi testirani bakterijski izolati sputali rast F.graminearum. Reziltat inhibicije moze biti
zbog inhibitornog ucinka tvari koje proizvode bakterije, koje potiskuju rast F.
graminearum, dok je druga moguc¢nost, da bakterijski izolat iscrpljuje hranjivi agar koji ih

okruzuje i na taj nacin inhibira rast F. graminearum.
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1.5.2. Masne kiseline

Masne kiseline i njihovi monogliceridi posjeduju antibakterijska svojstva (Kabara i
sur., 1972; Ouattara i sur., 1997; Sktivanova 1 sur., 2005) te antiviralne (Thormar 1 sur.,
1987) i antifungalne osobine (Bergsson i sur., 2001; Rihakova i sur., 2002; Walters i sur.,
2003). Izvori masnih kiselina mogu biti prirodnog podrijetla: kokosovo ulje sadrzi 4,9%
oktanske i 6,2% dekanske kiseline (Ghosh i sur., 1997), dok ulje muskatnog oras¢i¢a sadrzi
46% tetradekanske, 11% oktanske i 5% dekanske kiseline (Slika 4) (Spricigo i sur., 1999).

Slika 4: Strukturne formule oktanske i dekanske kiseline
(Izvor: www.chemicalland21.com)

Poznato je da odredene masne kiseline posjeduju fungistatske i fungicidne osobine
(Chadeganipour i sur., 2001). IstraZivanja su pokazala kako su dugacki lanci nezasi¢enih
masnih kiselina imaju bolje antifungalno djelovanje od zasi¢enih ili razgranatih lanaca
(Chadeganipour i sur., 2001). Hidrofobne grupe zasi¢enih masnih kiselina igraju bitnu
ulogu u njthovoj bioaktivnosti (Brannen 1 sur., 1980). Duzi lanci masnih kiselina
povecavaju hidrofobnost i tako smanjuju njihovu topivost u vodenim sistemima (Ouattara 1
sur., 1997). Antimikrobna aktivnost masnih kiselina ovisna je o pH vrijednosti.
Pretpostavlja se da nedisocirane masne kiseline lako penetriraju u lipidnu membranu

bakterijske stanice gdje disociraju u alkalnom okruzenju (Skiivanova i sur., 2005).
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Mehanizam djelovanja na gljive nije u potpunosti jasan, ali moguce je da masne
kiseline oSte¢uju plazma membranu gljiva (Walters i sur., 2003). Istrazivanja su pokazala
kako razliCite vrste gljiva imaju razli¢itu osjetljivost na masne kiseline s razlicitim brojem
ugljikovih atoma (Chadeganipour i sur., 2001). Avis i sur. (2001) su utvrdili kako je glavno
mjesto napada cis-9-hepta dekanske kiseline lipidni sloj fungalnih membrana. Vece doze
ove kiseline uzrokovale su promjene u permeabilnosti membrane, §to uzrokuje oslobadanje
intracelularnih elektrolita i proteina i na kraju dovodi do dezintegracije citoplazme micelija
1 spora. Hidrofobne grupe zasi¢enih masnih kiselina igraju bitnu ulogu.

Europska komisija registrirala je masne kiseline (npr. oktanska, dekanska,
dodekanska, tetradekanska kiselina, 1 dr.) kao poboljsivace okusa u hrani i smatra se kako
ne predstavljaju opasnost za javno zdravlje (Official Journal of the European Communities
No 217/1999; 32/2002).
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2. MATERIJAL | METODOLOGIJA RADA

Uskladistenjem krmnih smjesa u silosima i skladiStima moze do¢i do povecanja
vlaznosti i temperature u uskladi§tenom materijalu. Ovim pokusom simulirana je takva
situacija. Ispitan je uéinak smjesa antifungalnih tvari, razli¢itih koncentracija, koje su
umjeSane u krmne smjese nakon ¢ega je provedena umjetna inokulacija istih s vrstom

Fusarium graminerum. Svakodnevno je pracen porast kolonija na krmnim smjesama.
2.1. Cista kultura roda Fusarium graminearum

U istrazivanju je koriSten izolat Fusarium graminearum Schwabe 110250
(Centralbureau voor Schimmelcultures, Nizozemska) s dobrom sposobno$¢u biosinteze
trihotecena tipa B (Slika 5). Cista kultura roda Fusarium graminearum uzgojena je na petri
plo¢ama na krumpir — dekstroznom agaru (Biolife) na temperaturi od 25°C + 1°C tijekom

pet dana.

-

Slika 5. Cista kultura Fusarium graminearum

(Izvor: G. Kanizai Sari¢)
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2.2. Krmne smjese

Sto¢na hrana korisStena kao supstrat obuhvatila je smjesu za tov pilica u porastu

(PPT-2) i krmnu smjesu za krmace dojilje i neraste (SK-D-N) koja je sterilizirana gama

zrakama od 12 kGreya. Sastav ovih krmnih smjesa prikazan je na tablicama 1 i 2. Pocetni

sadrzaj vlage u sto¢noj hrani PPT-2 bio je 11,06% (aw=0,632), a u sto¢noj hrani SK-D-N

12,09% (aw=0,619). Zeljeni aktivitet krmnih smjesa (aw 0,98) odreden je prema krivulji

adsorpcije vlage za svako krmivo. Aktivitet vode u smjesi je provjeravan s uredajem za

mjerenje aktiviteta vode (HygroPalm AW1, Rotronic).

Tablica 1: Sastav krmne smjese PPT-2

PPT-2 % SMJESE
Kukuruz 51,125
soja — tostirana 19
soja — saéma 20
Kvasac 1,875
Mast 2,5
Metionin 0,15
Lizin 0,15
Vezacé 1,25
Sol 0,125
sto¢na kreda 1,7
fosfonal forte 1,125
premiks vitamina 1
Tablica 2: Sastav krmne smjese SK-D-N

SK-D-N % SMJESE
Kukuruz 45,7
JeCam 15
stocno brasno 15
dehidrirana lucerna 2,5
soja — saéma 15
Kvasac 2,5
Lizin 0,1
Sol 0,5
kalcitno brasno 2
fosfonal forte 1,2
premiks vitamina 0,5
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2.3. Antioksidansi i masne kiseline

U istraZivanju su ispitani:

1. Sintetski antioksidansi: butilirani hidroksianisol (BHA) i propil paraben (PP)
2. Prirodan antioksidans tj. sastojak etericnog ulja: timol (T)

3. Masne kiseline: oktanska (C8) i dekanska (C10)

2.4. Priprema smjese antioksidanasa i masnih kiselina

Antioksidansi i masne kiseline su odvagani na analitickoj vagi u sterilnom uvjetima
i otopljeni u deioniziranoj vodi, 95% alkoholu i 10% Tweenu 80 (9:2:2), nakon ¢ega su
umjesani u stoénu hranu. Koncentracije antifungalnih tvari za krmnu smjesu PPT-2
iznosile su 100, 150, 200 ppm svakog od antioskidanasa (BHA, T i PP) ili po 150 ppm
ovih tvari uz dodatak 400 ppm C8 i 400 ppm C10. Za krmnu smjesu SK-D-N ispitana
smjesa je sadrzavala po 200 ppm BHA, T 1 PP uz po 400 ppm C8 i C10. Kontrolne probe

su sadrzavale krmne smjese 1 vodu.
2.5. Inokulacija krmnih smjesa
Nakon 48 sati uravnotezenja vlage, sto¢na hrana je razvagana (Slika 6) u petri ploce

te inokulirana micelijskim diskom promjera 7 mm c¢iste kulture Fusarium graminearum

(Slika 7) poraslom na krumpir - dekstroznom agaru (BioL.ife).

Slika 6. Vaganje krmnih smjesa

(Izvor: G. Kanizai Sari¢)
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Slika 7. Inokulacija micelijskim diskom ¢iste kulture

(Izvor: G. Kanizai Sari¢)

2.6. Inkubacija krmnih smjesa

Petri plo¢e su inkubirane pri 25°C £ 0,2°C u okruzenju iste relativne vlaznosti kao 1
krma. Sve probe sadrzavale su tri ponavljanja. Svakodnevno je pracen porast plijesni na
krmnoj smjesi izmjeravanjem dva promjera kolonije pod pravim kutom (Slika 8), dok
kolonija nije dosegla rub petrijeve zdjelice. Fungalni porast je koriSten za racunanje stope

rasta (mm/po danu) uz primjenu linarne regresije.

Slika 8. Izmjeravanje promjera kolonije

(Izvor: G. Kanizai Sari¢)
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2.7. Odredivanje mikotoksina

Nakon sto je kolonija dosegla rub petrijeve zdjelice, uzorci su osuseni na 50°C
tijekom 48 sati te usitnjeni do veli¢ine Cestica od 0,08 mm. Uzorci su ¢uvani na — 20°C do
konacne analize mikotoksina. Postupak pripreme uzoraka za analizu mikotoksina
ukljucivao je ekstrakciju i precis¢avanje kolonama (MultiSep 227 Trich+ kolone, Romer
Labs).

2.7.1. Analiza trihotecena tipa B

Odredivanje trihotecena tipa B ukljucilo je ekstrakciju iz uzorka (Slika 9),
precis¢avanje SPE (solid—phase extraction-ekstrakcija na Cvrstoj fazi) kolonama i
odredivanje na HPLC (high performance liquid chromatography) uredaju. Napravljena je
kalibracija primjenom standarda poznatih koncentracija (od 0,337 do 10,11 ppm DON-a,
od 0,338 do 10,13 ppm NIV-a, od 0,339 do 10,17 ppm 3-AcDON-a i 15-AcDON-a) uz
r=0,999908. Odredeno je iskoriStenje (recovery) propuStanjem otopine poznate
koncentracije (0,675 ppm nivalenola, 0,674 ppm deoksinivalenola, 0,678 ppm 3-AcDON-a
i 0,678 ppm 15-AcDON-a-) kroz SPE kolone i iznosio je 66,5% za NIV, 89,6% za DON,
88,6% za 3-AcDON i 101,3 % za 15-AcDON. Sva mjerenja su uklju¢ivala minimalno dva

ponavljanja.

Slika 9: Analiza mikotoksina: ekstrakcija iz uzorka

(Izvor: G. Kanizai Sari¢)
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2.7.1.1. PreciS¢avanje SPE kolonama

MultiSep 227 Trich+ (Romer Labs) kolone sadrze kombinaciju adsorbensa koji
zadrZavaju necistoce, dok trihoteceni tipa A 1 B prolaze. Uzorak za analizu je samljeven da
95% uzorka prolazi kroz sito od 20 m. Zatim je odvagano 6 g uzorka, u odvagu je dodano
100 ml smjese acetonitrila i vode (84+16, v+v), smjesa je prenijeta u mikser i mijesana je
velikom brzinom tri minute. Ekstrakt je profiltriran u c¢aSu. Na vakuum manifold
postavljene su SPE kolone i propusteno je 10 ml filtrata kroz kolonu. Zatim je 3,5 ml
eluata preneseno u kivetu koje su postavljene u suhi otparivac¢ pri temperaturi od oko
70°C. Otpareni uzorci su rekonstituirani s 300 uL mobilne faze acetonitril: voda (1:9, v/v).

Injektirano je 50 pL rekonstituiranog uzorka u HPLC.

Slika 10: Prec¢is¢avanje kolonama

(Izvor: G. Kanizai Sari¢)
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2.7.2. HPLC uvjeti

Koristen je sustav ProStar 330 s PDA detektorom i ProStar 230 ternarna pumpa
(Varian). HPLC uvjeti: kolone: reverzno-fazna: 4,6 x 75 mm (3 pm) i 3 x 250 (5 um);
mobilna faza: acetonitril:voda (10:90); protok: 0,6 ml/min; injektirani volumen: 50 pl;
lampa: deuterijska; detekcija: 218 nm; uzorkovna petlja: 200 ul; opseg: 0,005; atenuacija:
8. Kromatogrami su snimani na valnoj duljini 218 nm, a spektri na valnoj duljini 200-400

nm.

Slika 11: Analiza HPLC-om
(Izvor: G. Kanizai Sari¢)

2.8. Statisticka obrada podataka

Porast micelijskog rasta biljezen je svakodnevno kroz inkubacijski period. Nakon

perioda inkubacije, primjenom linearne regresije, odredena je stopa rasta, koja predstavlja
nagib pravca, tako S$to se promjer fungalne kolonije uvrstio nasuprot vremenu rasta
(Etcheverry i sur., 2002; Torres AM i sur., 2003; Velluti i sur., 2004a; Ramirez i sur.,
2006). X = nezavisna varijabla (vrijeme inkubacije) Lag faza je utvrdena ekstrapolacijom
pravca na x osi za svako ponavljanje u svakom tretmanu (Etcheverry i sur., 2002; Torres
AM i sur., 2003) te predstavlja vrijeme potrebno da promjer kolonije preraste 10 mm.
U slucaju stagnirajuceg rasta kolonije koriStena su samo prva tri dana stagnacije u izracunu
stope rasta. Razlike izmedu stope rasta u ispitivanim antifungalnim kombinacijama i
kontrole kao i razlike izmedu koncentracija mikotoksina u tretiranom i netretiranom
krmivu testirane su Studentovim t-testom. Za statistiCku analizu podataka koriSteni su
programski sustavi Excel 2003 (Microsoft) i Statistica 7 (StatSoft).
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3. REZULTATI

3.1. Rast
kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,98

Fusarium graminearum na krmivu PPT-2 tretiranom s razliitim

pnromier koloniie (mm)
8 8
—_
™S

vrijeme (dani)

T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 0 122 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

36 38 40

44 46 48 50

—e— kontrola
-=— BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm

BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

Slika 12. Dnevni rast Fusarium graminearum na krmivu PPT-2 tretiranom s razli¢itim

kombinacijama tvari pri aw 0,98 1 25°C

Tablica 3: Utjecaj antifungalnin kombinacija 1 koncentracija na rast Fusarium

graminearum na krmivu PPT-2 pri aw 0,98 i 25°C

kombinacije antifungalnih tvari koncentracija lag faza stopa rasta
(ppm) (dani) (mm dan™)

Kontrola 0 8,3

kombinacija 1

butilirani hidroksianisol + timol + 200+200+200 1 5,0

propil paraben

kombinacija 2

butilirani hidroksianisol + timol + | 150+150+150+400+400 1 3,1

propil paraben + oktanska kis. +

dekanska kis.
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3.2. Rast Fusarium graminearum na krmivu SK-D-N tretiranom s razli¢itim

kombinacijama antifungalnih tvari pri aw 0,98
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14
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22

—*= kontrola

—® BHA 200ppm + T 200ppm + PP 200ppm + C8 400ppm + C10 400ppm

Slika 13. Dnevni rast Fusarium graminearum na krmivu SK-D-N tretiranom s razli¢itim

kombinacijama tvari pri aw 0,98 1 25°C

Tablica 4: Utjecaj antifungalnih kombinacija i koncentracija na rast

graminearum na krmivu SK-D-N pri aw 0,98 i 25°C

Fusarium

kombinacije antifungalnih tvari koncentracija lag faza stopa rasta
(ppm) (dani) (mm dan™)

Kontrola 1 8,9

kombinacija 1

butilirani hidroksianisol + 200+200+200+400+400 4 5,0

propil paraben + timol +
oktanska kis. + dekanska kis.
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3.3. Odabrane kombinacije antifungalnih tvari za odredivanje trihotecena tipa B u
krmnim smjesama

Sadrzaj trihotecena tipa B odreden je u razli¢itim kombinacijama i koncentracijama
antioksidanasa i masnih kiselina u krmnim smjesama.

3.3.1. Trihoteceni tipa B u krmnoj smjesi PPT-2

35,00

30,00 [

25,00

* 1 *
20,00

B trihoteceni u st krmiva (ppm)+SD

15,00 *
—E—
10,00
5,00 4
0,00 —F= ==
kontrola kombinacija 1 kombinacija 2 kombinacija 3 kombinacija 4

ODON ONIV O3-AcDON 0O15-AcDON

kombinacija 1: BHA 100 ppm + T 100 pm + PP 100 ppm

kombinacija 2: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm

kombinacija 3: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm

kombinacija 4: BHA 150 ppm + T 150 ppm + PP 150 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

| * koncentracija DON-a viSa u odnosu na kontrolu, p<0,05 |

Slika 14. Koncentracije B trihotecena u suhoj tvari krmiva PPT-2 uz odabrane kombinacije

tvari pri aw 0,98
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3.3.2. Trihoteceni tipa B u krmnoj smjesi SK-D-N

50,00

45,00

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

B trihoteceni u st krmiva (ppm) + SD

10,00
500 -
0,00 - I = =2

kontrola kombinacija 1

|I DON ONIV BE3-AcDON O lS-AcDON|

kombinacija 1: BHA 200 ppm + T 200 ppm + PP 200 ppm + C8 400 ppm + C10 400 ppm

|* * koncentracije DON-a viSa u odnosu na kontrolu, p<0,01 |

Slika 15. Koncentracije B trihotecena u suhoj tvari krmiva SK-D-N uz odabrane
kombinacije tvari pri aw 0,98
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4. RASPRAVA

Najbolja preventiva mikotoksikoza je koriStenje zdravih i kvalitetnih sirovina u
proizvodnji hrane za zivotinje. Ovom preventivnom mjerom povecava se sigurnost,
hranjiva vrijednost i kakvoca proizvoda zivotinjskog podrijetla u ljudskoj prehrani. Kako
bih dobili §to vecu sigurnost, potrebno je kontinuirano analiticko ispitivanje sirovina i
gotovih proizvoda. Ovim postupcima unaprijedili bi smo svoju proizvodnju i izbjegli

ekonomske gubitke.

4.1. Ulinkovitost kombinacija i koncentracija antifungalnih tvari na rast Fusarium

graminearum

Prva ispitana smjesa tvari na krmivu PPT-2 pri aw 0,98 prikazana je u Tablici 3.
Kombinacija 1. imala je produzenu lag fazu od 1 dan u odnosu na kontrolu (Slika 12), te je
ovom kombinacijom promjer kolonije dosegao 80 mm i doveo do daljne stagnacije rasta
kolonije. Kombinacija 2. koja je osim prirodnih i sintetskih antioksidanasa sadrzavala i
masne Kiseline (Slika 12), imala je produzenu lag fazu u trajanju od jednog dana u odnosu
na kontrolu, te je promjer kolonije dosegao 90 mm. Kombinacije i koncentracije ispitanih
tvari nisu bile dovoljno u¢inkovite u inhibiciji rasta F. graminearum.

Lag faza (faza suzdrzanog rasta) je razdoblje u kojemu se stanica priprema na rast u
okoliSu u kojem se nalazi te sintetizira RNA, enzime i1 druge molekule. Tijekom ovog
razdoblja ne povecava se broj stanica i one su izrazito propusne prema tvarima iz okolisa te
osjetljive na toksicne agense. UocCeno produzenje lag faze nastaje najvjerojatnije zbog
poremecaja koje primijenjene antifungalne tvari izazivaju. Prvenstveno bi mogao biti
znaCajan oksidativni stres koji bi za posljedicu imao pojacanu sintezu antioksidantnih
enzima u stanicama.

Druga ispitana smjesa tvari na krmivu SK-D-N pri aw 0,98 priikazana je u Tablici
4. Ispitana kombinacija imala je produzenu lag fazu od 4 dana u odnosu na kontrolu (Slika
13), te je nakon lag faze doSlo do povecanja promjera kolonije. Ispitana kombinacija
antifungalnih tvari nije bila dovoljno u¢inkovita u inhibiciji rasta F. graminearum. Ispitane

smjese tvari nisu uc¢inkovite najvjerojatnije zbog nedovoljne primijenjene koncentracije.
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Na krmivu PPT-2 lag faza traje krace od kontrole u odnosu SK-D-N lag fazu koja
traje duze. Krmna smjesa PPT-2 po svom sastavu je masnija (21% bjelancevina, 6% masti)
za razliku od krmiva SK-D-N koji po sastavu sadrzi 15% bjelancevina i 3% masti. Moguce
je da u krmivu s manje masti vise liposolubilnih tvari ostaje u vodenastoj frakciji krmiva
odakle se koncentriraju u mebranama plijesni, za razliku od supstrata s viSe masti u kojima
su antifungalne tvari koncentrirane u kapljicama masti i zapravo su odvojene od stanica

plijesni.

4.2. Trihoteceni tipa B u krmnim smjesama

Nijedna ispitana kombinacija antifungalnih tvari nije uc¢inkovito inhibirala sintezu
B trihotecena (Slika 14) na krmivu PPT-2. Ove antifungalne tvari nisu bile dovoljno
inhibitorne ni u redukciji radijalnog rasta F. graminearum koji se kretao od 4,2 do 5,0 mm
po danu sto je u prosjeku 39-46% kontrolnog rasta. Ispitane smjese oc¢igledno vrlo stresno
utjecu na F. graminearum te je utvrdena stimulacija sinteze DON-a uz statisticki znacajnu
razliku izmedu ispitanih kombinacija i kontrole (p<0,05).

Na krmnoj smjesi SK-D-N ispitana kombinacija antioksidanasa s masnim
kiselinama stimulira sintezu DON-a, pri ¢emu su utvrdene statisticki znacajne razlike
izmedu ispitane kombinacije i kontrole (p<0,01) (Slika 15). Ispitane smjese o¢igledno vrlo
stresno utjeCu na Fusarium graminearum. Antifungalni agensi nisu bili u¢inkoviti niti u
smanjenju radijalnog rasta koji je iznosio 5 mm dnevno Sto 1znosi 56% kontrolnog rasta.
Znacajnu ulogu vjerojatno ima oksidativni stres koji izazivaju velike doze primijenjenih
antioksidansa, a koji rezultira stimuliranom biosintezom DON-a.

Sastav krmnih smjesa ne utje¢e znacajno na koncentraciju B trihotecena. Krmna
smjesa PPT-2 po svom sastavu (51% kukuruza, 40% soje) je masnija (21% bjelancevina,
6% masti) za razliku od krmiva SK-D-N koji po sastavu sadrzi 46% kukuruza, 15% jecma
I 15% soje (15% bjelancevina, 3% masti) koje je manje masno. Koncentracija B
trihotecena je na krmnoj smjesi PPT-2 manja pri istim primijenjenim ispitivanim tvarima
nego na krmivu SK-D-N s§to bi se moglo objasniti boljom dispergiranosti lipofilnih

sastojaka antifungalnih smjesa (BHA i T) u masnijem krmivu.
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5. ZAKLJUCAK

Provedenim istrazivanjem o utjecaju smjesa tvari antioksidansa i masnih Kiselina na
inhibiciju rasta Fusarium graminearum i inhibiciju sinteze trihotecena tipa B na krmnim
smjesama, mozemo zakljuciti da ove antifungalne smjese pri vec€oj vlaznosti supstrata (aw
0,98) nemaju inhibitoran u¢inak na rast F. graminearum. Antifungalni agensi nisu bili
u¢inkoviti niti u smanjenju radijalnog rasta ove mikotoksinogene plijesni. Obje ispitane
krmne smjese stimuliraju biosintezu trihotecena tipa B i to uglavnom deoksinivalenola, uz
statisticki znaCajnu razliku izmedu ispitanih kombinacija i kontrole. Znacajnu ulogu
vjerojatno ima oksidativni stres koji izazivaju odredene doze primijenjenih antioksidansa.

Daljnja ispitivanja bi trebala obuhvatiti i utjecaj antioksidanasa i masnih kiselina na
kvalitetu proizvoda animalnog podrijetla i prihvatljivost takvih krmiva domadim
zivotinjama. Pravilnik o kakvoc¢i stoéne hrane dopusta da se krmnim Smjesama mogu
dodavati mirisna sredstva i sredstva za poboljSanje okusa prirodnog podrijetla, a u ovu
kategoriju bi se mogao svrstati i timol, kao frakcija eteriénog ulja majcine dusice ili
origana. Takoder, Europska komisija registrirala je masne kiseline kao poboljsivace okusa
u hrani i smatra se kako ne predstavljaju opasnost za javno zdravlje.

Ispitane smjese antifungalnih i antimikotoksikogenih tvari manje su toksicne,
financijski su povoljnije, a posjeduju i antioksidativno djelovanje te ujedno Stite stocnu

hranu od kvarenja.
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7. SAZETAK

Fusarium graminearum je mikotoksikogena plijesan koja se javlja kao kontaminant
zitarica na polju i skladiStima. Osim nastale ekonomske Stete, bitne su i zdravstvene
posljedice koje izazivaju B trihoteceni, mikotoksini koje sintetizira F. graminearum. U
cilju smanjivanja kontaminacije ovim fitopatogenom ispitali smo utjecaj antifungalnih
smjesa koje sadrzavaju sintetske, prirodne antioskidanse i masne kiseline na gotovoj
sto¢noj hrani. Ispitane mjeSavine tvari obuhvatile su butilirani hidroksianisol, propil
paraben, timol, oktansku i dekansku kiselinu u razli¢itim kombinacijama i
koncentracijama. Nijedna ispitana kombinacija antifungalnih tvari nije bila u¢inkovita u
inhibiciji radijalnog rasta Fusarium graminearum kao niti u sintezi B trihotecena. Ispitane
smjese ocigledno vrlo stresno utjecu na F. graminearum S§to rezultira stimuliranom

sintezom deoksinivalenola.
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8. SUMMARY

Fusarium graminearum is mycotoxinogenic mould that occurs as a contaminant of cereals
in the fields and warehouses. Apart from resulting economic damages are significant and
the health effects caused by B trichothecenes, mycotoxins synthesized by F. graminearum.
In order to minimize contamination of the phytopathogens, we examined the impact of
antifungal compounds containing synthetic, natural antioxidants and fatty acids in the
finished feed. Tested mixtures of substances covered are butylated hydroxyanisole, propyl
paraben, thymol, decanoic and octanoic acid in different combinations and concentrations.
None of the tested combinations of antifungal substance was effective in inhibiting the
radial growth of Fusarium graminearum, nor in the synthesis of B trichothecenes. The
tested mixtures are obviously a very stressful impact on F. graminearum resulting in

stimulated synthesis of deoxynivalenol.
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9. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera Poljoprivredni fakultet u Osijeku
Diplomski rad

UCINKOVITOST SMJESA ANTIFUNGALNIH TVARI NA RAST FUSARIUM
GRAMINEARUM 1| SINTEZU B TRIHOTECENA U KRMNIM SMJESAMA
Danijela Dorotié¢

Sazetak:

Fusarium graminearum je mikotoksikogena plijesan koja se javlja kao kontaminant
zitarica na polju i skladistima. Osim nastale ekonomske stete, bitne su i zdravstvene
posljedice koje izazivaju B trihoteceni, mikotoksini koje sintetizira F. graminearum. U
cilju smanjivanja kontaminacije ovim fitopatogenom ispitali smo utjecaj antifungalnih
smjesa koje sadrzavaju sintetske, prirodne antioskidanse i masne kiseline na gotovoj
sto¢noj hrani. Ispitane mjeSavine tvari obuhvatile su butilirani hidroksianisol, propil
paraben, timol, oktansku i dekansku kiselinu u razli¢itim kombinacijama i
koncentracijama. Nijedna ispitana kombinacija antifungalnih tvari nije bila u¢inkovita u
inhibiciji radijalnog rasta Fusarium graminearum kao niti u sintezi B trihotecena. Ispitane
smjese ocigledno vrlo stresno utjecu na F. graminearum Sto rezultira stimuliranom
sintezom deoksinivalenola.

Kljuéne rije¢i: Fusarium graminearum, B trihoteceni, sto¢na hrana, antioksidansi, masne
Kiseline

Summary:

Fusarium graminearum is mycotoxinogenic mould that occurs as a contaminant of cereals
in the fields and warehouses. Apart from resulting economic damages are significant and
the health effects caused by B trichothecenes, mycotoxins synthesized by F. graminearum.
In order to minimize contamination of the phytopathogens, we examined the impact of
antifungal compounds containing synthetic, natural antioxidants and fatty acids in the
finished feed. Tested mixtures of substances covered are butylated hydroxyanisole, propyl
paraben, thymol, decanoic and octanoic acid in different combinations and concentrations.
None of the tested combinations of antifungal substance was effective in inhibiting the
radial growth of Fusarium graminearum, nor in the synthesis of B trichothecenes. The
tested mixtures are obviously a very stressful impact on F. graminearum resulting in
stimulated synthesis of deoxynivalenol.

Key words: Fusarium graminearum, B trichothecenes, livestock feed, antioxidants, fatty

acid
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